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2 ZUSAMMENFASSUNG

Methanococcus voltae besitzt mehrere Selenoproteine, darunter die an der
Methanogenese beteiligten [NiFe]-Hydrogenasen. Sowohl die
Fioo-reduzierende Hydrogenase Fru, als auch die Fs-nichtreduzierende
Hydrogenase Vhu haben ein Selenocystein als Bestandteil des aktiven
Zentrums. Bei Abnahme der Selenkonzentration in seiner Umwelt sind
daher selenfreie Isoenzyme der Hydrogenasen flr diesen Organismus
essentiell. Im Genom von M. voltae befinden sich zwei Gengruppen die fur
diese Isoenzyme kodieren. Die Operons frc und vhc werden aus einer
gemeinsamen intergenen Region transkribiert und sind bei Anwesenheit
von Selen negativ reguliert. Die Transkripte dieser Gengruppen kénnen
erst bei Selenmangel detektiert werden.

Ziel dieser Arbeit war es, die Mechanismen der selenabhangigen
Regulation dieser selenfreien Isoenzyme zu untersuchen. Es konnte dabei
gezeigt werden, daB3 zusatzlich zu einer negativen Transkriptionsregulation
auch eine Aktivierung der Transkription nach Selenentzug stattfindet.

Eine mdgliche Erkennungssequenz fir das Aktivatorprotein wurde
identifiziert, die sich stromaufwarts der TATA-Box beider Promotoren
befindet. Mutationen in dieser Sequenz wurden auf die Veranderung der
Expression eines Reportergens hin untersucht. Es wurde Kooperativitat
beider Bindestellen bei der Aktivierung gezeigt.

Anhand von Gelretardationsexperimenten wurde nachgewiesen, dal3 in
partiell gereinigtem Zellextrakt von M. voltae ein Protein existiert, das
spezifisch an diese Erkennungssequenz bindet. Durch Affinitats-
chromatographie wurde ein 55 kD groBes Protein gereinigt werden, bei

dem es sich wahrscheinlich um das Aktivatorprotein handelt.
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3 EINLEITUNG

Die Archaea stellen die dritte Domane der Organismen neben den Bacteria
und den Eukarya dar. Sie werden anhand von 16S rRNA Analysen in die
Gruppen der Crenarchaeota und Euryarchaeota unterteilt (Woese und Fox,
1977; Woese et al., 1990). Aufgrund ihrer vielféltigen, zum Teil extremen
Habitate (Pace, 1997; DelLong, 1998) und der Ahnlichkeit ihrer
Transkriptionsmaschinerie zu der der Eukarya gehdéren sie zu den meist
untersuchten Organismen.

Archaea gehoéren zu den Prokaryoten, sie sind einzellige Organismen ohne
Zellkern mit einem kleinen zirkularen Genom zwischen 1.6 und 4
Megabasen. Bei der Untersuchung der basalen Transkriptionsmaschinerie
konnte gezeigt werden, daB die beteiligten Faktoren hohe Ahnlichkeit zu
eukaryotischen Proteinen besitzen. So ist der Aufbau von RNA-Polymerase
aus Archaea mit bis zu 14 Untereinheiten wesentlich komplexer als bei
bakterielle RNA-Polymerasen. Die Homologie einzelner Untereinheiten zu
Untereinheiten der RNA-Polymerase II aus Eukaryoten ist gréBer als die zu
bakteriellen RNA-Polymeraseuntereinheiten (Zillig et al., 1992; Langer et
al., 1995).

Zur Initiation der Transkription werden zusatzlich zur RNA-Polymerase
zwei weitere Faktoren bendtigt. Diese beiden Proteine sind homolog zu
den eukaryotischen Faktoren TBP (TATA-bindendes Protein) und TFIIB
(Transkriptions-Faktor IIB). Die Proteine TBP und TFB sind in Archaea flr
die Promotorerkennung verantwortlich (Hausner et al., 1996). Analog zu
Eukaryoten erfolgt die Rekrutierung der RNA-Polymerase erst im
Anschluss an die Erkennung des Promotors durch TBP/TFIIB, im
Gegensatz zu Bakterien bei denen die Promotorerkennung durch einen
o—Faktor vermittelt wird, der Bestandteil des RNA-Polymerase Holoenzyms
ist (Wdsten, 1998).
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Die Promotoren von Archaea setzen sich aus der TATA-Box und einem
ungefahr 23 Basenpaare stromabwarts gelegenen Initiatorelement
zusammen (Soppa, 1999a; Thomm, 2000). Stromaufwarts im Anschluss
an die TATA-Box befindet sich das purinreiche Transkriptions-Faktor-B-
Erkennungs Element (BRE). Es bestimmt die Richtung der Transkription
(Bell et al., 1999a; Soppa, 1999b). Das Initiatorelement enthalt den
Transkriptionsstart (Abbildung 1).

-37 -30 -23 +1
Crenarchaeota: RNWAAW  YTTTTAAA YR
Methanogene: CGAAA YTTATATA WTGW
(Euryarchaeota)

Abbildung 1: Promotorstruktur bei Archaea. Der Initiator (INR, griin) umgibt den Transkriptionsstart.
Stromaufwérts zentriert um die Position -26 befindet sich das TATA-Box Element (TATA, blau), im
Anschlufl daran befindet sich stromaufwérts das BRE-Element (BRE, rot). Die Konsensussequenzen fiir die
einzelnen Gruppen der Archaea sind unterhalb der Grafik angegeben, fett gedruckte Buchstaben stellen den
Transkriptionsstart dar.

Methanococcus voltae gehoért zur Gruppe der Euryarchaeota und ist ein
mesophiles, moderat halophiles methanogenes Archaeon mit einem
Genom von 1.9 Megabasen (Sitzmann und Klein, 1991). Der
Energiestoffwechsel der strikt anaeroben methanogenen Archaea beruht
auf der Synthese von Methan aus einer kleinen Gruppe von
Ausgangssubstanzen. Als Ausgangssubstrate der Methanogenese dienen
molekularer Wasserstoff und Kohlendioxid, Formiat, Acetat, Methanol
sowie Methylamin (Blaut, 1994; Ferry, 1999). Diese Ausgangssubstanzen
stellen Endprodukte von eubakteriellen und eukaryotischen

Fermentations- und Oxidationsprozessen dar und werden Uber C1-
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Intermediate zu Methan reduziert. Methanococcus voltae kann sowohl auf
Formiat als auch ausschlieBlich chemolithotroph, d.h. mit CO, und
Wasserstoff, wachsen (Abbildung 2)(Whitman et al., 1982).

Bei der Reduktion von CO, zu CH, werden 8 Elektronen bendtigt, die aus
der Oxidation von molekularem Wasserstoff mit Hilfe von Hydrogenasen
erhalten werden. Hydrogenasen katalysieren hierzu die heterolytische
Spaltung des molekularen Wasserstoffs zu Protonen und Elektronen. Diese
Enzyme werden nach unterschiedlichen Kriterien klassifiziert. Die
Einordnung der Hydrogenasen erfolgt zum einen Uber den Metallgehalt des

aktiven Zentrums und zum anderen Uber den terminalen Redoxakzeptor.

A 4 HCOOH > CH,+3CO,+2H,0 AG°=-134 kJ/mol (1)
2 HCOOH > 2CO,+4e +4H" (2)
2 HCOOH + 2 F,,, > 2F,H,+2CO, (3)
B 4H,+CO, = CH,+2H,0 AG®'= -130 kJ/mol (4)
2H, > 4e +4H" (5)
2 H2 +2 l:420 > 2 F420H2 (6)

Abbildung 2: Methanogenese ausgehend von Formiat (A) bzw. CO; und H, (B). Gleichungen (1) und (4)
stellen die Nettogesamtreaktion dar. Gleichungen (2), (3), (5) und (6) die Reduktionsequivalente liefernden
Schritte.

Metallfreie Hydrogenasen setzen molekularen Wasserstoff Uber einen
kofaktorabhangigen Mechanismus um (Zirngibl et al., 1992; Klein et al.,
1995; Berkessel und Thauer, 1995). Des weiteren sind [Fe]-Hydrogenasen
(Hagen et al., 1986; Adams, 1990) und [NiFe]-Hydrogenasen bekannt
(Graf und Thauer, 1981; Cammack, 1988; Ragsdale, 1998). Diese
Enzyme katalysieren die heterolytische Wasserstoffspaltung mit Hilfe ihres
Metallzentrums.

Zusatzlich zum metallhaltigen primaren Reaktionszentrum enthalten
Hydrogenasen Eisen-Schwefel-Cluster, lber die der Transport der

Elektronen zum terminalen Elektronenakzeptor erfolgt.
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Nickel-Eisen-Hydrogenasen werden aufgrund der Art der Liganden des
Metallzentrums noch weiter unterteilt: Einige dieser Enzyme enthalten
Selenocystein wohingegen eine zweite Gruppe an der homologen Position
ein Cystein besitzt (Yamazaki, 1982; Teixeira et al., 1987; Sorgenfrei et
al., 1997b). Selenocystein wird hierbei durch UGA kodiert. Es wird
vermutet, daB fur den Einbau von Selenocystein in Archaea zusatzlich eine
Sekundarstruktur im 3'-untranslatierten Bereich der mRNA bendtigt wird
(Wilting et. al., 1997).

In methanogenen Archaea dient ein 8-Hydroxy-5-desazaflavin, Faktor Faxo,
als terminaler Elektronenakzeptor einer Gruppe von [NiFe]-Hydrogenasen.
Der Elektronenakzeptor der zweiten Gruppe ist nicht bekannt. In
Methanosarcina mazei G61 wurde ein Methanophenazin identifiziert, das
als Elektronenakzeptor sowohl der F.ixo-reduzierenden als auch der Fazo-
nichtreduzierenden Hydrogenase funktioniert (Abken et al., 1998).
Methanococcus voltae besitzt vier Gengruppen, die fir Nickel-Eisen-
hydrogenasen kodieren. Die Gengruppen fru und vhu kodieren fiir Enzyme
die in der groBen Untereinheit ein Selenocystein besitzen. Die Gengruppen
frc und vhc kodieren flr selenfreie Isoenzyme und haben an den
homologen Positionen ein Cysteincodon (Abbildung 3)(Halboth und Klein,
1992).
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e | |

fruA fruD fruG fruB
— e
| | | | I |
vhuD vhuG vhuA vhuU vhuB
1 kb

T RS B

vheB vhcA vheG vhcD  frcA freD - freG frcB

1 kb

Abbildung 3: Anordnung der Gengruppen der [NiFe]-Hydrogenase aus Methanococcus voltae.
Homologe Gene sind in identischen Farben hervorgehoben. Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtung an.
Sterne geben die Position der in-frame UGA Codons wieder. Die A-Gene kodieren fiir die grofle Untereinheit
mit dem aktiven Zentrum der Hydrogenase. Die G-Gene kodieren die kleine Untereinheit der Hydrogenase
mit den [FeS]-Clustern. Die Gengruppe vhu stellt eine Besonderheit dar, hier ist das Gen fiir die grof3e
Untereinheit geteilt: Der C-terminale Teil ist ein separates Gen, vhuU.

Die Produkte von fru und frc sind Fso-reduzierende Hydrogenasen
wohingegen vhu und vhc fur Fazo-nichtreduzierende Hydrogenasen
kodieren. Die selenhaltigen Proteine Fru und Vhu konnten gereinigt
werden und sind biochemisch (Muth et al., 1987; Sorgenfrei et al., 1993)
und spektroskopisch gut untersucht (Sorgenfrei et al., 1996; Sorgenfrei et
al., 1997a). Eine Reinigung der selenfreien Isoenzyme Frc und Vhc war
bisher nicht erfolgreich.

Eine Besonderheit stellt die sehr kleine Untereinheit VhuU dar. Sie ist
homolog zum C-Terminus der groBen Untereinheit der anderen
Hydrogenasen und enthalt mit dem Selenocystein einen Liganden des
aktiven Zentrums. Deletionsversuche haben gezeigt, dal3 diese
Untereinheit essentiell fir M. voltae zu sein scheint. Alle Mutanten, die
durch den Versuch eines Genaustausches unter Verlust von vhuU erhalten
wurden, tragen sowohl die Deletion als auch das intakte Gen (Pfeiffer et
al., 1998b).
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Die Gengruppen der selenfreien Hydrogenasen frc und vhc werden aus
einer gemeinsamen intergenen Region von 453 Basenpaaren transkribiert
(Abbildung 4). Ihre Transkripte wurden nur nach Selenentzug detektiert.
Die Transkription der selenhaltigen Hydrogenasen findet hingegen
konstitutiv statt (Berghdfer et al., 1994). Die Promotorfusion der
intergenen Region in beiden Transkriptionsrichtungen an das Gen flr die
B-Glucuronidase (uidA) aus Escherichia coli zeigte, daB alle cis-Elemente
die fur die negative Regulation bendtigt werden in dieser Region liegen
(Beneke et al., 1995).

1 CACATTTTCACCTCATTAGATAATCTAATATAGTCAATAGGTATTCTAATTTCTCATATG
GTGTAAAAGTGGAGTAATCTATTAGATTATATCAGTTATCCATAAGATTAAAGAGTATAC

T
61 TCTATAATGCTAACTAATATATATAATACAATTTTTAAATCGAAATCAAAAGGTTTATAT
AGATATTACGATTGATTATATATATTATGTTAAAAATTTAGCTTTAGTTTTCCAAATATA

121 AGAAAATTTTAAAGACATTATATTGAATTATTAATATGGTTAATAATATTTCTAATATCT
TCTTTTAAAATTTCTGTAATATAACTTAATAATTATACCAATTATTATAAAGATTATAGA

181 ATTAAATAAAGAAATACCATATTAGATTTTTTAATATATATTTAAATGTTTACTGATATG
TAATTTATTTCTTTATGGTATAATCTAAAAAATTATATATAAATTTACAAATGACTATAC

241 TGAATTGTTTATTTTAAATTACAAAATAAAAACTAAACATCTATATAAACACATAATTGA
ACTTAACAAATAAAATTTAATGTTTTATTTTTGATTTGTAGATATATTTGTGTATTAACT

301 CTAATTTGTGACTTTTAAATAAAAATATCTGTAAAAAATTCTTAATAACTTAAACTACCG
GATTAAACACTGAAAATTTATTTTTATAGACATTTTTTAAGAATTATTGAATTTGATGGC

{
361 ATAAATACTAGTTAAATTAAAATATAATAAACTAAAATGACTAATGACTAATGACTAAAT
TATTTATGATCAATTTAATTTTATATTATTTGATTTTACTGATTACTGATTACTGATTTA

421 AAAATACTAATTGTGGCTTAACAAATAGGTGATTTAATG
TTTTATGATTAACACCGAATTGTTTATCCACTAAATTAC

Abbildung 4: Sequenz der intergenen Region zwischen den Gengruppen vic und fic. Die
Startcodons der beiden Gengruppen sind fett und kursiv hervorgehoben: GTG fiir die vic-Gen-
gruppe und ATG fiir die fre-Gengruppe. Die Shine-Dalgarno Sequenzen sind unterstrichen. Die
Pfeile weisen auf den Transkriptionsstart hin (Miiller, 1996). Die TATA-Boxen sind kursiv gedruckt
und grau hinterlegt. Orange hinterlegt ist die dreimalige Wiederholung einer auffalligen Heptamer-
sequenz, die den Initiator der frrc-Gengruppe iiberlappt.

Weitere Untersuchungen flihrten zur Entdeckung zweier an der negativen
Regulation beteiligter Sequenzbereiche in der intergenen Region.
Uberlappend mit dem Initiatorelement der frc-Gengruppe findet sich eine
dreifache Wiederholung einer Heptamersequenz. Mutationen innerhalb

dieser Sequenz fihren zu einer schwachen Expression der
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B—Glucuronidase auch in Anwesenheit von Selen im Medium. Die Deletion
eines 63 Basenpaare groBen Fragments innerhalb der intergenen Region
(Pos. 174-236 in Abbildung 4) fihrt zur kompletten Aufhebung der
negativen Regulation in Anwesenheit von Selen (Noll, 1999).

Eine mdgliche Beteiligung der sehr kleinen Untereinheit vhuU an der
negativen Regulation als Selensensor und Korepressor konnte nicht
nachgewiesen werden (Pfeiffer et al., 1998a).

Die Expression von Hydrogenasen wird in verschiedenen Organismen
durch eine Vielzahl von Faktoren beeinfluBt. Sie werden sowohl
metallabhangig, redoxabhangig, wasserstoffabhdngig als auch
wachstumsphasenabhangig reguliert.

Die Regulation der Hydrogenaseexpression ist besonders in Eubakterien
gut untersucht. So werden die Hydrogenasen 1 und 2 (Hya und Hyb) in E.
coli bei anaerobem Wachstum durch ArcA induziert. Bei Anwesenheit von
Nitrat wird ihre Transkription durch die Zwei-Komponenten-Systeme
NarL/NarX bzw. NarP/NarQ reprimiert (Richard et al., 1999). In Ralstonia
eutropha (friher Alcaligenes eutrophus H16) wurde eine
Sensorhydrogenase HoxBC entdeckt, die zusammen mit einer
Histidinkinase HoxJ und dem Transkriptionsaktivator HoxA die
wasserstoffabhangige Regulation der Hydrogenasen steuert (Lenz et al.,
1997). In Rhodobacter capsulatus wurde ebenfalls eine
wasserstoffabhangige Regulation der Hydrogenase HupSL durch den
Aktivator HupR gefunden (Dischert et al., 1999). Im selben Organismus
wurde eine negative Regulation der Hydrogenaseexpression durch das
RegA/B-Zweikomponentensystem gefunden (Elsen et al., 2000).

In Archaea konnte eine wasserstoffabhangige Regulation flr die
Hydrogenasen aus Methanobacterium thermoautotrophicum AH gezeigt
werden (Reeve et al., 1997). Fur die Hydrogenasen aus
Methanothermobacter marburgensis (friiher Methanobacterium
thermoautotrophicum Stamm Marburg) wurde eine Nickel-abhangige

Regulation demonstriert (Afting et al., 1998). Nach Limitierung von Nickel
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wurde ein Verlust der Aktivitat der F40-reduzierenden und eine Reduktion
der Aktivitat der Fsxo-nichtreduzierenden Hydrogenase bei gleichzeitiger
Induktion der metallfreien Hydrogenasen gemessen.

Neben den Hydrogenasen unterliegen auch andere an der Methanogenese
beteiligte Gengruppen einer strengen Transkriptionskontrolle. Die
Transkription einzelner Gene ist sowohl wachstumsphasenabhangig als
auch substratabhangig reguliert (Sowers, 1993; Morgan et al., 1996;
NG6lling und Reeve, 1996). In Methanothermobacter marburgensis wurde
auBerdem eine metallabhdngige Regulation der Hydrogenasen und der
Formylmethanofuran-Dehydrogenasen (Hochheimer et al., 1996)
beobachtet.

Eine selenabhangige Regulation konnte bisher auBer in M. voltae nur flr
die Formylmethanofuran-Dehydrogenase aus Methanopyrus kandleri
(Vorholt et al., 1997) gezeigt werden. Flr das methanogene Archaeon
Methanococcus vannielii 1aBt sich eine solche Regulation postulieren, da in
diesem Organismus eine selenhaltige und eine selenfreie Form der
Formiat-Dehydrogenase gefunden wurden (Jones und Stadtman, 1981).
Uber den Mechanismus und die an der Regulation beteiligten Proteine in
Archaea ist noch sehr wenig bekannt. Nur einige regulierte Promotoren
und Regulatorproteine sind charakterisiert (Voorhorst et al., 1999;
Hochheimer et al., 1999). Dabei handelt es sich in den meisten Fallen um
negative Regulation (Cohen-Kupiec et al., 1997; Cohen-Kupiec et al.,
1998; Chien et al., 1998).

Positive Regulation und die daran beteiligten Regulatorproteine wurde in
Archaea erst in zwei Fallen beschrieben (Shand und Betlach, 1991; Krliger
et al., 1998).

Mechanismen der Regulation in Archaea wurden bisher ausschlieBlich flr
Repressorproteine untersucht. Der metallabhangige Repressor Mdrl aus
Archaeoglobus fulgidus verhindert die Rekrutierung der RNA-Polymerase
(Bell et al., 1999b), wohingegen der Lrs14 Repressor aus Sulfolobus
solfataricus die Promotorerkennung durch TBP verhindert (Napoli et al.,
1999; Bell et al., 2000).
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Eine vergleichende Analyse der vorhandenen Genomsequenzen von
Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum,
Archaeoglobus fulgidus und Pyrococcus horikoshii (Bult et al., 1996; Smith
et al., 1997; Klenk et al., 1997; Kawarabayasi et al., 1998) zeigt, daB ein
GrofBteil der in diesen Genomen vorhandenen mdglichen DNA-bindenden
Proteine zur Klasse der Helix-Turn-Helix-Proteine (HTH-Proteine) gehéren
(Aravind und Koonin, 1999). Die Homologien der DNA-Bindedomane zu
eubakteriellen HTH-Bindedomanen ist hierbei gréBer als zu denen der
Eukarya. Auch die bisher bekannten Regulatorproteine aus Archaea
zeigen, ganz im Gegensatz zur basalen Transkriptionsmaschinerie, eine
héhere Homologie zu bakteriellen Regulatoren (Bell et al., 1999b).

Das Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Transkriptionsregulation der
selenfreien Hydrogenasen und die Identifizierung daran beteiligter

Regulatorproteine.
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4 MATERIALIEN

4.1 Feinchemikalien

Alle nicht extra aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen Roth

(Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Merck (Darmstadt) und Sigma

(Deisenhofen) bezogen.
ProtoGel™

Acrylamid:Bisacrylamid 37.5:1 in
H,O

Biozym (Hess. Oldendorf)
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Sequagel XR
Sequalgel Complete, Puffer Reagens

Biozym (Hess. Oldendorf)
Biozym (Hess. Oldendorf)

GTG Agarose

Sigma (Deisenhofen)

4.2 Biochemikalien

poly[d(I-C)]

Roche Diagnostics (Mannheim)

Rinderserumalbumin (BSA)

Roche Diagnostics (Mannheim)

ProteingréBenstandard (6.5 kD -
172 kD)

New England Biolabs
(Schwalbach/Taunus)

DNA GroBenstandards

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

RNA GroBenstandards

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

DOTAP

Roche Diagnostics (Mannheim)

Escort™ Transfektionsreagenz

(DOTAP:DOPE 1:1)

Sigma (Deisenhofen)

Leupeptin Serva (Heidelberg)
Pepstatin A Serva (Heidelberg)
Pefabloc Serva (Heidelberg)

Puromycindihydrochlorid

ICN (Eschwege)

Vancomycinhydrochlorid
Ampicillin Natriumsalz

ICN (Eschwege)
BIOMOL (Hamburg)

p-Nitrophenylglucuronid (pNPG)
Difco Bacto Agar

RNase Block

Roche Diagnostics (Mannheim)

BD Biosciences (Franklin Lakes,
USA)

Stratagene (Amsterdam, NL)




4 Materialien 20

4.3 Gase

Gase wurden bei der Firma Messer Griesheim (Darmstadt) bezogen.
Gasgemisch COy/H; (20%/80%; Reinheit 4.5, 3.0)

Gasgemisch N,/CO,/H, (75%/20%/5%; Reinheit 4.3, 4.5, 4.6)
Formiergas N./H. (95%/5%; Reinheit 4.6, 3.0)

Stickstoff (Reinheit 4.6)

Schwefelwasserstoff (Reinheit 99.3%)

4.4 Kits,Konzentratoren und Schleudersdulen

Innerhalb dieser Arbeit wurden die folgenden Kits sowie Konzentratoren
und Schleudersaulen zur Aufreinigung von Nukleinsdauren und Proteinen
sowie zur Sequenzierung benutzt:

Centricon® Plus-20, Centricon®-10 und Minicon-10 Mikrokonzentratoren,
Amicon (Witten)

ECL Western Blotting Detection Kit, Amersham (Braunschweig)
Mobispin S200 Sephacrylsaulen, Mobitec (Géttingen)

Nucleobond® -Plasmid Kit, Machery & Nagel (Duren)
Proteinbestimmungsreagenz, Biorad (Mlnchen)

QIAamp Blood and Tissue Kit, Qiagen (Hilden)

QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen (Hilden)

QIAEX II Agarose Gel Extraction Kit, Qiagen (Hilden)

RNA-Clean, AGS (Heidelberg)

Thermosequenase Flourescent Labeled Primer Cycle Sequencing Kit,
Amersham (Braunschweig)

TOPO-TA Cloning Kit, Invitrogen (Groningen, NL)
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4.5 Oligonukleotide

5'-Infrarotfarbstoff-markierte Oligonukleotide flir die Sequenzierung
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wurden von MWG Biotech (Ebersberg) bezogen. Alle anderen

Oligonukleotide wurden entweder bei MWG Biotech (Ebersberg) oder bei

Interactiva (Ulm) hergestellt.

Name Sequenz Kommentar
affioligo53 5'-ATA TAA TGT CTT TAA AAT TTT CTA 5'-Biotin
IAT AMT GIC TIT ARA ATT TTIC TAT ATA | Holoiolung der spezifischen
AAC CTT TTG ATT TCG ATT TAA A-3' DNA zur Kopplung an
Streptavidin-Sepharose
affioligo35 5'-TTT AAA TCG AAA TCA AAA GGT TTA Herstellung der spezifischen
ITA AAT CCA AT CAA ARG GTT TAT ATA | oA ZUr Kopplung an die
GAA AAT TTT AAA GAC ATT ATA T-3' Streptavidin-Sepharose
Naktivator53 5'-GTC TTT AAA ATT TTC TAT ATA AAC 5'-C6-MMT (Aminolinker)
CTT gTG ATT TCG zggT TGT ETT TA]C* éAT Herstellung der spezifischen
E:'TA TAT AMA CCT TTT GAT TTC GAT  pNA Zur Kopplung an NHS-
Sepharose
aktivator35 |5'-AAA TCG AAA TCA AAA GGT TTA TAT Herstellung der spezifischen
AGA AAA TTT TAA AGA CAA ATC GRAA ATC  pNA zur Kopplung an NHS-
AAA AGG TTT ATA TAG AAA ATT TTA AAG g
\ epharose
AC-3
frcmut-fwd 5'-CTA AAC AGA TAG AGA ACA ACA TAA Mutagenese des frc-
TTG ACT AAT TTG TGA C-3' proximalen Aktivator-
elements
frcmut-rev 5'-GTC ACA AAT TAG TCA ATT ATG TTG Mutagenese des frc-
TTC TCT ATC TGT TTA G-3' proximalen Aktivator-
elements
guster- 5'-CTG GAT TGG GGC CAA CTC CTA CC-3' Amplifikation des uidA-Gens
Sau96-fwd (C-Terminus) mit dem mcr-
Terminator aus Mipfgt
tergus-BspE- 5'-ATT CGA GTC CGG AAC CCC CAG TG-3' Amplifikation des uidA-Gens
rev (C-Terminus) mit dem mcr-
Terminator aus Mipfgt
IR-Clal 5'-AGT GTG TCA GCC ATC GAT TCA CCT Amplifikation der intergenen
—_ ' .
C-3 Region
IR-Nsil 5'-TTT CCC ATG CAT TAA ATC ACC TAT Amplifikation der intergenen
_ ' .
TTG TTA AGC-3 Region
IRftov-Nde- | 5'-AGT ACT TCA TAT GTT CAC CTC ATT Drehen der intergenen
_ \l . -
fwd AG-3 Region von frc- in vhc-
Transkriptionsrichtung
IRftov-Xho- | 5'-GAC GTA ACT CGA GAT CAC CTA TTT Drehen der intergenen
_ \ . -
rev G-3 Region von frc- in vhc-
Transkriptionsrichtung
IRvtof-Nde- | 5'-AGT ACT TCA TAT GAT CAC CTA TTT Drehen der intergenen
_ Al - -
fwd G-3 Region von vhc- in frc-

Transkriptionsrichtung
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Name Sequenz Kommentar
IRvtof-Xho- | 5'-GAC GTA ACT CGA GTT CAC CTC ATT Drehen der intergenen
rev AG-3 Region von vhc- in frc-
Transkriptionsrichtung
komp53 S'-ATA TAA TGT CTT TAA AAT TTG ATA Herstellung der Kompetitor-
GAG AAC ACT TTT GAT TTC GAT TTA AAA  DNA fir die
TAT AAT GTC TTT AAA ATT TGA TAG AGA L .
ACA CTT TTG ATT TCG ATT TAA A-3' Affinitéatschromatographie
komp35 S'-TTT AAA TCG AAA TCA AAA GTG TTC Herstellung der Kompetitor-
TCT ATC ARA TTT TAA AGA CAT TAT ATT  pNA fiir die
TTA AAT CGA AAT CAA AAG TGT TCT CTA o :
TCA AAT TTT AAA GAC ATT ATA T3 Affinitatschromatographie
mut-fwd 5'-GTC TTT AAA ATT TGA TAG AGA ACA Mutagenese des vhc-
CTT TTG ATT TCG-3' proximalen Aktivator-
elements
mut-rev 5'-CGA AAT CAA AAG TGT TCT CTA TCA Mutagenese des vhc-
AART TTT AAA GAC-3' proximalen Aktivator-
elements
mi3reverse 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3' 5'-IRD800
Sequenzierungsprimer
pac-BspH- 5'-GAC CTT TCA TGA CCG AGT ACA AGC Amplifikation des pac-Gens
fwd c-3 (N-Terminus) mit mcr-
Terminator aus Mipfgt
pac-BstE-rev 5'-AGT TCT TGC AGC TCG GTG ACC C-3'  Amplifikation des pac-Gens
(N-Terminus) mit mcr-
Terminator aus Mipfgt
Pmcr-Acc- 5'-TAG TAG TAG GTA TAC AAA AAC GCC Amplifikation des mcr-
fwd c-3 Promotors aus Mipfgt
Pmcr-Nco- 5'-ACT TTA CCA TGG GAA TCA CTC C-3'  Amplifikation des mcr-
rev Promotors aus Mipfgt
pSL-lacZ' 5'-TTG TAA AAC GAC GGC CAG TGC C-3' 5'-IRD800
Sequenzierprimer flr
Plasmide auf Basis von
pSL1180
shift-fakt53  5'-AAT AAA AAC TAA ACA TCT ATA TAA Herstellung der frc-
ACA CAT AAT TGA CTA AT-3' spezifischen DNA fiir
Gelretardationsexperimente
shift-fakt35  5'-ATT AGT CAA TTA TGT GTT TAT ATA Herstellung der frc-
GAT GTT TAG TTT TTA TT-3' spezifischen DNA fr
Gelretardationsexperimente
shift-vakt53 |5'-AAT GTC TTT AAA ATT TTC TAT ATA Herstellung der vhc-
AAC CTT TTG ATT TCG ATT-3' spezifischen DNA fiir
Gelretardationsexperimente
shift-vakt35 5'-AAT CGA AAT CAA AAG GTT TAT ATA Herstellung der vhc-
GAA AAT TTT AAA GAC ATT-3 SpeZiﬁSChen DNA fir
Gelretardationsexperimente
shift-vmut53 | 5'-AAT GTC TTT AAA ATT TGA TAG AGA

ACA CTT TTG ATT TCG ATT-3'

Herstellung der mutierten
vhc-spezifischen DNA flr
Gelretardationsexperimente
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Name Sequenz Kommentar
shift-vmut35 5'-AAT CGA AAT CAA AAG TGT TCT CTA Herstellung der mutierten
TCA ART TTT AAA GAC ATT-3 vhc-spezifischen DNA fiir
Gelretardationsexperimente
shift-us53 5'-AAT GTC TTT AAA ATT TCG CGC GCG Herstellung der unspezi-
CGC CTT TTG ATT TCG ATT-3' fischen DNA fiir Gel-
retardationsexperimente
shift-us35 5'-AAT CGA AAT CAA AAG GCG CGC GCG Herstellung der unspezi-
CGA AAT TTT AAA GAC ATT-3' fischen DNA fiir Gel-
retardationsexperimente
SMOR 5'-GGC TTT CTT GTA ACG CGC-3' Amplifikation der intergenen
Region
SM1R 5'-GAT CAA TTC CAC AGT TTT CGC G-3' Amplifikation der intergenen
Region
uida61 5'-ATG CCC ACA GGC CGT CGA G-3' 5'-IRD800

Sequenzierungsprimer fur
Konstrukte mit uidA-Gen

vhc-Mlu-rev | 5'-TTT TTT TTA CGC GTT TCA CCT CAT Amplifikation der intergenen
— ' .
TAG-3 Region
WPfrc-fwd 5'-TAT GTG AAT TCT TTA TTT TAA AAT Amplifikation des frc-
—_ Al . .
TAC-3 proximalen Teils der
intergenen Region
WPvhc-fwd |5'-RAA TAA AGA ATT CAC ATA TCA GTA Amplifikation des vhc-
—_ Al . .
AAC-3 proximalen Teils der

intergenen Region

4.6 Enzyme

Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs
(Schwalbach/Taunus) und Amersham Buchler (Braunschweig) bezogen.
T4 DNA Ligase wurde von Roche Diagnostics (Mannheim) und von New
England Biolabs bezogen.

Tag DNA Polymerase wurde von GibcoBRL Lifetechnologies (Karlsruhe)
sowie Eppendorf (Hamburg) gekauft.

Vent Polymerase, Klenow Polymerase (exo’) und T4 Polynukleotidkinase

wurden von New England Biolabs bezogen.

4.7 Membranen

Es wurden die aufgefihrten Membranen flir den Transfer von

Nukleinsauren und Proteinen benutzt:
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ProBlott PVDF-Membran, Applied Biosystems (Weiterstadt)
Nitrocellulose, Schleicher & Schuell (Dassel)

Nylonmembran Roti Nylon plus, Roth (Karlsruhe)

4.8 Chromatographie

Flr die in der Arbeit durchgefiuhrte Affinitatschromatographie wurden

folgende Materialien verwendet:

FPLC Amersham Pharmacia (Freiburg)

FPLC 650E Waters (Eschborn)
Chromatographiesaule XK 16/20 Amersham Pharmacia (Freiburg)

Chromatographiesaule Econocolumn Biorad (Mlnchen)

Heparin Sepharose CL-6B Amersham Pharmacia (Freiburg)

N-Hydroxysuccinimid aktivierte Amersham Pharmacia (Freiburg)
Sepharose 4 Fast Flow

Streptavidin Sepharose Fast Flow Amersham Pharmacia (Freiburg)

4.9 Sonstige Materialen

Spritzen und Kanulen, B. Braun (Melsungen)
Mikrotiterplatten Maxisorp F16, Nunc (Wiesbaden)
Réntgenfilm X-OMAT/AR, Kodak (Rochester, USA)

4.10 Gerite

Anaerobenzelt, Coy Laboratories (Ann Arbor, USA)

Beckmann Ultrazentrifuge, Beckmann (Minchen) und Rotor 55.2TI
Gelkammer Mini-Protean II, Bio-Rad (Mlinchen)

Hermle Kihlzentrifuge und Rotoren A 6.14 sowie A 8.24
Mikrotiterplatten-Photometer E-max, Molecular Devices (MWG, Ebersberg)
Sequencer 4000L, Licor (MWG, Ebersberg)

Thermocycler Personal Cycler, Biometra (Mlinchen)

Transfer-Apparatur Trans-Blot SD, Bio-Rad (Mlinchen)
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UV-VIS Spektrophotometer, Pharmacia (Freiburg)
UV Stratalinker 2400, Stratagene (Amsterdam)
Scintillationszahler TriCarb 1900 CA, Canberra Packard (Frankfurt)

4.11 Software

Datenanalyse Software Origin 4.1, Microcal

Bildanalyse Image] 1.19, National Institute of Health
Plasmidzeichenprogramm Plasmid Map Enhancer, Scientific & Educational
Software

PDB-File Viewer SwissPDB 3.6, Glaxo Wellcome Experimental Research
(Expasy)

VectorNTI Viewer 4.01, InforMax Inc.

4.12 Verwendete Stimme von £. coliund M. voltae

Stamm Genotyp Herkunft

E. coli DH5a deoR endA1l gyrA96 Hanahan, D. (1983)
hsdR17 recAl relAl
SupE44 thi-1 A(lacZYA-
argrFv1e9)
®80/acZAM15 F

E. coli XL1 recAl endAl gyrA96 Stratagene
thi-1 hsdR17 supE44 .
relAl lac F'[ proAB (Heidelberg)
lacl*ZAM15 Tn10 (Tet")]

M. voltae PS DSM 1537 Deutsche
Stammsammlung

(Braunschweig)

M. voltae fgt Pur” uidA* Beneke (1994)
M. voltae vgt Pur” uidA* Beneke (1994)
M. voltae WPvhc Pur” uidA* diese Arbeit
M. voltae WPfrc Pur” uidA* diese Arbeit
M. voltae WPvm Pur” uidA* diese Arbeit
M. voltae IRf Pur” uidA* diese Arbeit
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Stamm Genotyp Herkunft
M. voltae IRv Pur” uidA* diese Arbeit
M. voltae IRfmvm Pur” uidA* diese Arbeit
M. voltae IRvmfm Pur” uidA* diese Arbeit
M. voltae IRfmv Pur” uidA* diese Arbeit
M. voltae IRvmf Pur” uidA* diese Arbeit
M. voltae IRfvm Pur” uidA* diese Arbeit
M. voltae IRvfm Pur” uidA* diese Arbeit

4.13 Nahrmedien

4.13.1 Nahrmedien zur Anzucht von Escherichia coli

Soweit nicht anders vermerkt wurde zur Herstellung von Medien flr E. coli
Standard I Nahrboullion der Firma Merck (Darmstadt) verwendet. Flr
Platten wurde dem Medium 1.5 % Agar zugegeben.
Zur Herstellung kompetenter E. coli Zellen wurde GYT-Medium verwendet:
GYT Medium (Tung, W.L. und Chow K. (1995))

0.125 % (w/v) Hefeextrakt

0.25 % (w/v) Trypticase Pepton

in 10 % Glycerin
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4.13.2 Aminosauremedium fir Methanococcus voltae

2x Losung A (pro Liter)

50x Lésung B (pro Liter)
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NaCl 40 g Nitriloessigsaure (750 mg
NaCH3;COO 4.1g MnSO, - 2 H0 250 mg
MgCl; - 6 H.O 56g¢g CoCl; - 6 H,0 50 mg
KCI 0.68 g ZnS04 - 7 H.0 50 mg
NH.CI 0.5¢ NiCl - 6 H,O 45.8 mg
K;HPO, 0.35¢g CuSO, - 5 H,0 4.5 mg
CaCl;- 2 H.O 0.44 g HsBO, 5 mg
AICI; - 6 H2O 4.1 mg
NaMoO, - 2 H,O0 5 mg

Die Losungen wurden mit MilliQ-Wasser angesetzt und autoklaviert.

fir 100 ml:
Histidin-Losung (15 mg/ml) 1.5 g Histdin
Na,S-Lésung (2.5%) 2.5 g Na,S

FeCls;-Losung ( 2.7 mM)

72 mg FeCls - 6 H.O

Na.SeO;-Losung (1 mM)

27 mg Na,SeOs - 5 H,O

Die Lésungen wurden mit MilliQ-Wasser angesetzt und sterilfiltriert. Die

Histidin- und Na,S-Lésungen wurden unter Stickstoffatmosphare gelagert.

AS1 AS2 AS3 AS4
10 mg Asparagin 10 mg Alanin 10 mg Arginin 10 mg Prolin
10 mg Aspartat 10 mg Glycin 10 mg Lysin 10 mg
Phenylalanin
10 mg Glutamin 10 mg Isoleucin 10 mg Serin 10 mg Tyrosin
10 mg Glutamat 10 mg Leucin 10 mg Threonin 25 mg
Tryptophan
10 mg Valin
ad pH 7.0 ad pH 10.5

Die Aminosauregemische wurden in jeweils 10 ml MilliQ-Wasser

aufgenommen und sterilfiltriert.
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1000x Vitaminlosung (1 Liter)

Biotin 20 mg
Folat 20 mg
Pyridoxinhydrochlorid 100 mg
Thiaminhydrochlorid 50 mg
Riboflavin 50 mg
Nicotinsaure 50 mg
Liponsaure 50 mg
Panthothenat 500 mg
Vitamin B12 5mg

Die Lésung wurde in eine dunkle Flasche sterilfiltriert.

Antibiotika-Stammldsungen:

10 mg/ml Vancomycinhydrochlorid

1 mg/ml Puromycindihydrochlorid

jeweils in MilliQ-Wasser geldst und in Kulturflaschen unter N,-Atmosphare

gelagert.

Tabelle 1: Aminosduremedium (pro Liter)

500 ml 2x Lésung A je 10 ml der Aminosauregemische
AS1, AS2, AS3, AS4

20 ml 50x Lésung B 1 ml Vitaminlésung

6 ml FeCls-Lésung 1 mg Resazurin

mit MilliQ-Wasser auf 1 Liter

Das Medium wurde unter Stickstoffbegasung aufgekocht und in eine
Flasche mit 1 g Cystein und 3 g NaHCO; gefiillt. Nach verschlieBen mit
einem Septum wurde ein Gasaustausch mit einem Gemisch aus CO,/H.
(20%/80%) vorgenommen. Das Medium wurde im Anaerobenzelt in einer
N2/H2 (95%/5%) Atmosphare in Kulturflaschen abgefillt und nach
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VerschlieBen mit Septumkappen autoklaviert. Zuletzt wurde die
Gasatmosphare gegen 1.4 bar CO./H,-Gasgemisch (20%/80%)
ausgetauscht.

Vor dem Inokulieren des Mediums wurden pro 10 ml Medium zugesetzt:
100 pl Histidin-Lésung, 100 ul 2.5% Na,S-Lésung sowie 100 pul
Vancomycin-Ldsung.

Zur Anzucht mit Selen wurde dem Medium 100 ul Na,SeOs-Lésung pro
10 ml Medium (Endkonzentration 10 uM) zugegeben.

Transformanten wurden zusatzlich mit 100 ul Puromycin-Lésung je 10 ml
Medium (Endkonzentration 10 ug/ml) inokuliert.

Zur Plattierung von M. voltae wurde dem Medium 1.2% Bacto Agar (Difco)

zugesetzt.

4.14 Plasmide

Alle zur Transformation von Methanococcus voltae verwendeten Plasmide
sind Integrationsvektoren. Die homologe Rekombination in das Genom

von M. voltae erfolgt Gber den hisA'-Anteils des Vektors in das hisA-Gen.

Mipfgt: Das Plasmid wurde von Izabela Noll (1999) aus dem Plasmid
MipAlac-fgt (Beneke et al., 1995) durch Mutation eines internen Nde I
Schnittes innerhalb der intergenen Region hergestellt (Abbildung 5).

Mipvgt: Das Plasmid wurde ebenfalls von Izabela Noll (1999) aus der fgt-

Variante durch Drehen der intergenen Region erhalten (Abbildung 6).
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Hind 1l i
bla ‘ Hind 11l
Pmcr bla ‘

Sal |

Pmcr

"hisA Sal |
8.0 Sma | 8.0 Sma |
Pst |._ Mipfgt e Pst | Mipvgt
9730 bps : 9730 b :
~EcoR | ps
(Nde 1) EcoR |
‘Nde | " (Nde |
60 _ de 6.0 I(Idcéel )
hisA' Tmer idA hisA' Tmer UidA
EcoR1 Sma | EcoR | Sma |
Abbildung 5: Plasmid Mipfgt: bla Ampicillin- Abbildung 6: Plasmid Mipvgt: bla Ampicillin-

Resistenz; Tme: Terminator der Methyl-CoM-Reduktase Resistenz; Tne: Terminator der Methyl-CoM-Reduktase
aus M. voltae; uid A B-Glucuronidasegen aus E.coli; pac aus M. voltae; uidA B-Glucuronidasegen aus E.coli; pac

Puromycintransacetylase aus S. alboniger; hisA Puromycintransacetylase aus S. alboniger; hisA
Isomerase aus M. voltae; IRfrc intergene Region in fic- Isomerase aus M. voltae; IRvhe intergene Region in
Transkriptionsrichtung. vhe-Transkriptionsrichtung.

MipWPf (diese Arbeit, Abbildung 7): Das Plasmid wurde aus Mipvgt durch
Austausch der intergenen Region mit dem isolierten frc-Promotor erhalten.
Dieser isolierte Promotor besteht aus dem 212 bp groBen frc-proximalen
Teil der intergenen Region. Der Austausch erfolgte mit Hilfe der

Restriktionsendonukleasen EcoR I und Nde 1.

MipWPv (diese Arbeit, Abbildung 7): Das Plasmid wurde aus Mipvgt durch
Austausch der intergenen Region mit dem isolierten vhc-Promotor
erhalten. Dieser isolierte Promotor besteht aus dem 242 bp groBen vhc-
proximalen Teil der intergenen Region. Der Austausch erfolgte mit Hilfe

der Restriktionsendonukleasen EcoR I und Nde 1.
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HindlI[1
: Xbal

bla hisA

MipWP_ _
WP_\7 EcoRI
)?acll:;?’ 9589 bps 'Nccfg|
ma
Xbal UidA

hisA'
Tmer

(EcoRl)

Abbildung 7: Plasmidkarte der Vektoren MipWPf
und MipWPv. bla Ampicillin-Resistenz; T

Terminator der Methyl-CoM-Reduktase aus M. voltae;

uidA B-Glucuronidasegen aus E.coli; pac
Puromycintransacetylase aus S. alboniger; hisA

Isomerase aus M. voltae; WPT frc-proximale intergene

Region in frc-Transkriptionsrichtung; WPv vhc-
proximale intergene Region in vAic-Transkriptions-
richtung

PINT (diese Arbeit, Abbildung 8): Integrationsvektor fir M. voltae.
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Basierend auf pSL1180 (Brosius, 1989) wurde dieser Vektor als Ersatz flr

die bisherigen Mip-Konstrukte aufgebaut. Er enthalt eine direkte

Promotor-Genfusion des mcr-Promotors aus M. voltae mit dem pac-Gen

aus S. alboniger.
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EcoR I
\5000
hisA'
Kpn 1. Tmer 1000 bla
4000 PINT
NCO | 5351 bpS
pac
. Pmcr
Sal | 3000
MCS

BspE |l
Nde | i
Miu |
Xho | :
Hin d 1l

Abbildung 8: Plasmid pINT: bla Ampicillinresistenz;
MCS Multiple Klonierungsstelle; Pn.: Promotor der
Methyl-CoM-Reduktase aus M. voltae; Tme: Terminator

der Methyl-CoM-Reduktase aus M. voltae; pac

Puromycintransacetylase aus S. alboniger; hisA' N-

Terminus einer Isomerase aus M. voltae.

pPIRfmvm (diese Arbeit, Abbildung 9): Das Reportergen uidA aus E. coli
wurde zusammen mit der mutierten intergenen Region Uber die Schnitte
Mlu 1 und BspE I in pINT kloniert um die Auswirkungen der Mutation der
beiden Aktivatorbindestellen auf die Expression der B-Glucuronidase zu

testen. Die intergene Region ist dabei in frc Richtung an das uidA-Gen

fusioniert.

PIRvmfm (diese Arbeit, Abbildung 10): Dieses Plasmid wurde aus

pIRfmvm durch Klonierung der in beiden Aktivatorbindestellen mutierten

32

intergenen Region in vhc-Richtung Uber Xho I und Nde I vor das uidA-Gen

erhalten.
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EcoR |, EcoR |

hisA'
Kpn | g isA'
Kpn | 7000hlsA

Nco | Tmer

7000
Neo | /" Tmer
pac
Sal 1 || 6000 pIRfmvm
Pmcr 7741 bps
Tmer
5000

pac
Sal 1 || 8000 pIRvmfm

Pmcr 7708 bps

Tmer
5000

BspE |

3000 BspE |

, . 3000
uidA 4O(l)lo?fmvm uidA  IRvmfm ¢
4000

5 Hind N1 $
b Hind 1l
Miu | Xho |

BamH | ‘Nde | Nde |

BamH |

Abbildung 9: Blasmid PIRf_anH.l: Zusitzlich zu den Abbildung 10: Plasmid pIRvmfm: Die im Vektor
Komponenten in pINT enthilt dieser Vektor noch das  enthaltenen Komponenten entsprechen denen des
Gen fiir die B-Glucuronidase (uidA) aus E. coli, sowie  Plasmides pIRfmvm. Die in beiden Aktivatorboxen

die i.n bgiden Aktivato.rel.emet.lten mutierte intergene mutierte intergene Region ist in vic-Transkriptions-
Region in frc-Transkriptionsrichtung vor dem uidA- richtung an das uidA-Gen fusioniert.
Gen.

PIRf und pIRv (diese Arbeit): Die Plasmide enthalten die unmutierte
intergene Region in frc- (pIRf) und vhc-Richtung (pIRv). Sie wurden aus
pIRvmfm durch Austausch der dort vorhandenen intergenen Region mit
der entsprechenden unmutierten IR aus Mipfgt bzw. Mipvgt Uber Xho 1
und Nde I erhalten.

PIRfmv (diese Arbeit): Das Plasmid enthalt die intergene Region in frc-
Richtung vor dem uidA-Gen. Die frc-proximale Aktivatorbindestelle enthalt
Mutationen wohingegen die frc-distale Bindestelle die Wildtypsequenz hat.
Die Klonierung erfolgte in pIRvmfm durch Austausch der dortigen IR Uber
Xho I und Nde 1.

PIRvmf (diese Arbeit): Dieses Plasmid enthalt die intergene Region in
vhc-Richtung, wobei die vhc-proximale Aktivatorbindestelle mutiert und
die distale Bindestelle unmutiert sind. Die Klonierung erfolgte ebenfalls
durch Austausch der in pIRvmfm enthaltenen Sequenz tUber Xho I und
Nde 1.
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PIRfvm (diese Arbeit): Das Plasmid basiert auf pIRvmfm und wurde durch
Austausch der intergenen Region in diesem Vektor mit Hilfe der
Restriktionsendonukleasen Xho I und Nde I erhalten. Der neue Vektor
enthalt die in der frc-distalen Aktivatorbindestelle mutierte intergene

Region in frc-Transkriptionsrichtung vor dem Gen der B-Glucuronidase.

PIRvfm (diese Arbeit): Der Vektor wurde aus pIRvmfm durch Ersatz der
dort enthaltenen intergenen Region mit Hilfe der Restriktions-
endonukleasen Xho I und Nde I erhalten. Die intergene Region ist in vhc-
Transkriptionsrichtung vor das uidA-Gen kloniert und ist in der vhc-

distalen Aktivatorbindestelle mutiert.
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5 METHODEN

5.1 Isolierung von Plasmid-DNA
(Birnboim und Doly, 1979)

5.1.1 Analytische Préaparation

Tabelle 2: Lisungen fiir die Plasmidpriparation (nach Machery und Nagel, Diiren)

Puffer S1 Puffer S2 Puffer S3
50 mM Tris/HCI (pH 200 mM NaOH 2.80 M Kaliumacetat
8.0) (pH 5.1)
10 mM EDTA 1% SDS

Von einer frischen Ubernachtkultur wurde 1 ml Kulturvolumen bei

15000 UPM flr 1 min in einer Hettich Tischzentrifuge abzentrifugiert und
der Uberstand sorgféltig entfernt. Das Zellsediment wurde in 200 pl Puffer
S1 resuspendiert und mit 1 ul RNase-Lésung ( 20 mg/ml) versetzt. Nach
Zugabe von 200 ul des Puffers S2 wurde vorsichtig gemixt um eine
vollstandige Lyse der Zellen zu gewahrleisten und eine Freisetzung
genomischer DNA zu vermeiden. Zuletzt wurde der Puffer S3 hinzu-
gegeben, abermals vorsichtig gemixt und bei 15000 UPM flr 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefaB iberfiihrt und mit
600 ul Isopropanol versetzt. Nach 15 min Zentrifugation bei 4°C und
15000 UPM wurde die gefallte Plasmid DNA mit 100 ul 70% Ethanol
gewaschen und nochmals bei 4°C und 15000 UPM zentrifugiert. Die
Plasmid-DNA wurde abschlieBend in 50 ul 1 mM TRIS (pH 8.0)

aufgenommen.
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5.1.2 Praparative Plasmid-DNA Isolierung

Zur quantitativen Praparation von Plasmiden wurden Kulturen von 100 ml
bis 200 ml inokuliert und Gber Nacht bei 37°C und 150 UPM auf dem
Schittler inkubiert. Die Plasmidpraparation erfolgte entweder mit dem
Nucleobond®-Kit der Firma Macherey und Nagel (Diren) oder mit dem

Plasmid-Maxi-Kit der Firma Qiagen (Hilden).

5.2 Isolierung von genomischer DNA aus
Methanococcus voltae

Die Praparation genomischer DNA aus M. voltae erfolgte mit Hilfe des
QIAamp Tissue Kits der Firma Qiagen (Hilden). Hierzu wurden 1.5 ml einer
Kultur mit einer Zelldichte von 0.8-1.0-10° mlI! fir 5 min bei 15000 UPM in
einer Tischzentrifuge sedimentiert. Der Uberstand wurde sorgfaltig
entfernt und die Zellen durch Zugabe von 200 pl H,O lysiert. Durch
Behandlung mit 2 ul RNase (20 mg/ml) flir 5 min bei RT wurden
vorhandene RNAs entfernt. Die weitere Aufreinigung erfolgte nach

Angaben des Herstellers.

5.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Methanococcus
voltae

Zur Aufreinigung von RNA wurden alle benétigten Puffer und Losungen mit
Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem Wasser angesetzt und die
verwendeten Materialen (Pipetten, Geltrager etc.) durch Erhitzen tGber
Nacht bei 180°C RNase frei gemacht.

Zur Praparation der RNA wurde eine 10 ml Kultur von M. voltae bis in die
spate exponentielle Wachstumsphase inkubiert. Bei einer Zelldichte von
0.8-10° ml* wurde die Kultur im Ethanol-Trockeneisbad schnell gekinhlt.
Alle folgenden Arbeitsschritte wurden bei 4°C bzw. auf Eis durchgeflhrt.
Die Zellen wurden durch 15 min Zentrifugation bei 5000 UPM in einem

A8.24 Rotor mit einer Hermle Kihlzentrifuge sedimentiert und der
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Uberstand entfernt. AnschlieBend wurden sie in 1 ml RNA-Clean
resuspendiert und mit 100 pl Chloroform versetzt. Nach 15 min
Zentrifugation bei 15000 UPM in einer Hettich Tischzentrifuge wurde die
obere wassrige Phase in ein neues Reagiergefal3 tberflihrt und mit einem
Volumen Isopropanol versetzt. Durch erneute Zentrifugation bei

15000 UPM fur 15 min wurde die RNA gefallt und nach AbgieBen des
Isopropanols mit 100 ul 70% Ethanol gewaschen. Nach einer
abschlieBenden 15 min Zentrifugation bei 15000 UPM wurde die RNA im
Vakuum getrocknet und zuletzt in 60 ul DEPC-Wasser aufgenommen, dem

1 ul RNase-block (Stratagene) zugegeben wurde.

5.4 Quantifizierung von DNA und RNA

(Ausubel et al., 2000)

Die Messung der Konzentration von Nukleinsauren erfolgte in einem
UV/VIS-Spektrophotometer bei einer Wellenlange von 260 nm. Eine
Absorption von 1 entspricht hierbei 50 ung/ml doppelstrangiger DNA,

25 pug/ml einzelstrangiger DNA oder 33 ug/ml RNA.

Der Quotient aus der Extinktion bei 260 nm und der Extinktion bei 280 nm
(E260/E2s0) stellt ein MaB flr die Reinheit der Praparation dar. Fir DNA

sollte der Quotient groBer als 1.7 sein flir RNA-Praparationen 2.0.

5.5 DNA-Gelelektrophorese

(Ausubel et al., 2000)
Tabelle 3: Puffer fiir die DNA-Gelelektrophorese

10x DNA-Probenpuffer 20x TAE-Puffer (1 1)
50% Saccharose (w/v) 0.8 M TRIS (96.8 g)
1 mg/ml Bromphenolblau Essigsaure (22.1 ml)
2 mg/ml Xylencyanol FF 20 mM EDTA (7.4 g Na,EDTA - 2 H,0)

2 mg/ml Orange G
1 mM EDTA




5 Methoden 38

Zur Auftrennung von DNA auf Agarosegelen wurden Agarose-
konzentrationen zwischen 0.7% (w/v) und 2% (w/v) Agarose verwendet.
Fragmente kleiner als 150 Basenpaare wurden mittels 2% (w/v) GTG-
Agarosegelen (niedrigschmelzende Agarose) aufgetrennt.

Die Elektrophorese wurde bei 10 V/cm durchgeflihrt, bis das Orange G aus

dem Ladepuffer die untere Gelkante erreicht hat.

5.6 RNA-Gelelektrophorese

(Ausubel et al., 2000)
Tabelle 4: Puffer fiir die RNA-Gelelektrophorese

2x RNA-Probenpuffer (10 ml) 20x TAE-Puffer
1 ml 20x TAE-Puffer Der TAE-Puffer wurde wie flr die
1.5 ml Formaldehyd (37%) DNA-Elektrophorese angesetzt, es
4.1 ml Glycerin (98%) wurde jedoch DEPC-Wasser
3.4 ml Formamid verwendet.

10 mg Bromphenolblau

Die Puffer und Lésungen flr die RNA-Gelelektrophorese wurden mit DEPC-
Wasser angesetzt. Die Geltrager wurden Uber Nacht bei 160°C gebacken
und die Elektrophoresekammer flir 15 Minuten mit 10% H,O, gespult.
Nach Spulen der Kammer mit DEPC-Wasser wurde die Elektrophorese bei
8 V/cm durchgefihrt. Die Proben wurden hierzu 5 min auf 95°C erhitzt
und auf Eis gestellt. 15 ul der Probe wurden mit 15 ul Probenpuffer
versetzt und fir die Elektrophorese eingesetzt. Als Marker diente der RNA

Leitermarker 'Broad Range' der Firma MBI Fermentas (Freiburg).
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5.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)
(Saiki et al., 1988)

Die Polymerasekettenreaktion wurde in Ansatzen von 25 ul durchgefihrt.
Es wurde Tag-DNA-Polymerase der Firma Lifetechnologies (Karlsruhe)
oder Vent-DNA-Polymerase der Firma NEB Biolabs (Schwalbach/Taunus)

eingesetzt.

Die Reaktion setzten sich wie folgt zusammen:
1 ul dNTPs (Endkonzentration 1 mM pro Nukleotid)
2 ul MgCl, (Endkonzentration 4 mM)
1-2 U der Polymerase
1-100 fmol der Template-DNA
MilliQ-Wasser ad 25 pl.

Die Polymerase wurde erst nach Erhitzen der Reaktion auf 95°C in einem
Biometra Personal Cycler zum Ansatz hinzupipettiert.

Die Berechnung der Anlagerungstemperatur der eingesetzten Primer
erfolgte nach der Formel T»=69.34+0.41.(%GC)-650/Loig, L=Lange des
Desoxyribonukleotids in Nukleotiden (Britten und Davidson, 1985;
Anderson und Young, 1985). Fir die Programmierung des Temperatur-

profils wurden auf die Schmelztemperatur T,, noch 3°C addiert.

5.8 Ortsgerichtete Mutagenese durch Fusions-PCR
(Horton et al., 1993)

Die EinfUhrung von Mutationen erfolgte durch die Erzeugung zweier
unabhangiger PCR Produkte, die am 3'- bzw. 5'-Ende eine komplementare
Sequenz haben, welche die gewlinschten Mutationen enthalt. In einer

zweiten PCR erfolgte dann die Fusion der beiden Fragmente mit Hilfe der
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auBeren Primer (Abbildung 11). Der erste Schritt wurde mit
Tag-Polymerase durchgefiihrt, wohingegen in der zweiten PCR ein proof-

reading Enzym, meist Vent-Polymerase, eingesetzt wurde.

> e
< <
> v

v

Abbildung 11: Prinzip der Fusions-PCR: Im ersten Schritt werden zwei Fragmente
erzeugt, die an ihren Enden eine komplementére Sequenz mit den gewiinschten
Mutationen enthaltenen. Im zweiten Schritt werden die Fragmente mit Hilfe der
dusseren Primer fusioniert.

5.9 Radioaktive Markierung von DNA

(Feinberg und Vogelstein, 1983; Feinberg und Vogelstein, 1984; Ausubel
et al., 2000)

5.9.1 Zufallsmarkierung von DNA:

20 ng der zu markierenden DNA wurden zur Denaturierung in 10 pl
Wasser 10 Minuten bei 95°C erhitzt und auf Eis gestellt. AnschlieBend
wurden 2 ul Hexanukleotidmix (Roche Diagnostics) sowie 3 ul einer 10 mM
Lésung der Nukleotide dCTP, dGTP und dTTP hinzugegeben. Dieser Mix
wurde mit Wasser auf 17 pl aufgefullt und nach Zugabe von 2 pl 32P
markiertem a-dATP mit 1 ul (2 U) Klenow-Polymerase versetzt und flr 1
Stunde bei 37°C inkubiert.

5.9.2 5'-Markierung von DNA:

Die flr die Gelretardationsexperimente benétigten doppelstrangigen
Oligodesoxyribonukleotide wurden mit T4 Polynukleotidkinase am 5'-Ende
radioaktiv markiert. Zur Markierung wurde eine Verdinnung von

20 pmol/ul der DNA hergestellt.
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Die Markierungsreaktion setzt sich wie folgt zusammen:
20 pmol des Doppelstrangoligodesoxyribonukleotids (1 ul)
2 ul T4 Polynukleotidkinase 10x Puffer
14 ul Wasser
2 ul *?P y-dATP
1 ul T4 Polynukleotidkinase (5 U)

Der Reaktionsansatz wurde fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert.

5.9.3 Aufreinigung *’P-markierter DNA

Die Aufreinigung der markierten DNA erfolgte Uber MoBiTec
S200-Schleudersaulen. Hierzu wurden die Saulen nach Herstellerangaben
bei 3000 UPM in einer Hereaus Tischzentrifuge gepackt. Der
Reaktionsansatz wurde mit Wasser auf 100 ul aufgeflllt und auf die
Saulen aufgetragen. Nach 2 min Zentrifugation bei 3000 UPM in einer

Hereaus Tischzentrifuge wurde der DurchfluB bei —20°C gelagert.

5.10 Alkalischer Transfer von RNA
(Chomczynski, 1992)

Der alkalische Transfer von RNA aus Agarosegelen erfolgte nach der
Methode von Chomczynski. Nach der Elektrophorese wurde das Gel fir

5 min in Transferlésung (3 M NaCl; 8 mM NaOH in Wasser) geschwenkt.
Der anschlieBende Transfer erfolgte Gber einen Zeitraum von 1.5 Stunden.
Die Membran wurde nach Abschluss des Transfers flir zweimal je 2 min im
UV Stratalinker mit UV Licht behandelt um die RNA an die Membran zu
koppeln.
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5.11 Methylenblau-Firbung von RNA

(Ausubel et al., 2000)

Zur Uberpriifung der Transfereffizienz wurde die Nylonmembran nach der
UV-Behandlung fur 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 5% Essigsaure
und anschlieBend fiir 10 Minuten mit Methylenblau-Farbelésung (0.5 M
Natriumacetat pH 5.2; 0.04% Methylenblau (w/v) in Wasser)

behandelt. Die gefarbte Membran wurde nun solange mit Wasser gesplilt,
bis die Banden des Markers und der 16S bzw. 23S rRNA sichtbar wurden.

5.12 DNA-RNA-Hybridisierung

(Chomczynski, 1992; Ausubel et al., 2000)
Tabelle 5: Puffer fiir die Northern-Hybridisierung

Hybridisierungspuffer Waschpuffer
0.5 M NaH.PO, (pH 7.2) 0.1 M NaH.PO, (pH 7.2)
7% SDS 1% SDS

Die Hybridisierung erfolgte mit 50 pl einer *?P-markierten DNA-Sonde bei
65°C in 20 ml Hybridisierungspuffer iber Nacht. Die Sonde wurde vorher
durch 10 min Erhitzen auf 95°C und anschlieBendem Abkuhlen auf Eis
denaturiert. Die Membran wurde nach Abschluss der Hybridisierung

zweimal flr 15 Minuten mit 20 ml Waschpuffer bei 65°C gewaschen.

5.13 Sequenzierung von DNA

(Sanger et. al., 1977)

Die Sequenzierung von DNA erfolgte auf einem Licor DNA 4000L
Sequencer. Fur die Sequenzreaktionen wurde das Thermosequenase Kit
der Firma Amersham (Braunschweig) und IRD800-markierte
Oligonukleotidprimer der Firma MWG (Ebersberg) benutzt. Hierzu wurden

0.5 ug DNA pro Kilobasenpaaren des zu sequenzierenden Fragments mit
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2 pmol des Sequenzierprimers gemischt und mit Wasser auf 13 pul
aufgeflllt, jeweils 3 pul dieser Mischung wurden zu 1 ul der Reaktions-
mixturen A, C, G und T gegeben.

Die Sequenzreaktionen wurden in einem Biometra Personal Cycler mit
dem folgen Programm durchgeflhrt:

1) 95°C, 2 min

2) 95°C, 20 s

3) Tan, 20 s (Tan=Anlagerungstemperatur des Sequenzierprimers)

4) 70°C, 30 s, zurlick zu 2), 29 mal

5) 95°C, 20 s

6) 70°C, 30 s, zuriuck zu 5), 14 mal

Nach dem Ende des Programms wurden jeweils 3 ul Stopplésung zu den
Einzelreaktionen gegeben und anschlieBend 1-1.5 ul der Reaktion auf ein

6% denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen.

5.14 Herstellung elektrokompetenter E£. coli Zellen
(Hanahan et al. 1991; Tung und Chow, 1995; Hengen, 1996)

400 ml Standard I Medium wurden mit 0.4 ml einer frischen Ubernacht-
kultur von E. coli angeimpft und Uber Nacht bei Raumtemperatur auf dem
Schittler bei 150 UPM inkubiert. Bei einer optischen Dichte von ODgw=0.7
wurden die Zellen bei 4°C und 4000 UPM in einer Hermle Kihlzentrifuge
mit dem Rotor A6.14 sedimentiert und das Medium entfernt.

Die Zellen wurden in 200 ml eiskaltem 10 % Glycerin aufgenommen und
abermals wie oben abzentrifugiert. Die Zellen wurden erneut in 100 ml
eiskaltem 10% Glycerin resuspendiert und nochmals bei 4°C und

4000 UPM abzentrifugiert.

Zuletzt wurden sie in 2 ml eiskaltem GYT-Medium aufgenommen und in
Aliquots von 100 ul in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert.
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5.15 Transformation von E. coli mit Plasmid DNA
(Hanahan et al., 1991; Tung und Chow, 1995; Hengen, 1996)

50 ul elektrokompetenter Zellen wurden auf Eis mit 1-2 ul des Ligations-
ansatzes gemischt und in die vorgeklhlten Elektroporationskivetten, mit
einem Elektrodenabstand von 2 mm, gegeben. Die Elektrotransformation
erfolgte bei 2.5 kV, 200 Ohm und 25 pF mit einem Genepulser von Biorad.
Die Zeitkonstante betrug in der Regel zwischen 3.8 ms und 4.6 ms.

Der Transformationsansatz wurde mit 700 ul StdI-Medium versetzt und

30 min bei 37°C und 150 UPM auf dem Schduttler inkubiert. AnschlieBend
wurden 50-250 ul des Ansatzes auf Standard I-Platten mit 100 pg/mi
Ampicillin ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

5.16 Kultivierung von Methanococcus voltae
(Whitman et al., 1982; Leheste, 1996)

Methanococcus voltae wurde strikt anaerob kultiviert (Robb et al., 1995).
Sowohl zur Kultivierung des Wildtyps als auch zur Anzucht der
Transformanten wurde Aminosduremedium verwendet. Alle Stamme
wurden zur Vermeidung von Kontaminationen durch Chlostridien mit

0.1 mg/ml Vancomycin inokuliert. Transformanten wurden zusatzlich
hierzu mit 10 pug/ml Puromycin selektiert.

Fur die Transformation wurde der Wildtyp ohne Selenit im Medium in der
exponentiellen Phase (ODgoo 0.4-0.6) geerntet.

Transformanten wurden bis in die spate exponentielle Wachstumsphase
kultiviert (ODesoo 0.6-0.8) und anschlieBend in Reportergentests eingesetzt.
Zur Untersuchung der Selenabhangigkeit wurden Zellen aus Selenmangel-
Medium in Medium mit Selenit inokuliert. Das Minimum der
Reportergenexpression wurde dabei nach 5 Passagen mit einem jeweiligen

Inokulum von 100 pul auf 10 ml erreicht.



5 Methoden 45

Zur Plattierung wurde dem Medium 1.2 % Difco Bacto Agar (BD
Biosciences) zugegeben und die Platten in einem Anaerobenzelt in einer
N>/CO2/H; (75%/20%/5%) Atmosphare gegossen. Nach der Plattierung
wurden die Kulturplatten in einem Anaerobentopf aus dem Zelt aus-
geschleust und mit 1.4 bar einer CO,/H; (20%/80%) Atmosphare ver-
sehen. Nach Zugabe von 30 ml H,S wurde der Anaerobentopf bei 37°C
inkubiert und das Wachstum anhand des Druckabfalls im Anaerobentopf

kontrolliert.

5.17 Transformation von Methanococcus voltae
(Metcalf et al., 1997; Zuidam und Barenholz, 1997)

Die Transfektion von Eukaryotenzellen mittels liposomaler DNA-Komplexe
ist eine bekannte und weit verbreitete Methode. Metcalf et al. (1997)
haben diese Technik mit dem Lipid DOTAP erfolgreich auf Methanosarcina
mazei Ubertragen. Die Adaption dieser Methode auf Methanococcus voltae
wurde von Izabela Noll (1999) durchgeflhrt.

Die Lipidmoleklile verpacken hierbei die Plasmid DNA in membrangangige
Micellen. Ergebnisse von Zuidam und Barenholz (1997) zeigen jedoch, daB
DNA-DOTAP-Komplexe nicht dauerhaft stabil sind und die Plasmid-DNA
nicht optimal verpackt wird. Ihre Studien zeigen weiterhin, daB der Zusatz
eines Helferlipids (DOPE) die Stabilitat, sowie die Qualitat der Verpackung
deutlich steigern. Die optimalen Verhaltnisse liegen hierbei bei
DOTAP:DOPE:DNA von 1:1:1 (w/w/w).

Benotigte Puffer und Losungen:

HEPES-Puffer pH 7.0 wurde mit Resazurin als Redoxindikator versetzt und
in Septumflaschen unter Mischgasatmosphare mit H.S reduziert.
AnschlieBend wurde der Rest H,S im Mischgasstrom (CO,/H,, 80%/20%)
ausgetrieben.

Eine isoosmolare 0.68 M Saccharoselésung in HEPES-Puffer (pH 7.0)

wurde ebenfalls mit Resazurin versetzt und ebenso reduziert.
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Alle folgenden Arbeiten wurden im Anaerobenzelt unter

Mischgasatmosphare durchgefiihrt.

Zur Transfektion von M. voltae wurde eine frische Ubernachtkultur mit
einer ODggo von 0.4-0.6 benutzt. 2.5 ug Plasmid DNA wurden lyophilisiert
und im Anaerobenzelt in 22.5 ul HEPES-Puffer aufgenommen.
AnschlieBend wurden in einem frischen anaeroben PlastikgefaBB 2.5 ul des
ESCORT™-Transfektionsreagenz zur resuspendierten DNA gegeben und
gut durchmischt. Die Mischung wurde ca. 10 min bei RT inkubiert. in
Abhangigkeit der optischer Dichte der Zellen wurden zwischen 1 ml und
0.5 ml der Ubernachtkultur abzentrifugiert und der Zellniederschlag in 0.5
ml Saccharoselésung aufgenommen. Die Zellsuspension wurde dann mit
der DOTAP/DOPE/DNA-Komplexldsung versetzt und gut durchmischt.

Der Transfektionsansatz wurde fur 1.5 Stunden bei RT inkubiert und
anschlieBend in Aminosauremedium ohne Selektionsdruck gegeben. Die
Kultur wurde dann tGber Nacht bei 37°C bei 130 RPM auf dem Schiuttler
inkubiert. Aminosauremedium mit Puromycin wurde mit 1 ml dieser
Ubernachtkultur inokuliert und ebenfalls bei 37°C und 130 RPM auf dem
Schuttler inkubiert.

Transformierte Kulturen waren in der Regel nach 3-4 Tagen angewachsen
und wurden auf Puromycin-haltigen Aminosauremedium-Agarplatten zur
Vereinzelung der Klone ausgestrichen. Nach 1-2 Wochen Inkubation bei
37°C im Anaerobentopf wurden Einzelklone in Flissigmedium mit

Puromycin angeimpft.



5 Methoden 47

5.18 Herstellung von Proteinextrakt aus M. voltae

Tabelle 6: Puffer zur Herstellung von Zellextrakt aus M. voltae

Lyse Puffer 100 mi
20 mM HEPES (pH 7.0) 10 ml einer 200 mM L&sung
1% Glycerin 1 g 98%iges Glycerin
5 mM EDTA 1 ml einer 0.5 M Ldsung
0.5 mM DTT 1 ml einer 50 mM Lésung
Leupeptin 10 pl einer Lésung von 10 mg/ml
Pefabloc 100 pl einer Lésung von 1 mg/ml
Pepstatin A 100 pl einer ethanolischen Lésung
von 1 mg/ml

2-20 g tiefgefrorener Methanococcus voltae Zellen wurden in 10-100 ml
Lysepuffer fir 30 Minuten bei RT unter heftigem Rihren lysiert.

Der Extrakt wurde bei 14000 UPM und 4°C in einer Kihlzentrifuge mit
dem Rotor A8.24 von den Zelltrimmern befreit und der so erhaltene
Uberstand tiber Nacht bei 45000 UPM in einem 55.2 Ti Rotor in der
Ultrazentrifuge von einem Teil der genomischen DNA befreit.

Der Rickstand der Ultrazentrifugation wurde in 10 ml eines Puffer aus

20 mM HEPES (pH 7.0) und 2 M NaCl aufgenommen um Proteine die noch
mit der DNA assoziiert sind zu entfernen. Nach erneuter Ultra-
zentrifugation tiber Nacht bei 45000 UPM wurde der Uberstand mit dem
Rest des Proteinextraktes vereinigt und tGber Nacht in einem Dialyse-
schlauch gegen 20 mM HEPES (pH 7.0) dialysiert. Zur Reduktion des
Auftragsvolumens wurde der Proteinextrakt mit Hilfe einer RUhrzelle tber
eine Membran mit 10 kD AusschluBgroBe ankonzentriert. Das Konzentrat
wurde mit Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 10% versehen, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —-80°C gelagert.

Flr die anaerobe Reinigung wurde das Zelllysat mit anaerobem Lysepuffer
im Anaerobenzelt hergestellt und direkt bei 45000 UPM in einem 55.2 Ti
Rotor in einer Beckmann Ultrazentrifuge von den Zelltrimmern und der

genomischen DNA befreit. Der Uberstand wurde mit anaerobem Glycerin
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bis zu einer Konzentration von 10% versetzt und bei -80°C unter
Mischgasatmosphare (CO,/H. 80%/20%) in einer Septumflasche gelagert.
Die Ruckstand der Ultrazentrifugation wurde in 10 ml eines anaeroben
Puffers mit 1 M NaCl in 20 mM HEPES pH 7.0 aufgenommen und abermals
bei 45000 UPM uber Nacht zentrifugiert. Die anschlieBende Dialyse
erfolgte flr 6 h gegen 20 mM HEPES pH 7.0 im Anaerobenzelt. Zuletzt
wurde Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 10% zugegeben und der

Extrakt ebenfalls bei -80°C gelagert.

5.19 Proteinbestimmung
(Bradford, 1976; Brogdon und Dickinson, 1983; Ausubel et al., 2000)

Die Proteinbestimmung wurde nach Bradford in Mikrotiterplatten wie folgt
durchgeflhrt:

Zu 60 ul Bradfordreagenz (Biorad) wurden 140 ul Wasser gegeben sowie
100 pl der zu bestimmenden Probe. Als Eichgerade wurde eine
Verdlinnungsreihe zwischen 1 ug und 8 pug von BSA in 100 ul Wasser
verwendet.

Proteinkonzentrationen von Fraktionen aus der Affinitatschromatographie
wurden photometrisch bestimmt. Bei Konzentrationen ab 20 ug/ml wurde
die Absorption bei 280 nm zur Messung verwendet. Eine Lésung von

1 mg/ml hat hierbei ungefahr eine Absorption von 1. Bei Konzentrationen
im Bereich zwischen 1 ug und 20 pg wurde die Absorption bei 205 nm
verwendet. Da hier die Peptidbindung absorbiert kénnen sehr kleine
Mengen gemessen werden. Eine Absorption von 3 entspricht hierbei einer

Konzentration von 1 mg/ml Protein.
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5.20 B-Glucuronidase-Enzymtests

(abgewandelt nach der Vorschrift von Boehringer Mannheim)

5.20.1 Bestimmung des molaren Extinktions-
koeffizienten von p-Nitrophenol

Der urspringliche Reportergentest wurde nach dem stopped-flow Prinzip
durchgeflhrt, d.h. ein Teil der Enzymreaktion wurde enthommen und die
Reaktion durch Zugabe einer Lésung von 1 M Na,COs (pH 11) abgestoppt.
AnschlieBend erfolgte die Messung der Absorption bei 405 nm. Zur
Bestimmung der Volumenaktivitat der Reportergenkonstrukte in einer
kontinuierlichen Messung bei pH 7.0 und 25°C war es deshalb nétig den

molaren Extinktionskoeffizienten von p-Nitrophenol zu bestimmen.

OH o Q
-

NN N N|
7 N ) N - -~
07 o 0™ ™o O o
pH 7.0 pH 11.0

Abbildung 12: p-Nitrophenol bei neutralem und bei basischem pH.
Durch die Deprotonierung der Hydroxylgruppe vergroBert sich das
delokalisierte Elektronensystem und dadurch die Absorptions-
charakteristik

Aus der Gleichung fiir die Extinktion A E,s=e¢-d-[ p—Nitrophenol| ergibt sich

der Extinktionskoeffizient ¢ _ 1 A L
‘% d | p—Nitrophenol |

Ausgehend von einer 10.1 mM Stammldsung von p-Nitrophenol wurde
eine Verdinnung von 1:40 angesetzt. Aus dieser wurde eine
Verdlinnungsreihe aus 7 unabhangigen Verdinnungen zwischen

0.015 pmol/ml und 0.12 umol/ml p-Nitrophenol in Gluctestpuffer
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hergestellt. Die Messung der konzentrationsabhangigen Extinktions-
anderung erfolgte in einem Gesamtvolumen von 330 pl mit einem
Lichtweg d durch die Probe von 0.9 cm bei 25°C:

1,4 4
1,2 -
1,0 -
508
S m  abs1
L 0,6 [ ] abs2
mean
Linear Fit of DATA1_ABS1
0,4 4 Linear Fit of DATA1_ABS2
Linear Fit of DATA1_MEAN
0,2
0,0 o= T T T T T T T T T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

[p-Nitrophenol] in pmol*ml”

Abbildung 13: Auswertung der konzentrationsabhingigen Extinktionsverinderung von
p-Nitrophenol bei 25°C und pH 7.0. abs1 und abs2: Messpunkte der zwei unabhangigen
Messungen; mean: Arithmetisches Mittel der beiden Messungen.

Die flr die Ausgleichsgeraden ermittelten Werte sind in der folgenden

Tabelle aufgelistet:

Tabelle 7: Konzentrationsabhiinge Anderung der Extinktion von p-Nitrophenol. Die Werte wurden mit dem

Programm Origin 4.1 anhand der Ausgleichsgeraden durch die Messwerte ermittelt.

Messung AE s in ml-umol* Standardabweichung
| p— Nitrophenol |
absl 10.61161+0.12788 0.01385
abs2 10.83243+0.14638 0.01585
mean 10.72202+0.11235 0.01217

Zur Berechnung von &40s wurde aufgrund des geringsten Fehlers der
Mittelwert beider Messungen herangezogen.

Damit ergibt sich der molare Extinktionskoeffizient von p-Nitrophenol bei
25°C und pH 7.0 zu:
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" umol ml und damit die Reaktionskonstante
05T 09em umol-cm
/
19— .0.015ml-0.9cm "
umol-cm

5.20.2 Messung von p-Glucuronidaseaktivitat in Mikro-

titerplatten
Tabelle 8: Puffer fiir die Durchfiihrung von Reportergentests

Phosphatpuffer Gluctest-Puffer npNPG-Lésung

A B
0.5M 0.5 M NaH.PO4+H,O 4 mlI0.5M 25 mM pNPG
K;HPO4:3 H,0 Phosphatpuffer
pH 7.0

11.4 gin 6.9 gin 100 ml H,O 0.7 ml 7.9gin 1 mlH,O

100 ml H.O

B—Mercaptoethanol

Puffer A mit Puffer B auf pH 7.0

einstellen

ad 100 ml mit H.O

Die Reportergentests wurden in 96-Loch Mikrotiterplatten durchgefuhrt.

Hierzu wurde 1 ml einer exponentiell wachsenden Kultur von M. voltae bei

einer ODegoo Von 0.6-0.8 abzentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 1 ml

Gluctest-Puffer aufgenommen und fur 5 Minuten geschittelt. Nach

vollstandiger Lyse der Zellen wurde der Proteinextrakt zur Entfernung von

Zelltrimmern 5 min bei 15000 UPM in einer Hettich Tischzentrifuge

zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf Eis in ein neues Reagiergefaf

Uberflhrt und jeweils 2 Verdlinnungen von 1:5 und 1:10 in Gluctest-Puffer

angesetzt.
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Flr den Test wurden pro Probe 300 ul Gluctest-Puffer und 15 ul pNPG-

Lésung mit 15 ul der Probe versetzt. Die Messung erfolgte kontinuierlich

Uber den Zeitraum von einer Stunde in 10 Minuten Abstanden in einem

Mikrotiterplatten Photometer (Molecular Devices) bei 405 nm und

Raumtemperatur (25°C).

Die Berechnung der Volumenaktivitat erfolgte mittels folgender Gleichung:

e

Gesamt

_AE405

6405 ’ VProbe ’ l

= 2.05

umol AE
ml t

Viesamt: Gesamtvolumen der Reaktion (330 pul);

gq0s: Molarer Extinktionskoeffizient von p-Nitrophenol;

Verobe: VOlumen der Probe (15 pul),

I: Lichtweg durch den Reaktionsansatz (0.9 cm),
E40s: Extinktion bei 405 nm,

t: Zeit.

Die zeitabhangige Extinktionsveranderung wurde Uber alle gemessen

Zeitpunkte mit dem Programm Origin 4.1 von Microcal berechnet.

5.21 Proteingelelektrophorese

(Laemmli, 1970)

Tabelle 9: Puffer fiir die denaturierende SDS-PAGE

4x Sammelgel- Trenngelpuffer 10x SDS- 2x
puffer Laufpuffer Probenpuffer

500 mM Tris/HCI, 1.5 M Tris/HCI, 250 mM Tris 62.5 mM

pH 6.8 pH 8.8 Tris/HCI, pH 6.8

0.4% (w/v) SDS 0.4% (w/v) SDS 1.92 M Glycin 10% (v/v)

Glycerin

1% (w/v) SDS

10% (w/v) DTT
2% (w/v) SDS
0.8%(w/v)

Bromphenolblau
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Es wurden durchgangig 12% Polyacrylamidgele verwendet. Die Proteine
wurde zur sanften Denaturierung 15 min bei RT mit dem Probenpuffer
inkubiert und anschlieBend auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte bei 15 V/cm in einer Biorad Mini-Protean II Gelkammer. Als
Marker wurde vorgefarbter ProteingréoBenstandard 'Broad Range' von

Newengland Biolabs verwendet.

5.22 Farbung von Proteingelen
(Righetti und Drysdale, 1974; Hunkapiller et al., 1983; Blum et al., 1987)

Die Visualisierung von Proteinen in Polyacrylamidgelen wurde bei
ausreichender Konzentration der Proteine im Gel mit Coomassie
Brilliantblau oder bei niedrigen Proteinkonzentrationen mittels

Silberfarbung durchgefihrt.

5.22.1 Proteingelfarbung mit Coomassie Brilliantblau

Tabelle 10: Losungen zur Coomassie-Firbung von Proteingelen

Coomassie-Farbelosung Proteingel-Entfarber
0.05% (w/v) 7% (v/v) Eisessig
Coomassie Brilliant Blue R-250
0.8% (w/v) CuSO,x 5 H,0O 12 (v/v) Isopropanol
10% (v/v) Eisessig 0,5% (w/v) CuSO, - 5H,0

25% (v/v) Isopropanol

Die Gele wurden flr 30 min in Coomassie-Farbelésung geschittelt und
anschlieBend mit Entfarber solange gewaschen bis die gewinschte

Farbung eintrat (mindestens 1 Stunde).

5.22.2 Silberfdrbung von Proteingelen

Tabelle 11: Losungen fiir die Silberfirbung von Proteingelen - Teil A
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Fixierer (1 1) Entwickler (1 1)
500 ml 96% Ethanol 60 g Na,COs
120 ml Eisessig 250 pul Formaldehyd (37%)
0.5 ml Formaldehyd (37%) 20 ml Pretreat-L6sung
ad 1 | mit Wasser ad 1 | mit Wasser

Tabelle 12: Losungen fiir die Silberfirbung von Proteingelen - Teil B

Thiosulfat-Losung Silber-Féarbelosung Stopplosung (1 1)
(11) (11)
0.2 g Na;S;05:5 H,0 2 g AgNOs; 50 g Glycin
750 pl Formaldehyd
(37%)

jeweils ad 1 | mit Wasser

Das Polyacrylamidgel wurde fiir 1 Stunde in 40 ml Fixierer geschittelt und
anschlieBend dreimal flr 10 Minuten mit 50% Ethanol gewaschen. Nach
einer 1 min Behandlung mit Thiosulfat-L6sung wurde erneut dreimal flr
jeweils 20 s mit Wasser gewaschen und das Gel dann flr 20 min in 40 ml
Silber-Farbelésung geschuttelt. Nach erneutem Waschen fir zweimal 20 s
mit Wasser wurde das Gel mit Entwicklerldsung solange geschttelt bis
der gewlnschte Farbungsgrad erreicht war. Die Entwicklung wurde dann
durch zweimaliges Waschen fir 1 min mit Wasser und schutteln in 40 ml
Stopplésung gestoppt. Zuletzt wurde ein letztes Mal fir 3 mal 5 min mit

Wasser gewaschen.
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5.23 Western blot

(Choli et al., 1989)
Tabelle 13: Puffer fiir den halbtrockenen Proteintransfer auf PVDF-Membran

PDVF-Transferpuffer 10x TBS
(Tris-buffered Saline)
25 mM TRIS/HCI pH 8.4 200 mM TRIS/HCI pH 7.6
192 mM Glycin 1.37 M NaCl

20% (v/v) Methanol

TBS-T: 100 ml 10x TBS, 1 ml Tween-20 ad 1 I.

Flr den Transfer der Proteine aus einem SDS-Polyacrylamidgel wurde eine
Elektroblotapparatur der Firma Biorad benutzt. Hierzu wurde eine PVDF-
Membran die mit Methanol angefeuchtet wurde auf vier Lagen mit PVDF-
Blotpuffer durchfeuchtetes Whatman-Papier gelegt. Das Trenngel wurde
vom Sammelgel getrennt und nach Spulen in PVDF-Blotpuffer auf die
Membran gelegt und mit nochmals vier Lagen feuchten Whatman-Papiers
abgedeckt. Zur Entfernung etwaiger Luftblasen wurde der Blotaufbau mit
einem Reagenzglas vorsichtig angepresst.

Der Transfer wurde fur 1-1 %2 Stunden bei 10 mA/cm? durchgefihrt.
AnschlieBend erfolgte die Detektion mit Hilfe des ECL-Kits der Firma
Amersham.

Hierzu wurde die Membran Uber Nacht in TBS-T-Puffer mit 5% fettfreiem
Milchpulver abgesattigt und anschlieBend dreimal fir 10 min mit TBS-T-
Puffer gewaschen. Der primare Antikérper wurde 1:2000 in TBS-T (10 ul
in 20 ml) verdlinnt und die Membran flr eine Stunde mit dieser
Verdinnung unter schitteln inkubiert. Nach erneutem dreimaligen
Waschen der Membran flr jeweils 10 min mit TBS-T wurde der im Kit
enthaltene, an Peroxidase gekoppelte sekundare Antikdrper in einer

1:2000 Verdinnung in TBS-T auf die Membran gegeben und zusammen
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flr eine Stunde unter schutteln inkubiert. Nach einem letzten
Waschvorgang flr dreimal je 10 min mit TBS-T wurde die Membran fur

1 min mit 10 ml einer 1:1 Mischung der Detektionslésungen behandelt.
Nach Entfernen der Uberschlissigen Lésung erfolgte die Detektion mit Hilfe
von Rontgenfilmen. Die Expositionszeiten wurden ausgehend von einer
Minute solange verlangert bis eine ausreichende Schwarzung des Films

entstanden war.

5.24 Affinititschromatographie

5.24.1 Heparinsepharose-Affinitdtschromatographie
(Farooqui, 1980)

Die partielle Reinigung eines Proteinrohextraktes von M. voltae wurde mit
Heparinsepharose-Saulen durchgeflihrt. Heparin ist ein Polyanion und
fungiert hierbei als DNA-Analogon. DNA-bindende Proteine binden
unspezifisch an Heparin und kénnen je nach ihrer Affinitat zum
Saulenmaterial Uber einen Salz- oder Heparingradienten eluiert werden.
Die Reinigung erfolgte fiir die Vorversuche mit kleinen Extraktvolumina
(bis 10 ml, Extrakt aus 2 g Zellen) mit einer Econocolumn von Biorad. Fir
groBe Volumina (bis 100 ml, Extrakt aus 15-20 g Zellen) wurde eine
XK16/20 FPLC-Saule von Pharmacia und eine FPLC (Waters oder
Pharmacia) verwendet. Als Saulenmaterial flr beide Saulen wurde
Heparinsepharose CL6B von Pharmacia mit 2 mg/ml Heparin verwendet.
Flr die Herstellung der Saulen wurde das trockene Saulenmaterial in

20 mM HEPES (pH 7.0) und 20 mM NaCl gequollen und mit 10 Volumen
dieses Puffers gewaschen. Die Saule wurde mit 2 ml/min (Econocolumn)
bzw. 3 ml/min (FPLC) gepackt.
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Reinigung per SchwerkraftfluB (Econocolumn):

Der Extrakt wurde mit einer FluBrate von 1 ml/min auf ein Saulenvolumen
von 10 ml Heparinsepharose aufgetragen. AnschlieBend wurde die Saule
mit 10 Saulenvolumina eines Puffers aus 20 mM HEPES pH 7.0 und 20 mM
NaCl gespiilt. Die Elution von gebundenen Proteinen erfolgte mit Hilfe
eines Stufengradienten von 100 mM NaCl, 200 mM NaCl, 300 mM NacCl
und 1 M NaCl in 20 mM HEPES pH 7.0 flr jeweils 5 Saulenvolumina.

Reinigung an der FPLC:
Tabelle 14: Puffer fiir die Reinigung an der FPLC mit Heparinsepharose CL-6B Fast Flow

Puffer HepA Puffer HepB
20 mM HEPES (pH 7.0) 20 mM HEPES (pH 7.0)
2 M NacCl
5 mM EDTA 5 mM EDTA

Leupeptin, Pefabloc, Pepstatin A Leupeptin, Pefabloc, Pepstatin A
Endkonzentration 10 pg/ml Endkonzentration 10 pg/ml

Zur Reinigung an der FPLC wurde der Zellextrakt mit einer FluBrate von
1.0 ml/min auf die Saule aufgetragen. AnschlieBend wurde mit 10
Saulenvolumen des Puffers HepB (20 mM HEPES, 5 mM EDTA) gewaschen.
Die Elution der gebunden Proteine erfolgte mit einem Salzstufengradienten
von 200 mM NaCl, 400 mM NacCl, 1 M NaCl in 20 mM HEPES pH 7.0 fur
jeweils 6 Saulenvolumen. Die noch auf der Saule verbliebenen Proteine
wurden mit 10 Saulenvolumen des Puffers HepA eluiert.

Alle Reinigungsschritte nach dem Auftragen erfolgten mit einer FluBrate

von 2.0 ml/min
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5.24.2 Sequenzspezifische DNA-Affinitats-
chromatographie

(Kadonaga, 1991; Goss und Bard, 1990)

5.24.2.1 Kopplung von DNA an NHS-Sepharose (Nach Herstellerangaben)
Tabelle 15: Puffer fiir die Kopplung primiirer Amine an NHS-Sepharose

Kopplungspuffer Deaktivierungspuffer
A B
0.1 M HEPES pH 8.0 0.5 M Ethanolamin 0.1 M NaCHsCOO
pH 8.3 pH 4.0
0.5 M NacCl 0.5 M NacCl 0.5 M NacCl

Zur Kopplung von DNA an Sepharose wurde N-Hydroxysuccinimid-
aktivierte Sepharose von Pharmacia verwendet. Die zu koppelnde DNA
wurde aus zwei einzelstrangigen Primern durch Aneinanderlagerung der
beiden Einzelstrange erhalten. Um die Kopplung zu ermdéglichen wurde
einer der Primer am 5'-Ende mit einem C6-Aminolinker versehen, dieser
besitzt eine primare Aminogruppe an einem Spacerarm aus sechs C-
Atomen. Die Kopplung erfolgt mittels Substitution der N-
Hydroxysuccinimid-Esterbindung durch eine Peptidbindung mit der
primaren Aminogruppe der Linker-DNA unter Freisetzung von

N-Hydroxysuccinimid.
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Abbildung 14: Kopplung einer mit einem Aminolinker markierten
DNA an NHS-Sepharose.

Das in Isopropanol gelagerte Saulenmaterial wurde mit 10 Volumen kalter
1 mM HCl gewaschen, um den Isopropanol zu entfernen. AnschlieBend
wurde das Saulenmaterial mit 5 Volumen des Kopplungspuffers
equilibriert.

Die beiden einzelstrangigen Oligonukleotide wurden in equimolaren
Mengen zusammengegeben und wie folgt in einem Thermocycler
aneinandergelagert:

1) 95°C, 10 Minuten

2) 70°C, 1 Minute

3) zurlck nach 2), AT=-1°C, 29 mal

4) 40°C, 1 Minute

5) 4°C, 10 Minuten

Das doppelstrangige Oligonukleotid wurde in einem halben Saulenvolumen
Kopplungspuffer aufgenommen und vollstandig auf die NHS-Sepharose-
Saule aufgetragen. Nach Einlaufen in das Saulenmaterial wurde Uber

Nacht bei 4°C vorsichtig geschittelt.
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Mit einem Saulenvolumen an Kopplungspuffer wurde das Saulenmaterial
gespult und die Effizienz der Kopplung durch Messung der Absorption bei
260 nm Uberprift. Hierzu wurde ein Aliquot des Eluats mit 1 M HCI auf
pH 2.0 angesauert, da N-Hydroxysuccinimid ebenfalls bei 260 nm
absorbiert. Durch Protonierung verschiebt sich jedoch die Absorption und
es kann die reine Absorption der Nukleotide gemessen werden (Goss und
Bard, 1990).

Zur Deaktivierung der noch verbliebenen Bindestellen der NHS-Sepharose
wurde abwechselnd mit jeweils 5 Saulenvolumen Deaktivierungspuffer A
und B mit einer FluBrate von 1 ml/min gewaschen. Dieser Vorgang wurde
5 Mal wiederholt und die Saule danach mit einem Puffer aus 20mM HEPES
pH 7.0 und 20 mM NacCl equilibriert.

5.24.2.2 Kopplung von DNA an Streptavidin-Sepharose

Aufgrund der schlechten Kopplungseffizienz bei der kovalenten Bindung
der DNA an NHS-Sepharose (< 70%) und der aus der Deaktivierung des
Saulenmaterials folgenden Unmdglichkeit einer Neubeladung, wurde
Streptavidin-Sepharose von Pharmacia flr die Reinigung an der FPLC
verwendet. Hierzu wurde eines der Oligodesoxyribonukleotide anstatt mit
einem Aminolinker am 5'-Ende mit Biotin markiert. Die
Aneinanderlagerung erfolgte wie oben. Zur Kopplung an die Saule wurde
die DNA in 2.5 ml eines Puffers aus 100 mM HEPES pH 7.0, 200 mM NaCl
und 1% Glycerin mit 1 ml/min auf die Saule gegeben. Die nichtgebundene
DNA wurde weitere 2 mal auf die Saule aufgetragen und das Eluat
anschlieBend bei 260 nm untersucht. Die erreichten Kopplungseffizienzen

lagen im Durchschnitt bei 90%.

5.24.2.3 Sequenzspezifische Aufreinigung von Transkriptionsfaktoren
Tabelle 16: Puffer fiir die sequenzspezifische Proteinaufreinigung per Schwerkrafiflufs
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Affi200 Affi400 Affi600 Affi1000 5x

Bindepuffer
200 mM NaCl 400 mM NaCl 600 mM NaCl 1 M NaCl 100 mM
HEPES
(pH 7.0)
20 mM HEPES (pH 7.0), 1 mM EDTA 1 M NacCl
5% Glycerin
5 mM EDTA

0.5 mM DTT

Zur sequenzspezifischen Aufreinigung des DNA-bindenden Proteins wurde
der teilgereinigte Extrakt in Bindepuffer mit 0.1 pmol/ul poly[d(I-C)] flr
10 min bei RT inkubiert. Die Bindereaktion wurde dann bei 4°C auf die mit
dem Puffer Affi200 equilibrierte Saule aufgetragen und nach vollstandigem
Einlaufen fir 15 min auf der Saule stehen gelassen. AnschlieBend wurde
die Saule mit dem Puffer Affi200 fiir 6 Saulenvolumen gewaschen. Die
Elution gebundener Proteine erfolgte mit jeweils 6 Saulenvolumen der
Puffer Affi400, Affi600 sowie Affi1000. Die Saule wurde anschlieBend mit
10 Saulenvolumen 2 M NaCl in 20 mM HEPES pH 7.0 gewaschen und mit 5
Saulenvolumen Affi200 rekalibriert.

Der selbe Stufengradient wurde auch an der FPLC verwendet. Die Stufen
wurden aus den Puffern HepA und HepB gemischt. Es wurde derselbe

Bindepuffer verwendet.
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5.25 Gelretardationsexperimente
(Lane et al., 1992)

Tabelle 17: Puffer fiir Gelretardationsexperimente

5x Bindepuffer 5x Gel- und Laufpuffer
100 mM HEPES (pH 7.0) 200 mM HEPES (pH 7.0)
1 M NacCl 50 mM NacCl

5% Glycerin (w/v)

0.5 ug/ul poly[d(I-C)]"

5 mM EDTA (Na.EDTA-:2H,0)
0.5 mM DTT

*10 Ax60 Units poly[d(I-C)] wurden in 1 ml Wasser gelést und nach 5 min erhitzen auf
100°C langsam auf 40°C abgekuhlt, anschlieBend wurde die Losung 5 min im
Ultraschallbad behandelt.

Bindet ein Protein unter bestimmten Salzbedingungen an DNA kann dieser
Komplex aufgrund seiner Stabilitadt auf einem nichtdenaturierenden Gel
von der freien DNA getrennt werden.

Alle Bindereaktionen dieser Arbeit wurden auf nichtdenaturierenden 5%
Polyacrylamidgelen analysiert. Als Sonden dienten doppelstrangige
Oligodesoxyribonukleotide die am 5'-Ende mit **P markiert wurden. Hierzu
wurden komplementare einzelstrangige Oligodesoxyribonukleotide
verwendet die in einem Thermocycler aneinandergelagert wurden. Die
Konzentration der einzelstrangigen Oligodesoxyribonukleotide betrug
jeweils 200 pmol/ul. Die Anlagerung wurde mit dem folgenden Programm
erreicht:

1) 95°C 10 min

2) 70°C 1 min

3) zurick nach 2), AT=-1°C, 29 mal

4) 40°C 1 min

5) 4°C 10 min

Die vollstandige Aneinanderlagerung wurde auf einem Agarosegel

Uberprift. Es wurde keine Einzelstrang-DNA festgestellt.
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Die Bindereaktion setzte sich wie folgt zusammen:
Tabelle 18: Bindereaktion ohne bzw. mit Kompetitor-DNA

ohne Kompetitor mit Kompetitor
0.1-2 ug Protein (Heparinsepharosefraktionen)

4 ul 5x-Bindepuffer
2 pl *?P-markierte DNA (0.4 pmol)
- 4-200 pmol Kompetitor-DNA
ad 20 pl mit Wasser ad 20 ul mit Wasser

Die Bindereaktion wurde fir 15 Minuten bei 37°C inkubiert und
anschlieBend auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Wahrend der Binde-
reaktion wurde ein Vorlauf des Gels bei 30 mA durchgefiihrt. Als Lauf-
puffer diente 1x Gel-und Laufpuffer ( 40 mM HEPES pH 7.0, 10 mM NacCl).
Der Gellauf wurde bei 30 mA (8 V/cm) fir ca. 4 Stunden durchgeflihrt.
AnschlieBend wurde das Gel bei 80°C fur 1.5 Stunden auf dem Geltrockner

getrocknet und zuletzt der Film aufgelegt.
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© ERGEBNISSE

6.1 Die isolierten Promotoren sind dereprimiert.

Die intergene Region zwischen den Genen der selenfreien Hydrogenasen
enthalt alle fir die negative Regulation der Transkription bendtigten cis-
regulatorischen Elemente (Beneke et al., 1995).

Zu Beginn dieser Arbeit wurde davon ausgegangen, daB die sich
wiederholende Heptamersequenz, die den Initiator des frc-Promotors
Uberlappt, flr die negative Regulation der beiden Gengruppen

verantwortlich ist (Sorgenfrei et al., 1997b).

6.1.1 Klonierung der Halbpromotoren

In der Erwartung einer Aufhebung der negativen Regulation in vhc-
Richtung wurde die intergene Region mit Hilfe der PCR in zwei unab-
hangige Promotorregionen zerlegt. Hierzu wurde mit den Primern
WPfrc-fwd und SMOR aus Mipfgt der frc-Promotor WPf (212 bp)und mit
den Primern WPvhc-fwd und SM1R aus Mipvgt der vhc-Promotor WPv
(242 bp) isoliert.

Die isolierten Promotoren WPf und WPv wurden nach der Aufreinigung mit
EcoR I und Nde I behandelt und vor das uidA-Gen des Plasmids Mipvgt
kloniert (Abbildung 15). Hierzu wurde die in Mipvgt vorhandene intergene
Region durch Behandeln mit EcoR I und Nde I entfernt. Die resultierenden
Plasmide MipWPf und MipWPv wurden mit dem Sequenzierprimer uida61
sequenziert um die korrekte Amplifikation der beiden Promotorfragmente

zu Uberprifen.
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W uidA IRf

Tl uidA WPf

W uidA IRv

\ uidA WPv

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Promotor-uidA
Fusionen in den Plasmiden Mipfgt, MipWP{, Mipvgt und MipWPv.
Der gelbe Pfeil gibt die Transkriptionsrichtung des B-Glucuronidase-
Gens an. Der graue Balken entspricht der intergenen Region bzw. deren
Fragmente. Die Transkription des uidA-Gens erfolgt entweder durch den
fre-Promotor (Mipfgt, MipWP{) oder den vic-Promotor (Mipvgt,
MipWPv). Der rote Kasten gibt die Position der drei Heptamersequenzen
wieder. Das Plasmid MipWPf enthélt den 212 bp frrc-proximalen Teil der
intergenen Region. Das Plasmid MipWPv enthélt den 242 bp vhc-
proximalen Teil der intergenen Region.

Die Vektoren MipWPf und und MipWPv wurden in Methanococcus voltae
transformiert. Es wurden jeweils 4 Einzelklone von einer Platte in

selenfreies Aminosauremedium Uberimpft. AnschlieBend wurden jeweils
zwei unabhangige Einzelklone, die positiv auf B-Glucuronidase getestet

wurden, in Enzymkinetiken eingesetzt.

6.1.2 Untersuchung der [-Glucuronidase-Expression
durch die isolierten frc- und vhc-Promotoren

Die mit den Vektoren MipWPf und MipWPv transformierten M. voltae
Stamme WPf und WPv wurden nach dem Animpfen der Einzelkolonien fir
5 Passagen in Medium mit bzw. ohne Selenit kultiviert. Reportergentests
wurden erst im AnschluB daran mit jeweils frischen Ubernachtkulturen
durchgeflhrt.

Als Referenz diente die Reportergenexpression der M. voltae
Transformanten fgt und vgt (Beneke et al. 1995), die die vollstandige
intergene Region (IR) in frc- bzw. vhc-Transkriptionsrichtung vor dem Gen

der B-Glucuronidase enthalten.
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Die zur Messung verwendeten Zellen wurden bei einer optischen Dichte
von ODsg 0.6-0.8, d.h. in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet.
Messungen von Zellen die bis zur stationaren Phase gezogen wurden
fUhrten zu keinen stabilen Messwerten. Die spezifische Aktivitat aus diesen
Zellen wurde von Messung zu Messung groBer, was darauf schlieBen 1aBt,

daB die B-Glucuronidase in der Zelle akkumuliert.

Tabelle 19: Spezifische B-Glucuronidase-Aktivitiit der M. voltae Transformanten fgt, WPf, vgt und WPyv.
Die angegeben Aktivitdten sind Mittelwerte von mindestens 5 unabhingig durchgefiihrten Doppelbestimmungen

jeweils zweier unabhéngiger Verdiinnungen des Zellextrakts.

Transformante +Se [nmol*min‘*mg?] =-Se [nmol*min**mg]
fgt? <56+5? 2578+133!
WPf 727+85 1017+102
vgt 0 2800+228
WPv 88469 2694+230

'Die Aktivitdtswerte fiir fgt sind entnommen aus Noll et al. (1999)

= IRf [amm®? 100
— Wpf 39.4
cm IRv F 0 100 |

WPV _

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 %

Abbildung 16: B-Glucuronidaseexpression der isolierten Promotoren relativ zum entsprechenden
Wildtyppromotor. Die Expression der Wildtyppromotoren in Abwesenheit von Selen wurde als 100% gesetzt.
Die Balken geben die relative B-Glucuronidase-Aktivitit in Anwesenheit von Selen (ROT) bzw. Abwesenheit
von Selen ( ) wieder. Die Zahlen zeigen die prozentuale Aktivitit bezogen auf den entsprechenden
Wildtyppromotor. Die Promotoren der Transformanten sind links schematisch dargestellt. Der gelbe Pfeil deutet
den Start des uidA-Gens an. Die roten Boxen symbolisieren die Heptamersequenzen.
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Wie aus der Tabelle 19 bzw. der Abbildung 16 ersichtlich wird, ist die
Expression des Reportergens in Anwesenheit von Selen in den
Transformanten WPf und WPv dereprimiert. Die Aktivitat bei Anwesenheit
von Selen im Medium lag bei ca. 30% der Expression der kompletten IR in
der jeweiligen Transkriptionsrichtung bei Selenmangel.

Die Reportergenaktivitat der Transformante WPf in Abwesenheit von Selen
im Medium lag bei 39% der Referenzaktivitat der fgt-Transformante,
wohingegen die Transformante WPv keine signifikante Veranderung der

Expression in Abwesenheit von Selen zeigte.

6.2 Eine 11 bp groRe Sequenz vor beiden Promotoren
vermittelt eine Aktivierung der Transkription

Die unerwartet niedrigen B-Glucuronidaseaktivitaten der Transformanten
WPf und WPv in Anwesenheit von Selen lieBen mehrere SchluBfolgerungen
zu.

Die negative Regulation wird durch die Auftrennung der intergenen Region
in zwei unabhangige Promotorregionen aufgehoben. Diese Aufhebung der
negativen Regulation ist entweder nicht vollstandig, oder es gibt noch
einen zweiten Faktor der bei der Regulation der Transkription eine Rolle
spielt.

Die Heptamersequenzen scheinen keine signifikante Rolle bei der
negativen Regulation zu spielen, andernfalls wirde man flr die
Reportergenexpression der Transformante WPf bei Anwesenheit von Selen
einen ahnliches Niveau wie bei der Transformante fgt erwarten, da beide
Promotoren die vermutete Repressorbindestelle in Form der Heptamere
enthalten.

Die veranderte Expression der Transformante WPf in Abwesenheit von
Selen deutete auf eine moégliche Aktivierung der Transkription hin, wobei
das mogliche Aktivatorelement im vhc-proximalen Promotorbereich liegen

muBte.
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Eine genaue Analyse der Sequenz der intergenen Region zeigte, daB3 eine
11 bp groBe Sequenz sowohl stromaufwarts des frc-Promotors als auch
stromaufwarts des vhc-Promotors zu finden war (Abbildung 17). Flr den
frc-Promotor liegt die Sequenz 96 bp stromaufwarts der TATA-Box, flr
den vhc-Promotor betragt die Distanz 37 Basenpaare (gemessen jeweils

von der Mitte der Sequenz).

aaactaaacaTCTATATAAACacataattga

\ AH
ET/—\—_LE

+1-TATA

—

tttagttttcCAAATATATCTtttaaaattt

| 100 pr

Abbildung 17: Position der 11 bp grofien Sequenzmotive in der intergenen Region. Als griine Rechtecke
sind die Positionen der beiden 11 bp groBen Sequenzen relativ zu den TATA-Boxen (hellgraue Rechtecke)
und dem jeweiligen Transkriptionsstart dargestellt. Oberhalb bzw. unterhalb der Grafik ist die Sequenz der
jeweiligen Bereich dargestellt. Die 11 bp Sequenz ist in griin hervorgehoben.

6.2.1 Konstruktion eines Integrationsvektors fir

M. voltae

Die bisher verwendeten Integrationsvektoren auf Basis des Mip1-Vektors
(Gernhardt et al., 1990) und das darauf basierende Reportergensystem
Mipuid (Beneke et al., 1995) sind schlecht dokumentiert und enthalten
kaum singuldre Restriktionsschnitte zur Klonierung. Deshalb wurde
basierend auf dem Vektor pSL1180 (Brosius, 1989) ein neuer
Integrationsvektor aufgebaut.

Das resultierende Plasmid ist mit 7.7 kB deutlich kleiner als alle Mipuid-
Konstrukte und seine gesamte Sequenz ist bekannt. Des weiteren besteht
die Resistenzkassette aus einer direkten Fusion des mcr-Promotors mit

dem pac-Gen aus Streptomyces alboniger. In den Mip-Konstrukten
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enthielt die Promotor-Kassette zusatzlich zum Promotor noch die ersten
13 Aminosauren des mcrA-Gens aus M. voltae sowie den kompletten
Streptomyces pac-Promotor. Durch die Tatsache, da3 der C-Terminus des
hisA-Gens nicht auf dem neuen Plasmid vorhanden ist, kann die korrekte
Integration in das Genom von M. voltae durch eine PCR mit einem Primer
im Plasmid und einem Gegenprimer im C-Terminus von hisA Uberpruift
werden.

Das neue Vektorkonstrukt ist somit wesentlich besser zur Klonierung und
Transformation von Methanococcus voltae geeignet.

Das fur die homologe Rekombination in M. voltae bendtigte Fragment des
hisA-Gens wurde aus Mipfgt durch Behandlung mit den Restriktions-
endonukleasen Pac I und EcoR I erhalten. Zusammen mit einem 215 bp
groBen Hind III-Pvu I Fragment der Multiplen Klonierungsstelle (MCS) des
Plasmids pSL1180 wurde das 802 bp groBe hisA' Fragment in den mit Hind
ITI und EcoR I behandelten Vektor pSL1180 kloniert (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Klonierungsschema der Konstruktion des neuen Integrationsvektors pINT - Teil A

Fir die Fusion des mcr-Promotors an das pac-Gen war es nétig sowohl
den Promotor, als auch den N-terminalen Teil des Resistenzgens aus
Mipfgt zu amplifizieren. Fir den mcr-Promotor wurden hierzu die Primer
Pmcr-Acc-fwd und und Pmcr-Nco-rev verwendet. Der N-Terminus des pac-
Gens wurde aus dem gleichen Plasmid mit den Primern pac-BspH-fwd und
pac-BstE-rev amplifiziert. Die erhalten Fragmente wurden nach der
Aufreinigung Uber ein Agarose Gel mit Acc I und Nco I sowie mit BspH I
und Sal I behandelt.Das 300 bp groBe Promotorfragment und das 110 bp
groBe pac-Fragment wurden in den mit Acc I und Sal/ I behandelten Vektor
pSL1180 kloniert, wobei die mit Nco I und BspH I behandelten Enden
aneinander ligieren. Das resultierende Plasmid wurde pSLppac genannt
(Abbildung 8).
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Aus pSLppac wurde die Promotor-Gen-Fusion durch Behandlung mit Nde 1
und Sal I als 447 bp groBes Fragment erhalten. Der C-Terminus des pac-
Gens zusammen mit dem Terminator der mcr-Gengruppe wurde aus
Mipfgt durch Behandlung mit Sa/ I und Kpn I als 846 bp groBes Fragment
erhalten. Beide Fragmente wurden in das mit Nde I und Kpn I behandelte
Plasmid pSLhisA' kloniert. Der resultierende neue Integrationsvektor
wurde pINT genannt (Abbildung 8). Alle Konstrukte wurden sequenziert

um die PCR-Produkte zu Uberprifen. Es wurden keine Fehler festgestellt.

bla Pmcr
Sal |

Eco R I\

4000
hisA'

'hisA

pac

i Mipfgt 2.0
3000 PSLhisA 1000 PSLpPac 1909 i~ Tmer
Kon | 4127 bps 3683 bps 9730 bps Kon |
’\ﬁ;’e | S bla 2500 bia IRfrc f Kpn
Hin d Il 6.0 40 Nde |

hisA' &, Tmcer

uidA

Kpn 1
Nde | + Kpn | Nde | + Sal| Sall + Kon|
Nde |
EcoR |, 'HACC | Sal | Sal | . Kpn |
4000 MCS Pmcr pac' pac Tmcer
hisA' (447 bps) (846 bps)

L .o, PSLhiSA
k 3000

, 4127 bps 1000
Nde | \MCS

2000

EcoR |

5000

hisA'

Ken 1. 1000} bla

4000 PINT
Nco | 5351 bps

pac

. Pmcr

Sal | 3000
MCS

Nde | ;i
Miu | i
Xho | :
Hind Il

Abbildung 19: Klonierungsschema der Konstruktion des neuen Integrationsvektor pINT - Teil B
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Abbildung 20: Integration eines pINT-Vektors in das M. voltae Chromosom. Die Integration der auf pINT
basierenden Vektoren erfolgt iiber homologe Rekombination des genomischen /isA-Gens mit dem C-terminal
verkiirzten hisA'-Anteil auf dem Plasmid.

Die auf pINT basierenden Vektoren sind Integrationsvektoren. Da fir

M. voltae kein Replikationsursprung bekannt ist muB ein Trans-
formationsvektor mit Hilfe der homologen Rekombination in das
Chromosom von M. voltae integrieren, hierzu enthalt pINT den Promotor
und den N-Terminus des hisA-Gens. Homologe Rekombination Uber die im
Vektor vorhandene Sequenz fihrt zu einem C-terminal verklirzten Gen
sowie zu einer kompletten, funktionellen Kopie am Ende der Integrations-
stelle (Abbildung 20).

6.2.2 Mutagenese der Undecamersequenz vor beiden
Promotoren

Um die Relevanz der 11 bp Sequenz flir die Expression der selenfreien
Hydrogenasen zu testen wurden Basenaustausche (Purinnukleotid nach
Pyrimidinnukleotid und umgekehrt) in 6 der 11 Basenpaare
vorgenommen. Die Sequenz TCTATATAAAC wurde zu GATAGAGAACA

mutiert (Austausche sind unterstrichen).
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6.2.2.1 Herstellung der in beiden Sequenzmotiven mutierten intergenen Region

Die Mutagenese erfolgte mit Hilfe der Fusions-PCR. Die intergene Region
wurde aus Mipfgt Primern IR-Clal und fmut-rev sowie fmut-fwd und
IR-Nsil amplifiziert. Die Primer frcmut-fwd und frcmut-rev enthalten die
gewlinschten Basenaustausche in der frc-proximalen Sequenz. Die beiden
so erhaltenen 321 bp bzw 196 bp groBen Fragemente wurden
anschlieBend durch PCR mit den Primern IR-Clal und IR-Nsil fusioniert
(Abbildung 21) und mit Hilfe des TA-Cloning Kits (Invitrogen) in den
Vektor PCR2.1 kloniert. Der resultierende Vektor pfmut enthalt die im frc-
proximalen Sequenzmotiv mutierte intergene Region. Das Plasmid wurde
anschlieBend sequenziert um die Richtigkeit der Mutagenese zu

kontrollieren.

- —
A N IRf
< <
1,
N v
B
/A
<—
4
C m V2222 W W [Rfmv

Abbildung 21: Mutagenese des frc-proximalen Sequenzmotivs durch
Fusions-PCR. Die Abbildung zeigt schematisch, wie die Mutagenese des
fre-proximalen Sequenzmotivs durchgefiihrt wurde.. Die numerierten
Pfeile stehen flir die Primer. 1: IR-Clal; 2: frcmut-fwd; 3: fremut-rev; 4:
IR-Nsil. Die rote Box steht fiir die Heptamersequenzen. Die rot gestreifte
Box stellt die mutierte Sequenz dar. A: Einfiihrung der Mutationen iiber
nicht homologe Primer 2 bzw 4. B: Fusion der zwei aus der ersten PCR
erhalten Fragmente mit den Primern 1 und 4. C: Mutierte intergene Region

Aus dem Vektor pfmut wurde mit den Primern WPfrc-fwd und mut-rev der
frc-proximale Teil der intergenen Region als 360 bp groBes Fragment
erhalten. Der vhc-proximale Teil wurde mit den Primeren mut-fwd und

vhc-Mlul-rev amplifiziert. Die Fusion beider Fragmente erfolgte durch eine
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weitere PCR mit den beiden auBeren Primern WPfrc-fwd und vhc-Mlul-rev.
Das so erhaltene PCR-Produkt wurde mit den Restriktionsendonukleasen
Ndel und M/ul behandelt und Uber ein Agarosegel aufgereinigt.
AnschlieBend wurde die nunmehr in beiden 11 bp Sequenzmotiven
mutierte intergene Region in den ebenfalls mit Ndel und M/ul behandelten
Vektor pINT kloniert. Der resultierende Vektor wurde pINT-IRfmvm
genannt.

Das N-Terminus des Gens der B-Glucuronidase (uidA) wurde aus Mipfgt
durch Behandeln mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und Sau961
erhalten. Der C-Terminus des Gens zusammen mit dem Terminator der
Methyl-CoM-Reduktase wurde ebenfalls aus Mipfgt durch PCR mit den
Primern guster-Sau96I-fwd und tergus-BspE-rev erhalten (Abbildung 22).
Das 1031 bp groBe PCR-Produkt wurde mit Sau96I und BspEI behandelt
und zusammen mit dem N-Terminalen Fragment in den mit Ndel und
BspEIl behandelten Vektor pINTIRfmvm kloniert. Das endgliltige
Reportergenkonstrukt wurde pIRfmvm genannt und enthdlt die in beiden
Sequenzmotiven mutierte IR in frc-Transkriptionsrichtung vor dem Gen
der B—Glucuronidase (Abbildung 23).
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bla

PCR mit Primern
guster-Sau96-fwd
tergus-BspE-rev

Sau96 | + BspE |
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uidA' "uidA Tmer
966 bp 1031 bp

Abbildung 22: Klonierung der uidA Fragmente aus Mipfgt. Fiir die Durchfiihrung von Reportergentests mit
pINT basierenden Vektoren mufite das Gen der B-Glucuronidase in den Vektor kloniert werden. Hierzu wurde
das N-terminale Fragment durch Behandlung mit Ndel und Sau961 erhalten. Der C-Terminus sowie der
Terminator der Methyl-CoM-Reduktase wurde mit Hilfe der PCR mit den Primern guster-Sau96-fwd und tergus-
BspE-rev amplifiziert. Beide Fragmente wurden nach ihrer Aufreinigung iiber Agarosegele und behandeln mit
den angegebenen Restriktionsendonukleasen in den Vektor pINTIR fmvm kloniert.

Der korrespondierende Vektor pIRvmfm mit der IR in vhAc-Transkriptions-
richtung (Abbildung 23) wurde durch Umdrehen der intergenen Region
mittels PCR mit den Primern IRftov-Nde-fwd und IRftov-Xho-rev und
anschlieBende Klonierung des aufgereinigten und mit Ndel und Xhol
behandelten PCR-Produktes in den mit Ndel und Xhol behandelten Vektor
pIRfmvm erhalten.

6.2.2.2 Herstellung der Referenz-Plasmide pIRf und pIRv

Als Kontrolle und Referenz wurde die unmutierte intergene Region
(Abbildung 23) aus dem Plasmid Mipfgt mit den Primern IRvtof-Nde-fwd
und IRvtof-Xho-rev sowie aus dem Plasmid Mipvgt mit den Primern
IRftov-Nde-fwd und IRftov-Xho-rev amplifiziert. Beide Fragmente wurden
ebenfalls nach Aufreinigung des PCR-Produktes mit Ndel und Xhol
behandelt und in den mit Ndel und Xhol behandelten Vektor pIRvmfm
kloniert.
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6.2.2.3 Herstellung der nur in einem Sequenzmotiv mutierten intergenen Region

Die nur im frc-proximalen Segenzmotiv mutierte intergene Region wurde
aus pfmut mit Hilfe der Primer IRvtof-Nde-fwd und IRvtof-Xho-rev sowie
IRftov-Nde-fwd und IR-ftov-Xho-rev amplifiziert. Die resultierenden PCR-
Produkte IRfmv und IRvfm wurden wie oben nach behandeln mit Ndel und
Xhol in den mit Ndel und Xhol behandelten Vektor pIRvmfm kloniert. Die
resultierenden Vektoren pIRfmv und pIRvfm enthalten die intergene
Region in frc- bzw. vhc-Transkriptionsrichtung mit einem intakten vhc-
proximalen und einem mutierten frc-proximalen Sequenzmotiv (Abbildung
23).

Die im vhc-proximalen Sequenzmotiv mutierte intergene Region wurde
aus dem Plasmid pIRv ebenfalls durch Fusions-PCR erhalten. Hierzu wurde
mit den Primern IRftov-Xho-rev und mut-rev der frc-proximale Teil der
intergenen Region erhalten und mit den Primern mut-fwd und IRftov-Nde-
fwd der vhc-proximale Teil der IR. Die Primer mut-fwd und mut-rev tragen
hierbei die Mutationen im vhc-proximalen Sequenzmotiv. Die Fusion
beider Fragmente erfolgte mit den beiden Primern IRftov-Xho-rev und
IRftov-Nde-fwd. Die Klonierung erfolgte wie oben in den mit Ndel und
Xhol behandelten Vektor pIRvmfm. Aus dem hierdurch resultierenden
Vektor pIRvmf wurde die IR mit den Primern IRvtof-Nde-fwd und
IRvtof-Xho-rev amplifiziert und nach Behandeln mit Ndel und Xhol in den
entsprechend gedffneten Vektor pIRfmvm kloniert. Der resultierende

Vektor wurde pIRfvm genannt.
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der Promotor-uidA Fusion in

den Plasmiden pIRf, pIRfmv, pIRfvm, pIRfmvm, pIRv, pIRvmf, pIRvfm

und pIRvmfm. Die rote Box stellt die Heptamersequenzen dar. Die griine
Box steht fiir das 11 bp Sequenzmotiv. Die rot durchkreuzte Box stellt das
mutierte Sequenzmotiv dar. Der gelbe Pfeil deutet den Start des
B—Glucuronidasegens uidA hin. IRfxxx: Intergene Region in fic-Trans-
kriptionsrichtung,; IRvxxx: Intergene Region in vic-Transkriptionsrichtung.

Die so hergestellten Plasmide wurden mit dem Primer pSL-lacZ'
sequenziert um die korrekte Amplifikation der einzelnen Fragmente zu

Uberprifen und anschlieBend in Methanococcus voltae transformiert.

6.2.3 Analyse der Expression von p-Glucuronidase in

den Promotormutanten.

Es wurden jeweils zwei Transformanten der Stamme IRf, IRfmv, IRfvm,

77

IRfmvm, IRv, IRvmf, IRvfm und IRvmfm inokuliert und nach 5 Passagen in

Medium mit bzw. ohne Selenit in Reportergentests eingesetzt. Zur
Messung wurde darauf geachtet, daB die Kulturen in der exponentiellen
Wachstumsphase waren (ODeoo von 0.6-0.8). Es wurde jeweils 1 ml

Kulturvolumen abzentrifugiert und eine Doppelbestimmung zweier

unabhangiger Verdinnungen durchgefthrt.

Tabelle 20: Spezifische Aktivitit der [-Glucuronidase bei Transkription durch den frc-Promotor
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Transformante +Se [nmol*min**mg?] -Se [nmol*min**mg]
IRf 32+2 2248+250
IRfmv 202 1287+101
IRfvm 2+1 11317
IRfmvm 3+1 71

Tabelle 21: Spezifische Aktivitit der f-Glucuronidase bei Transkription durch den vhc-Promotor

Transformante +Se [nmol*min**mg?] -Se [nmol*min?**mg“*]
IRv 61 2167+162
IRvmf 0 252+29
IRvfm 0 287+30
IRvmfm 0 167+£22

Die Mutation beider 11 bp Sequenzmotive fuhrt in beiden Transkriptions-

richtungen zu einem dramatischen Verlust an Reportergenaktivitat in

Abwesenheit von Selen. Ein Aktivitatsverlust wird auch bei den Einzel-

mutanten beobachtet. Der Vergleich der beiden Einzelmutanten zeigt,

insbesondere fur den frc-Promotor, das Mutationen im frc-proximalen

Sequenzelement zu geringeren Auswirkungen auf die Reportergen-

expression flhren als Mutationen im vhc-proximalen Sequenzmotiv. Bei

der Expression der B-Glucuronidase in Anwesenheit von Selen sind keine

Auswirkungen der Mutationen festzustellen (Tabelle 20, Tabelle 21 und

Abbildung 24).
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Insgesamt scheinen beide Sequenzelemente gemeinsam eine Aktivierung

der Transkription in Abwesenheit von Selen zu vermitteln.

1.4
IRf | m Ll | 100
0.9
IRfmv | n = | 578
<0.
IRfvm | m L | 5.011
IRfmvm | m = |- 8;
IRv = m _ 0.3 @0
<0.
IRvmf = = 1:?61
<0.
IRvfm = = 13?21
<0.
IRvmfm = " = 7.31

Abbildung 24: Relative B-Glucuronidaseexpression der Promotormutanten. Die Grafik zeigt die
prozentuale -Glucuronidaseaktivitdt der einzelnen Promotormutanten relativ zur Aktivitét des Wildtyp-
promotors. Die Promotor-Gen-Fusionen sind links schematisch dargestellt. Der gelbe Pfeil deutet den Beginn
des uidA-Gens an. Die kleinen griinen Boxen stehen fiir das nicht mutierte 11 bp Sequenzmotiv. Die kleinen
roten Boxen stehen fiir das mutierte 11 bp Sequenzmotiv. Die grof3e rote Box stellt die Heptamersequenzen
dar.

6.3 Die Undecamersequenz wird spezifisch durch einen
Proteinkomplex aus M. voltae erkannt

Nachdem durch Reportergentests gezeigt werden konnte, daB die 11 bp
groBen Sequenzmotive eine Aktivierung der Expression der
B-Glucuronidase vermitteln, wurde versucht den Faktor zu identifizieren,
der diese Sequenz spezifisch erkennt. Hierzu wurden Gelretardations-
experimente mit doppelstrangigen Oligonukleotiden durchgeflihrt. Da das
vhc-proximale Aktivatorelement nach Auswertung der Reportergentests
die Hauptbindestelle zu sein scheint, wurden die Oligonukleotide vom

Sequenzbereich um das vhc-proximale Sequenzmotiv abgeleitet.
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6.3.1 Partielle Reinigung eines Proteinrohextraktes aus
M. voltae

Da aus Zellrohextrakt kein spezifisches Retardationsexperiment erhalten
werden konnte, wurde der Zellextrakt Gber eine Heparin-Sepharose Saule
partiell aufgereinigt. Fur die ersten Tests wurde hierzu eine offene Saule
mit 5 ml Heparin-Sepharose CL-6B (2 mg/ml Heparin) verwendet.

Sowohl die Zelllyse als auch die Reinigung erfolgten aerob aus 600 ml
einer stationar gewachsener M. voltae Kultur. Die an die Heparinsepharose
gebundenen Proteine wurden mit Hilfe eines Stufengradienten von 100
mM, 200 mM, 300 mM und 1 M NaCl in 20 mM HEPES pH 7.0. von der
Saule eluiert. Anhand der Absorption bei 280 nm wurden die protein-
haltigen Fraktionen jeder Salzstufe identifiziert und jeweils Uber eine
Membran mit 10 kD AusschluBgréBe gemeinsam ankonzentriert und
entsalzt.

Der GrofBteil der gebundenen Proteine eluiert bei 100 mM NacCl, dies
konnte sowohl anhand der Absorption bei 280 nm verfolgt werden, als
auch in der anschlieBenden Analyse der einzelnen Fraktionen auf einem
SDS-Polyacrylamidgel (Abbildung 25). Anhand des Proteingels war auch zu
erkennen, daB die Trennung auf der Heparinsaule nicht sehr scharf war,
da einige Proteinbanden identischer GréBe in mehr als einer Fraktion

auftraten.
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Abbildung 25: SDS-Proteingel der Fraktionen der Heparin-
sepharoseséiule. Die 4 von der Heparinsepharose eluierten Fraktionen
wurden auf einem SDS-Polyacrylamidgel analysiert. Es wurden
jeweils 10 pl der ankonzentrierten Fraktionen aufgetragen. Das Gel
wurde mit Coomassie gefarbt. Pfeile bezeichen die Grofien der
Markerbanden in kD. Spur M: Proteinmarker; Spur 1: 100 mM NaCl
Fraktion; Spur 2: 200 mM NacCl Fraktion; Spur 3: 300 mM NaCl
Fraktion; Spur 4: 1 M NaCl Fraktion.

6.3.2 Gelretardationsexperimente der Heparin-
sepharosefraktionen

Die Fraktionen von der Heparinsepharose wurden in einem Gel-
retardationsexperiment eingesetzt. Als DNA wurden doppelstrangige
Oligonukleotide von 42 bp Lange verwendet, deren Sequenz von der vhc-
proximalen Aktivatorbindestelle abgeleitet wurde. Sie wurden so aus-
gewahlt, daB sich stomaufwarts und stromabwarts des Sequenzmotivs
noch jeweils weitere 15 bzw. 16 Basenpaare befinden (Position 98-139 der
intergenen Region in Abbildung 4). Die spezifische DNA vakt wurde aus
den Oligodesoxyribonukleotiden shift-vakt53 und shift-vakt35 hergestellt
und entspricht der Wildtypsequenz. Als Kontrolle der Spezifitat der
Bindung diente die DNA vmut, sie enthalt die mutierte Aktivatorbindestelle
und wurde aus den Oligodesoxyribonukleotiden shift-vmut53 und shift-

vmut35 erhalten. Eine weitere unspezifische DNA vus wurde aus den
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Oligodesoxyribonukleotiden shift-us53 und shift-us35 erhalten und enthalt
anstatt der Aktivatorbindestelle die Sequenz CGCGCGCGCGC. Die drei
Oligonukleotide wurde mit T4 Polynukleotidkinase am 5'-Ende mit *°P
markiert. Die Bindereaktion wurde mit 3 ul (~0.2 ug) der jeweiligen
Fraktionen und 2 ul (0.4 pmol) der markierten DNA bei 37°C fir 30 min in
Bindepuffer durchgefiihrt. Es wurde ein 5% natives Acrylamidgel zur
Auftrennung der Bindereaktion verwendet. Nach Trocknen des Gels wurde

Uber Nacht ein Autoradiogramm angefertigt.

- 100 mM | 200 mM | 300 mM 1M
v m V.Mmujv mujv mujv mu
1 2
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Abbildung 26: Gelretardation der Proteinfraktionen der Heparinsepharosesiule.
Autoradiographie des nativen Acrylamidgels der Bindereaktionen der vier Protein-
fraktionen aus der Heparinsepharose-Reinigung. Als DNA wurden die **P-markierten
Oligonukleotide vakt (v), vimut (m) und vus (u) eingesetzt. Die Spuren 1-3 dienen zur
Kontrolle und enthalten in der Bindreaktion die jeweilige DNA ohne Protein. Spuren 3-6:
Bindereaktionen der 100 mM NaCl Fraktion; Spuren 7-9: Bindereaktionen der 200 mM
NaCl Fraktion; Spuren 11-12: Bindereaktionen der 300 mM NaCl Fraktion und Spuren 13-
15: Bindereaktionen der 1 M NaCl Fraktion. Die roten Pfeile weisen auf mogliche
spezifisch retardierte Banden hin.
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Nur die Fraktionen 100 mM und 1 M NaCl zeigten eine retardierte Bande
die mit der mutierten und der unspezifischen DNA nicht zu sehen war. Die
schwache Bande in der 200 mM NaCl Fraktion ist von ihrer apparenten
Laufweite identisch mit der der Vorgangerfraktion (Abbildung 26). Da im
Proteingel Banden identischer GréBe in der 100 mM Fraktion und der 200
mM Fraktion zu sehen sind, ist davon auszugehen, daB3 es sich
wahrscheinlich um das selbe Protein handelt (Abbildung 25).

In einem zweiten Gelretardationsexperiment wurden die Fraktionen, die
mit 100 mM NaCl und 1 M NaCl von der Saule eluierten, auf die Spezifitat
der Bindung an die DNA untersucht. Die Bindereaktion wurde hierzu mit
der *P markierten spezifischen DNA vakt durchgeflihrt unter Zugabe eines
10 fachen Uberschusses der unmarkierten spezifischen DNA vakt bzw.
eines 10 fachen oder 100 fachen Uberschusses der unmarkierten
mutierten DNA vmut.

Der Kompetitionsversuch zeigte eindeutig, daB nur in der 100 mM NacCl
Fraktion ein Protein vorhanden war, daB3 spezifisch an die Aktivator-
bindestelle bindet. Bei einem 10 fachen UberschuB an spezifischer DNA
vakt war in der 100 mM Fraktion keine retardierte Bande mehr zu sehen
wohingegen in der 1 M Fraktion noch eine schwache Bindung festgestellt
werden konnte. Die Kompetition mit der mutierten DNA vmut fUhrte in der
100 mM Fraktion mit keiner der beiden getesten Konzentrationen zu einer
Anderung des Bindungsverhaltens. Die Zugabe der mutierten DNA zur
Bindereaktion der 1 M NaCl Fraktion flihrte jedoch bei einem 100 fachen
UberschuB zum Verlust der Bindung (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Uberpriifung der Spezifitit der Gelretardation der 100 mM und 1 M
NacCl Fraktionen aus der Heparinsepharosereinigung. Autoradiographie des nativen
Polyacrylamidgels der Bindereaktionen mit spezifischer (ks) und unspezifischer
Kompetititor-DNA (ku). Es wurden die **P-markierten Oligonukleotide vakt (v) und vmut
(m) eingesetzt. Die Spuren 1 und 2 enthalten die Bindereaktionen der jeweiligen DNA
ohne Zugabe von Protein. Die Spuren 3 bis 7 entsprechen den Bindereaktionen der 100
mM NaCl Fraktion. In den Spuren 8 bis 12 sind die Bindereaktionen der 1 M NaCl
Fraktion aufgetragen. Die Kompetition erfolgte mit einem 10 fachen Uberschuf3 an
unmarkierter DNA vakt (10x ks), sowie mit einem 10 fachen (10x ku) bzw. 100 fachen
(100x ku) UberschuB der mutierten DNA vmut.

84
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6.4 Das Aktivatorprotein ist auch in selenhaltigen Zellen
vorhanden.

Mit 2 g stationar mit Selen gewachsener M. voltae Zellen wurde ebenfalls
eine partielle Reinigung durchgefuhrt. Die Elution erfolgte mit einem
Stufengradienten von 100 mM NaCl, 200 mM NaCl und 1 M NaCl. Nach
Konzentration der proteinhaltigen Fraktionen Uber eine Membran mit

10 kD AusschluBgréBe wurden 4 ul (2 ug) Protein der 100 mM NaCl und
200 mM NaCl Fraktionen aus dieser Reinigung in einem Gelretardations-
experiment eingesetzt. Als Referenz wurden 3 pl (0.2 pug) der 100 mM
NaCl Fraktion aus der Reinigung selenfreien Zellextraktes eingesetzt.

Im Folgenden werden die Fraktionen der Reinigung aus selenfreiem
Zellextrakt mit dem Index -Se und die der Reinigung aus selenhaltigem
Zellextrakt mit dem Index +Se bezeichnet.

Zur Kontrolle der Spezifitat einer etwaigen Bindung an die DNA vakt
wurden mit den beiden Fraktionen aus der Reinigung des selenhaltigen
Zellextraktes zusatzlich Bindereaktionen an die markierte DNA vakt unter
Zugabe von spezifischem Kompetitor (10 facher UberschuB an un-
markierter DNA vakt) sowie unspezifischem Kompetitor (10 bzw 100
facher UberschuB an unmarkierter DNA vmut) durchgefiihrt (Abbildung
28).

Die Autoradiographie des getrockneten Gels zeigte, daB auch bei der
Reinigung aus selenhaltigem Zellextrakt in der 100 mMse) bzw.

200 mMsey NaCl Fraktion ein Protein vorhanden war, das spezifisch die
Aktivatorbindestelle erkennt und bindet.

Zusatzlich war mit der 100 mMsey NaCl Fraktion eine zusatzliche Bande
zu erkennen. Die untere schwachere Bande entspricht der in der

100 mMcsey NaCl Fraktion auftretenden Bande. Nach Zugabe eines 10
fachen Uberschusses an unmarkierter DNA vakt zur Bindereaktion
verschwand die obere Bande und die Intensitat der unteren nahm zu. Dies

lieB auf die Bildung eines multimeren Proteinkomplexes schlieBen.
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Es zeigte sich, daB auch bei der Aufreinigung des selenhaltigen Zell-
extraktes das spezifisch bindende Protein bei 100 mM NacCl nicht
vollstandig von der Saule eluiert wurde. Die 200 mM(.se) Fraktion enthielt
ein zur unteren Bande der 100 mMse) Fraktion identisch retardiertes

Signal.

-Se 100 mM +Se 200 mM +Se

100 mM 10x 100x 10x 100x

v m Vv m v m ks ku ku v m ks ku ku
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14
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Abbildung 28: Gelretardationsexperiment mit Proteinfraktionen aus Zellen die ohne
bzw. mit Selen gezogen wurden. Autoradiographie eines nativen Polyacrylamidgels der
Bindereaktionen der 100 mMs.) NaCl Fraktion, sowie der 100 mM.se) NaCl und

200 mM.se) NaCl Fraktionen. v: **P-markierten DNA vakt; m: **P-markierte DNA vmut.
Die Kompetition erfolgte mit einem 10 fachen UberschuB der DNA vakt (ks) bzw. einem
10 fachen (10x ku) oder 100 fachen (100x ku) Uberschul der DNA vmut. Spuren 1 und 2:
Kontrolle, Bindereaktionen der DNA Fragmente ohne Zugabe von Protein; Spuren 3 und 4:
Referenz, Bindereaktion der 100 mM_.s.) NaCl Fraktion; Spuren 5-9: Bindereaktion der
100 mMss¢) NaCl Fraktion; Spuren 10-14: Bindereaktion 200 mM.se NaCl Fraktion. Rote
Pfeile zeigen auf die spezifisch retardierten Banden
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Diese zusatzliche Bande trat auch bei h6heren Konzentrationen der

100 mM(se) Fraktion auf. Kompetition mit einem 10 fachen UberschuB an
spezifischer DNA fUhrt in der Bindereaktion der 100 mMse) Fraktion zum
Verlust der oberen Bande, wohingegen die Intensitat der unteren Bande
zunahm. Erst ein 100 facher UberschuB an spezifischer DNA fiihrt zum
Verlust jeglicher Bindung an die markierte DNA (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Vergleichende Analyse gleicher Proteinkonzentrationen der 100 mMs, und 100 mMs
Fraktionen. A: Autoradiographie eines Gelretardationsexperiments mit jeweils 2 pg Protein der beiden
Fraktionen. v: DNA vakt; m: DNA vmut. ks: Kompetition mit 100 fachem Uberschufl an unmarkierter DNA
vakt; ku: Kompetition mit 100 fachem UberschuB an unmarkierter DNA vmut. Spur 1 und 2: Kontrolle,
markierte DNA ohne Zugabe von Protein; Spuren 3-6: 100 mM_.s.) Fraktion; Spuren 7-10: 100 mMs.
Fraktion. B: SDS-Acrylamidgel der 100 mM(s.) Fraktion (griin) und der 100 mM:se, Fraktion (rot). Das Gel
wurde mit Coomassie gefirbt. Pfeile geben die Grofle der Markerbanden in kD an. M: Proteinmarker.
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6.5 Das Bindeprotein ist nicht TBP
Die Aktivatorbindestelle enthalt eine Konsensus TATA-Box (TTTATATA).

Stromabwarts dieser mdglichen TATA-Boxen befindet sich im richtigen
Abstand von ca. 23 bp ein mdgliches Initiatorelement (Abbildung 30). Es
war deshalb wichtig auszuschlieBen, daB es sich hier um einen sekundaren
Promotor handelt. Weiterhin muBte gezeigt werden, da3 das spezifisch
bindende Protein nicht TATA-bindendes Protein (TBP) ist.

61 TCTATAATGCTAACTAATATATATAATACAATTTTTAAATCGAAATCAAAAGGTTTATAT
AGATATTACGATTGATTATATATATTATGTTAAAAATTTAGCTTTAGTTTTCCAAATATA

121 AGAAAATTTTAAAGACATTATATTGAATTATTAATATGGTTAATAATATTTCTAATATCT
TCTTTTAAAATTTCTGTAATATAACTTAATAATTATACCAATTATTATAAAGATTATAGA

181 ATTAAATAAAGAAATACCATATTAGATTTTTTAATATATATTTAAATGTTTACTGATATG
TAATTTATTTCTTTATGGTATAATCTAAAAAATTATATATAAATTTACAAATGACTATAC

241 TGAATTGTTTATTTTAAATTACAAAATAAAAACTAAACATCTATATAAACACATAATTGA
ACTTAACAAATAAAATTTAATGTTTITATTTTTGATTTGTAGATATATTTGTGTATTAACT

Abbildung 30: Ausschnitt aus der Sequenz der intergenen Region. In griin sind die beiden
Aktivatorbindestellen markiert. Die dort auf dem jeweiligen Gegenstrang enthaltenen Konsensus-TATA-
Boxen sind fett und unterstrichen dargestellt. Die zugehdrigen mdglichen Initiatorelemente sind zusitzlich
noch kursiv dargestellt. Die TATA-Box des vic-Promotors ist dunkelgrau hinterlegt. Der hellgrau
hinterlegte Bereich entspricht der in der Gelretardation eingesetzten spezifischen DNA vakt.

6.5.1 Es gibt nur ein uidA-Transkript in M. voltae
Transformanten

Die im vhc-proximalen 11 bp Sequenzelement enthaltene TATA-Box (Pos.
114-120) stellt zusammen mit dem madglichen Initiatorelement an Position
143-146 einen potentiellen Promotor flr die frc-Gengruppe dar. Deshalb
wurde zur Uberpriifung, ob es zusétzlich zu dem mit Primerverldngerung
kartierten Transkriptionsstart (MUller, 1996) noch einen zweiten Start-

punkt gibt, Gesamt-RNA aus der M. voltae Transformante IRf isoliert.
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Da die Transkripte der selenfreien Hydrogenasen nur sehr schwer zu
detektieren sind (Berghofer et al., 1994), wurde das B-Glucuronidase
Transkript in einem Northern-Blot Experiment zur Analyse verwendet. Die
maoglichen beiden Transkripte unterscheiden sich hinreichend um sie auf
einem 0.8 % Agarosegel auftrennen zu kdnnen (Tabelle 22). Als Sonde

diente ein 514 bp groBes Nde I-BamH I-Fragment des uidA-Gens aus pIRf.

Tabelle 22: Lingen der moglichen Transkriptionsprodukte.

Promotor uidA-Transkriptliange
Ptc1 (mit Primerverldangerung kartiert) 2019 bp
Pfrc2 (in vhc-proximaler 2280 bp

Aktivatorbindestelle enthaltene TATA-Box

mit zugehdrigem Initiator)
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Abbildung 31: Analyse der mRNA-Lénge der uidA-Transkripte in den M.
voltae Transformanten IRf und IRv. A: Methylenblaufarbung des Northern-
Blots. Spur 1: 18 ng GesamtRNA aus der Transformante IRf, uidA
Transkription durch fre-Promotor; M: RNA Leitermarker 'Broad Range' (MBI
Fermentas). Die Pfeile links weisen auf die Banden der 16S (~1.5 kb) und der
23S rRNA (~3.0 kb) hin. Die Pfeile rechts zeigen die Grofle der Markerbanden
in Basenpaaren an. B: Autoradiographie des mit einer **P markierten uidA-
Sonde hybridisierten Northern-Blots. Spur 1: uid A-Transkript des firc-
Promotors bei ~2.0 kb

Die Autoradiographie des Blots zeigte eindeutig, daB3 nur ein uidA-
Transkript des frc-Promotors existiert. Die errechnete GréBe von ca.
2.0 kb entspricht der Transkriptlange die fir den kartierten Promotor
erwartet wurde (Abbildung 31).

6.5.2 TBP ist nicht in der spezifisch retardierenden
Fraktion

Da die Aktivatorbindestelle einen TATA-Box umfal3t, bestand die
Mdglichkeit, daB das Bindeprotein in den Heparinfraktionen TATA-
bindendes Protein (TBP) war. Deshalb wurden alle Fraktionen der aus
selenfrei kultivierten Zellen durchgefiihrten Reinigung in einem Western-

Blot Assay auf das Vorhandensein von TBP untersucht. Hierzu wurde ein
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polyklonaler Antikérper gegen TBP aus Thermococcus celer und als Positiv-
kontrolle TBP aus Methanococcus thermolithotrophicus verwendet. Zur
Detektion wurde das ECL Kit von Amersham und ein an Rettichperoxidase

gekoppelter Sekundarantikérper benutzt.
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Abbildung 32: Autoradiographie des Westernblots aller Heparinfrak-
tionen. Spur 1: 1 ug M.. thermolitotrophicus TBP. Spur 2: 5 pg Zellextrakt.
Spur 3-6: Jeweils 2.5 pg der angezeigten Fraktionen (-Se). Spur 7: 2.5 pg
der 100 mM NacCl Fraktion (+Se). Rote Pfeile markieren mogliche TBP
Banden in den Fraktionen. Die Pfeile links stehen filir den Proteinstandard
(Zahlen in kD)

Der Westernblot zeigt, daB sowohl im Zellextrakt als auch in der 300 mM
NaCl Fraktion ein Protein existiert, das die gleiche GréBe wie

M. thermolithotrophicus TBP (20 kD, apparente GroBe 26 kD) besitzt. Eine
entsprechende Bande ist weder in der 100 mMsey NaCl Fraktion noch in
der 100 mMse) NaCl Fraktion zu finden (Abbildung 32).
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6.6 Reinigung des Aktivatorproteins zur Homogenitat

Nachdem nachgewiesen wurde, daB M. voltae einen Proteinkomplex
enthalt, der spezifisch an die Aktivatorbindestelle bindet, wurde aus
selenfrei gezogenen Zellen der Versuch unternommen, den Aktivator zur
Homogenitat zu reinigen. Da angenommen wurde, daB ein Transkriptions-
faktor nicht in hoher Kopienzahl in der Zelle vorhanden ist, wurde fir die
Heparinsepharosechromatographie, Zellextrakt von 15-20 g Zellen

verwendet.

6.6.1 Aerobe Reinigung des Aktivatorproteins

Alle Reinigungsschritte wurden aerob mit einem Zellextrakt aus 15 g
Zellen, die bis zur stationaren Phase gewachsen waren, durchgefthrt. Die
Reinigung erfolgte an einer FPLC mit einem Saulenvolumen von 15 ml
Heparinsepharose. Da ein linearer Salzgradient zu keiner scharfen
Trennung der Proteine fihrte wurde wieder ein Stufengradient benutzt.
Ausgehend von den Ergebnissen der Vorversuche wurden Stufen mit

200 mM, 400 mM und 1 M NaCl in 20 mM HEPES pH 7.0 verwendet. Die
proteinhaltigen Fraktionen jeder Stufe wurden gepoolt und in einer Rihr-
zelle mit 10 kD AusschluBgréBe unter Druck auf ein Volumen von 5-10 ml

ankonzentriert und entsalzt.

6.6.1.1 Sequenzspezifische Affinititschromatographie des Aktivatorproteins

Die weitere Aufreinigung des Aktivators im AnschluB an die Heparin-
sepharosesaule erfolgte Uber sequenzspezifische Affinitatschroma-
tographie mit einem kovalent Gber einen Aminolinker an die Saule
gekoppelten doppelstrangigigen Oligonukleotid. Die DNA wurde durch
Aneinanderlagerung der beiden 100 bp groBen Oligodesoxyribonukleotide
Naktivator53 und aktivator35 erhalten. Diese beiden Oligodesoxy-
ribonukleotide enthalten ein Dimer einer 50 bp groBen, von der vhc-
proximalen Bindestelle abgeleitete Sequenz. Am 5'-Ende des Oligo-

nukleotids Naktivator53 befindet sich ein Aminolinker an einem Arm aus 6
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Kohlenstoffatomen. Die Kopplung der DNA erfolgte kovalent an das
Saulenmaterial mit anschlieBender Deaktivierung der verbleibenden NHS-
Ester. Es wurden 25 nmol der DNA zur Kopplung eingesetzt, die
Kopplungseffizienz betrug ca. 65 %.

Die Reinigung erfolgte mit einer offenen Saule mit einem Saulenvolumen
von 5 ml Heparinsepharose.

Die 200 mM(se) NaCl Fraktion wurde mit 1 ml 10 x Bindepuffer und
poly(d[I-C]) bis zu einer Endkonzentration von 0.03 pg/ul (~0.1 pmol/pul
bei einer angenommen GroBe der mit Ultraschall fragmentierten
Kompetitor-DNA von ca. 500 bp) als unspezifischem Kompetitor versetzt
und auf 10 ml Gesamtvolumen gebracht. Diese Bindereaktion wurde

15 min bei 4°C inkubiert und anschlieBend mit 1 ml/min auf die Saule
aufgetragen. Der DurchfluB wurde gesammelt und weitere zweimal auf die
Saule aufgetragen um eine hbhere Effizienz der Bindung zu erreichen.
AnschlieBend wurden die gebunden Proteine mit jeweils 10 Saulen-
volumina eines Stufengradienten von 400 mM, 600 mM und 1 M NaCl in
20 mM HEPES pH 7.0 von der Saule eluiert.

Da aufgrund der niedrigen Proteinkonzentration keine Absorption bei

280 nm gemessen werden konnte und die Salzkonzentration des Puffers
eine Messung der Peptidbindung bei 205 nm unmdéglich machte wurden
alle Fraktionen einer Salzstufe mit GUber eine Membran mit 10 kD
AusschluBgréBe um den Faktor 10 auf 5 ml ankonzentriert.

Zur Analyse der einzelnen Salzfraktionen wurde 1 ml der vereinten
Fraktion nochmals liber eine Membran mit 10 kD AusschluBgréBe auf

100 pul ankonzentriert. Von diesem Konzentrat wurden 10 ul auf einem
12% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Fraktionen der Salzstufen
von 1 M NaCl und 2 M NacCl zeigten nach einer Silberfarbung des Gels eine
Proteinbande (Abbildung 33).



6 Ergebnisse 94

=
=
o
S
Q
g
3
a,
(]
=

Affinitdt 1 M
Affinitdt 2M

Abbildung 33: Analyse der Proteinfraktionen der Affinitits-
chromatographie. Das 12% SDS-Acrylamidgel wurde mit
Silber gefirbt. Die Spuren sind mit den Namen der Fraktionen
bezeichnet. Die Pfeile rechts geben die GroBe der
Markerbanden in kD an.

Eine Auswertung des Gels mit den Programmen Image] und Origin 4.1 zur
Bestimmung der GréBe des Proteins anhand der Migration der
Markerbanden ergab eine GréBe von ca. 55 kD flir das Protein in der 1 M
NaCl Fraktion. Alle Versuche mit dem gereinigten 55 kD Protein eine

Bindung an das Aktivatorelement zu zeigen, waren erfolglos.
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6.6.2 Anaerobe Aufreingung des Aktivatorproteins

Die Reinigung des Aktivatorproteins wurde aufgrund des Verdachts, es
kdnnte sich um ein redoxempfindliches Protein handeln wiederholt. Alle
Reinigungsschritte wurden diesmal anaerob durchgefihrt. Zur Steigerung
der Ausbeute wurden darauf geachtet, die Zellen in der exponentiellen
Wachstumsphase zu ernten. Es wurde erwartet, daBB die Anzahl der
Aktivatormolekiile auf Grund erhdhter Expression dann groBer ist. Der
Zellextrakt wurde im Anaerobenzelt aus 20 g Zellen hergestellt. Die
partielle Reinigung des Extraktes lUber eine Heparinsepharosesaule
erfolgte ebenfalls im Anaerobenzelt mit einer FPLC. Der Stufengradient
wurde wie bei der aeroben Aufreinigung gewahlt. Die 200 mM NaCl
Fraktion wurde anaerob in einer Ruhrzelle mit 10 kD AusschluBgréBe auf
ein Volumen von 10 ml ankonzentriert und entsalzt. Die so erhaltene
Proteinfraktion wurde mit 2 ml 10x Bindepuffer und zur Kompetition
unspezifisch bindender Proteine mit 20 nmol einer DNA, die aus den
Oligodesoxyribonukleotiden komp53 und komp35 erhalten wurde,
versetzt. Die DNA entspricht derjenigen die an die Saule gekoppelt wurde,
enthalt jedoch die mutierte Aktivatorbindestelle. Zusatzlich wurde
poly[d(I-C)] in einer Endkonzentration von 0.1 pmol/ul als unspezifischer
Kompetitor eingesetzt. Das Gesamtvolumen der Bindereaktion betrug 20
ml. Sie wurde fur 15 min bei RT im Anaerobenzelt inkubiert.

Als Saulenmaterial diente Streptavidinsepharose an die 50 nmol einer

100 bp groBen DNA aus den Oligodesoxyribonukleotiden affioligo53 und
affioligo35 gekoppelt wurde. Das Oligodesoxyribonukleotid affioligo53
wurde hierzu am 5'-Ende mit Biotin markiert. Die Kopplungseffizienz
betrug 95%.

Die Bindereaktion wurde mit 1 ml/min auf die Saule (Saulenvolumen 5 ml)
aufgetragen. Der DurchfluB wurde flir 30 min bei 1 ml/min durch die Saule
rezirkuliert. AnschlieBend wurden die nicht gebundenen Proteine mit 200
mM NaCl in 20 mM HEPES pH 7.0 und 5 mM EDTA eluiert. Die Elution
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gebundener Proteine erfolgte wie bei der aeroben Reinigung mit 6
Saulenvolumina eines Stufengradienten von 400 mM, 600 mM und 1 M
NacCl in 20 mM HEPES pH7.0 und 5 mM EDTA.

Die erhaltenen Fraktionen wurde nach Salzstufen getrennt im Anaeroben-
zelt mit einer Rihrzelle (10 kD AusschluBgréBe) auf 10 ml ankonzentriert
und entsalzt. Die Lagerung erfolgte in Septumflaschen unter CO,/H,
Atmosphare (80%/20%) bei 4°C.

6.6.2.1 Analyse der Fraktionen der Affinititschromatographie
Jeweils 1 ml der Fraktionen wurde Uber eine Membran mit 10 kD
AusschluBgréBe auf 100 ul ankonzentriert. Zur Analyse auf einem 12%

SDS-Acrylamidgel wurden 10 ul dieses Konzentrats verwendet.

175 x

83—

62—
47.5—»

32.5-»
25

16.5

Abbildung 34: Analyse der aus der Affinititschromatographie erhaltenen Fraktionen.
Silberfarbung eines 12% SDS-Acrylamidgels. M: Proteingrofenstandard, Pfeile zeigen die
Grofle der Markerbanden in kD an; Spur 1: 0.5 pug der 200 mMse) NaCl Fraktion der
vorangegangenen Heparinsepharosechromatographie; Spur 2: 200 mM NaCl Durchfluf3 der
Affinitatschromatographie; Spur 3: 400 mM NaCl Fraktion; Spur 4: 600 mM NaCl Fraktion;
Spur 5: 1 M NaCl Fraktion; Spur 6: 2 M NaCl Fraktion. Rote Pfeile kennzeichnen das 55 kD
Protein.

Im Gegensatz zur aeroben Aufreinigung eluierte das 55 kD Protein bei
400 mM NacCl von der Saule (Abbildung 34).
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Bei er aeroben Reinigung erfolgte die Elution bei 1 M NaCl.

Die Fraktionen der Affinitatschromatographie wurden zusammen mit den
32p markierten DNAs vakt (v) und vmut (m) in Bindereaktionen eingesetzt.
Hierzu wurden 2 ml der Fraktion Uber eine Membran mit 10 kD AusschluB3-
groBe auf 50 ul ankonzentriert und jeweils 4 ul davon eingesetzt. Die
Bindereaktionen wurden anschlieBend auf einem nativen 5% Acrylamidgel
aufgetrennt. Die Autoradiographie der Gelretardation zeigte, daBB das

55 kD Protein aus der 400 mM NaCl Fraktion mit der spezifischen DNA
vakt eine retardierte Bande ergab, die mit der mutierten DNA vmut nicht
auftrat. Weiterhin war zu sehen, daB3 auch im 200 mM NaCl DurchfluBB der
Affinitatssaule noch erhebliche Mengen dieses Proteins vorhanden waren
(Abbildung 35). Die Gelretardation mit der 2 M NaCl Fraktion fUhrte zu
einem der 400 mM NaCl Fraktion entsprechenden Ergebnis, jedoch war die
Intensitat der retardierten Bande sehr gering (nicht gezeigte Daten). In
allen anderen Fraktionen war, wie nach Analyse der Fraktionen auf dem
SDS-Polyacrylamidgel zu erwarten, keine retardierte Bande zu sehen.

Die konzentrierte 400 mM NacCl Fraktion wurde anschlieBend in einem
Kompetitionsexperiment mit unmarkierter DNA vakt bzw vmut eingesetzt
um die Spezifitat der Bindung zu kontrollieren. Es zeigte sich, daB mit
einem 200 bzw 400 fachen UberschuB an unmarkierter spezifischer DNA
keine Bindung an die *?P markierte DNA vakt mehr erfolgte. Die
unspezifische Kompetition ergab erst bei einem 400 fachem UberschuB an
unmarkierter DNA vmut eine leichte Abnahme der Intensitat der
retardierten Bande (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Gelretardation mit den Fraktionen von der sequenzspezifischen Affinititssiule.

A: Die Fraktionen der Affinitdtschromatographie wurden in einem Gelretardationsexperiment eingesetzt. Die
Abbildung zeigt die Autoradiographie des getrockneten Gels. Die Spuren 1 und 2 enthalten als Negativkontrolle
die Bindereaktion der spezifischen DNA vakt (v) bzw. der mutierten DNA vmut (m) ohne Zusatz von Protein.
Die Spuren 3 bis 12 enthalten die Bindereaktion der Affinititschromatographiefraktionen. Spur 3 und 4:
Durchflufl (FT) der Affinititschromatographie bei 200 mM NacCl; Spur 5 und 6: 400 mM NacCl Fraktion; Spuren
7 und 8: 600 mM NaCl Fraktion; Spuren 9 und 10: 1 M NaCl Fraktion; Spuren 11 und 12: 2 M NaCl Fraktion.
B: Kompetitionsexperiment mit der 400 mM Fraktion der Affinitdtschromatographie. Autoradiographie des
getrockneten Gels. Spur 1 und 2a/b: Bindereaktion ohne Zusatz von Kompetitor-DNA (v=DNA vakt, m=DNA
vmut); Spur 3 und 4: spezifische Kompetition mit 200 bzw 400 fachem Uberschuf an unmarkierter DNA vakt
(200x ks bzw 400x ks); Spur 5 und 6: Kompetition mit 200 bzw 400 fachem Uberschufl an mutierter DNA vmut
(200x ku bzw. 400x ku). Der schwarze Pfeil markiert die freie DNA
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/ DISKUSSION

Methanococcus voltae besitzt vier Gengruppen die fur [NiFe]-
Hydrogenasen mit unterschiedlichem Selengehalt kodieren. Die
Hydrogenasen Fru und Vhu haben ein Selenocystein als Bestandteil des
aktiven Zentrums. Die Gengruppen frc und vhc kodieren flr selenfreie
Isoenzyme die an der homologen Position ein Cysteincodon besitzen und
sind bei Anwesenheit von Selen im Medium negativ reguliert. Die
Regulation der Transkription der beiden selenfreien Hydrogenasen erfolgt
Uber cis-regulatorische Elemente die sich in der gemeinsame intergene
Region befinden, aus der heraus die Gengruppen divergierend
transkribiert werden.

Ziel dieser Arbeit war die Analyse der selenabhdangigen Regulation der
beiden selenfreien Hydrogenasen und die Identifizierung von daran

beteiligten transregulatorischen Faktoren.

7.1 Analyse der Reportergenexpression der

untersuchten Promotormutanten

Die intergene Region wurde zur Untersuchung der beiden Promotoren in
zwei voneinander unabhangige Fragmente geteilt. Reportergenfusionen
mit dem B-Glucuronidasegen aus E. coli und anschlieBende Transformation
von M. voltae mit diesen Konstrukten zeigte, daBB in Anwesenheit von
Selen im Medium die negative Regulation dieser nun von einander
unabhangigen Promotoren aufgehoben ist. Die Aktivitat des Reportergens
erreichte jedoch nicht den Wert der mit der gesamten intergenen Region
bei Abwesenheit von Selen gemessen wurde.

Im Einklang mit parallelen Untersuchungen zur negativen Regulation (Noll
et al., 1999) ist die Tatsache, daB3 die Heptamersequenzen keinen bzw.
einen sehr geringen EinfluB auf die Expression des Reportergens in
Anwesenheit von Selen haben. Die Aufhebung der negativen Regulation

war bei beiden isolierten Promotoren in der selben GréBenordnung. Die



7 Diskussion 100

gemessene B-Glucuronidaseaktivitat lag bei ca. 30% der intakten
intergenen Region in der jeweiligen Transkriptionsrichtung bei
Abwesenheit von Selen, obwohl die Transformante WPf (isolierter frc-
Promotor) im Gegensatz zur Transformante WPv (isolierter vhc-Promotor)
die Heptamersequenzen tragt. Somit hatte man bei einer Beteiligung der
Heptamere an der negativen Regulation eine, im Vergleich zum isolierten
vhc-Promotor, geringere Derepression erwartet.

Ein erster Hinweis auf eine mdgliche Aktivierung der Transkription der
selenfreien Hydrogenasen ergibt sich aus dem Befund, daB der isolierte
frc-Promotor auch eine Verringerte B-Glucuronidaseexpression in
Abwesenheit von Selen aufweist.

Die Suche nach weiteren beteiligten cis-regulatorischen Elementen fihrte
zur Identifizierung eines 11 bp groBen Sequenzmotivs, das sich strom-
aufwarts beider Promotoren befindet. Es wurde eine Mutagenese dieses
Sequenzmotivs durchgeflihrt, um die Relevanz fur die Expression der
beiden Gengruppen zu testen. Hierzu wurde die intergene Region in
beiden Transkriptionsrichtungen mit variierender Zusammensetzung aus
mutiertem bzw. unmutiertem frc- bzw. vhc-proximalem Sequenzmotiv an
das B-Glucuronidasegen fusioniert und die Expression des Reportergens in
M. voltae untersucht.

Die negative Regulation war von den Auswirkungen der Mutationen nicht
betroffen, sie wirkten sich jedoch in Abwesenheit von Selen auf beide
Promotoren unterschiedlich aus.

Der Verlust der vhc-proximalen Bindestelle hat eine drastische Reduktion
der Reportergenexpression bei beiden Promotoren zur Folge. Ein Verlust
des frc-proximalen Aktivatorelements fuhrte im Fall des vhc-Promotors zu
einem ahnlich starken Aktivitatsabfall wie im Fall des vhc-proximalen
Elements. Der frc-Promotor erreichte hingegen 60% der vollen Aktivitat.
Der Verlust beider Bindestellen und somit der Verlust der Aktivierung
resultierte in einem beinahe vollstdndigen Verlust der Expression durch
den frc-Promotor. Die Expression durch den vhc-Promotor wurde im

Vergleich zu den Einzelmutanten weiter reduziert.
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Die Aktivierung scheint flir die Funktion beider Promotoren essentiell zu
sein. Beide Promotoren benétigen das Zusammenwirken beider Aktivator-
elemente um die volle Expression zu gewahrleisten. Im Fall des vhc-
Promotors sind beide Bindestellen wichtig flr eine ausreichende
Aktivierung der Transkription. Die Expression durch den frc-Promotor
erreicht hingegen schon durch die vhc-proximale Bindestelle ein hohes
Niveau.

Die Messungen der Reportergenaktivitat zeigen, daB8 durch das 11 bp
Element eine Aktivierung der Transkription in Abwesenheit von Selen
vermittelt wird und daB eine Kooperativitat beider Bindestellen bei der
Aktivierung existiert.

Kooperative Bindung von Regulatorproteinen, auch an weit auseinander-
liegende Bindestellen, wurde z.B. flr den Repressor der aeroben
Expression der Photosysteme I und II in Rhodobacter capsulatus sowie flr
den Lac-Repressor in E. coli gefunden. In R. capsulatus bindet der
Repressor Crt] an zwei Operatoren in der Promotorregion des puc-
Operons (Photosystem II) die 240 bp auseinander liegen. Komplette
Repression der puc-Expression wird nur bei Bindung an beide Operatoren
erreicht, die von Crt] mit unterschiedlicher Affinitat gebunden werden
(Elsen et al., 1998). Die Repression durch den LacR wird durch
kooperative Bindung an drei Operatoren O1, 02 und O3 erreicht. Der
Operator O1 wird mit hoher Affinitat von LacR gebunden. Die Affinitat zu
03, der 92 bp stromaufwarts liegt, ist um den Faktor 300 geringer.
Veranderungen der Sequenz der Operatoren O2 und O3, oder des
Abstandes der Hilfsoperatoren O3 zu O1, flihren zu einer bis zu 100
fachen Reduktion der Repression (Mduller-Hill, 1998).

Vergleicht man die Messergebnisse mit den Ergebnissen der Deletions-
analyse (Noll et al., 1999) so ergibt sich eine Ubereinstimmung zwischen
den verschiedenen Aktivatormutanten und den entsprechenden

Deletionsmutanten.
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Die einzige Ausnahme stellt die Aktivitat des vhc-Promotors mit mutiertem
frc-proximalen Aktivatorelement dar (IRvfm). Die entsprechende
Deletionsmutante zeigte hier nur geringe Auswirkungen auf die
Reportergenexpression in Abwesenheit von Selen. Auch der isolierte vhc-
Promotor der Transformante WPv zeigte nur eine geringe Veranderung der
Reportergenexpression durch den Verlust des frc-proximalen Teils der
intergenen Region (Abbildung 36).

Der isolierte frc-Promotor (WPf) hat ebenfalls eine deutlich hdéhere
B—Glucuronidaseexpression als die Mutante IRfvm (vhc-proximale
Bindestelle mutiert, frc-proximale Bindestelle nicht mutiert). Der
Unterschied zwischen der Aktivatormutante IRfvm und der
entsprechenden Deletionsmutante (Noll et al., 1999) ist nicht so

gravierend wie im Fall des vhc-Promotors (Abbildung 36).

IRfvm | = = |- 5%

IRfA13 e <1%

WPf . 399,
IRvfm [H m o 13%
IRVA35 rwm— T 95%
WPv — — 96%

Abbildung 36: Vergleich der relativen Reportergen-
expression der unterschiedlichen Mutanten. Die Grafik
zeigt die Werte der Reportergenaktivitit in Abwesenheit von
Selen relativ zur Wildtyp-IR in der jeweiligen Trans-
kriptionsrichtung. Die Werte fiir die Deletionsmutanten
IRfA13 und IRvA35 sind entnommen aus Noll et al. (1999)

Deletionen in der intergenen Region haben einen EinfluB auf die
Aktivierung. Der Verlust von Sequenzbereichen die stromaufwarts des
jeweiligen Aktivatorelements liegen, fuhrt zu einer veranderten Expression
im Vergleich zu den Aktivatormutanten. Die Deletion dieser

Sequenzbereiche scheint einen Effekt auf das Expressionsverhalten des
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jeweiligen Promotors zu haben, der unabhangig vom Verlust der
Aktivierung ist. Dies bedeutet, daB fur die Betrachtung der Aktivierung in
vivo die Integritat der intergenen Region wichtig ist, da auBer den
Aktivatorelementen auch andere Sequenzbereiche einen EinfluB auf die

positive Regulation durch den Aktivator haben.

7.2 ldentifizierung des Aktivatorproteins

Anhand von Gelretardationsexperimenten mit Proteinfraktionen, die Uber
Heparinsepharose-Chromatographie erhalten wurden, konnte gezeigt
werden, daB in M. voltae ein Proteinkomplex existiert, der die
Aktivatorbindestelle spezifisch erkennt. Die Bindung erfolgt spezifisch an
die 11 bp groBe Sequenz, da eine eine identische DNA mit mutiertem 11
bp Sequenzmotiv zu keiner retardierten Bande, d.h. keiner Bindung,
flhrte. Die Versuche wurden mit einer DNA durchgeflihrt die vom vhc-
proximalen Sequenzmotiv abgeleitet wurde. Eine Bindung an das frc-
proximale Bindemotiv konnte nicht gezeigt werden.

Zusammen mit den Ergebnissen der Reportergentests, deutet dies auf
eine unterschiedliche Affinitat des Aktivatorkomplexes zu beiden
Bindestellen hin. Das vhc-proximale Aktivatorelement stellt die primare
Bindestelle dar. Die schon bei niedrigen lokalen Konzentrationen des
Aktivatorkomplexes besetzt wird und im Fall des frc-Promotors zu einer
schnellen Induktion der Expression fuhrt. Erst bei steigender lokaler
Konzentration wird durch kooperative Bindung eines zweiten Komplexes,
Uber eine Erhdhung der Affinitat zur zweiten Bindestelle, die Besetzung
des frc-proximalen Aktivatorelements erreicht und somit die volle
Expression beider Gengruppen.

Die weitere Aufreinigung der entsprechenden Proteinfraktion Uber
sequenzspezifische Affinitatschromatographie fuhrte zur Entdeckung eines

55 kD Proteins, das spezifisch an das Aktivatorelement bindet.
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Die Ausbeute des gereinigten Proteins war aus aerob gereinigtem
Zellextrakt von stationar gewachsenen Zellen deutlich kleiner als bei der
anaeroben Reinigung aus exponentiell gewachsenen Zellen. Zur Analyse
auf dem SDS-Polyacrylamidgel und in der Gelretardation wurde im ersten
Fall die Fraktion 500 fach ankonzentriert um eine Bande in der
Silberfarbung zu sehen, wohingegen bei der Reinigung aus exponentiell
gewachsenen Zellen eine 60 fache Konzentration ausreichend war. Dies
deutet auf eine hdéhere Konzentration des 55 kD Proteins in exponentiell
wachsenden Zellen hin.

Das Auftreten des 55 kD Proteins in unterschiedlichen Fraktionen der
Affinitatschromatographie spricht flir eine Modifikation des Proteins.
Aufgrund der gleichzeitigen Anderung zweier Parameter (aerobe
Aufreinigung aus stationar gewachsenen Zellen, anaerobe Aufreinigung
aus Zellen in der exponentiellen Phase) kann diese Veranderung nicht
exakt einer Ursache zugeordnet werden.

Das unterschiedliche Bindeverhalten des aerob und des anaerob
gereinigten Proteins deuten darauf hin, daB es sich um einen redox-
sensitives Protein handeln kénnte. Ein verdndertes Bindeverhalten
aufgrund unterschiedlicher Konzentrationen kann aufgrund der Intensitat
der Proteinbanden in den SDS-Polyacrylamidgelen ausgeschlossen
werden. So ist die Intensitat der Bande des aerob gereinigten Proteins
deutlich héher als die des anaerob gereinigten Proteins (Abbildung 33,
Abbildung 34). Die Gelretardationsexperimente wurden jeweils mit den
gleichen Konzentraten durchgeflihrt.

Die postulierte sauerstoffempfindliche Komponente des Aktivators ist fir
die Bindung an die DNA ndtig. Ein dhnliches Verhalten wurde bei der
Reinigung des Transkriptionsfaktors Fnr aus E. coli beobachtet. Fnr ist ein
Redoxregulator in E. coli, der bei der Regulation der verschiedensten Gene
sowohl als Aktivator, als auch als Repressor eine Rolle spielt. Fnr bindet
als Homodimer und enthalt einen [4Fe-4S]-Cluster pro Untereinheit, der

bei Exposition an Sauerstoff erst zu zwei [2Fe-2S]-Clustern zerfallt, die
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dann bei langerer Exposition verloren gehen. Der Verlust des [4Fe-4S]-
Clusters geht einher mit dem Verlust der DNA-Bindung (Bauer et al.,
1999).

Aufgrund der geringen Konzentration des Aktivatorproteins in der
gereinigten Fraktion ist keine charakteristische Farbe der Proteinlésung zu
beobachten. Es kann daher anhand der Farbe der Proteinldsung keine
Aussage Uber eine mogliche redoxempfindliche prostetische Gruppe wie
[Fe-S]-Cluster oder ein Flavin getroffen werden.

Die Aktivatorbindestelle umfaBt eine Sequenz die dem Konsensus der
methanogenen TATA-Box entspricht. Durch Western-Blot Analyse konnte
demonstriert werden, daB es sich bei dem Bindeprotein nicht um TBP
handelt. Durch Analyse der Reportergen mRNA aus der Transformante IRf
konnte weiterhin gezeigt werden, daB es sich bei der mdglichen TATA-Box
im vhc-proximalen Aktivatorelement nicht um einen sekundaren Promotor
handelt. Somit wurde die in der Gelretardation erhaltene Bande mit der
von der vhc-proximalen Sequenz abgeleiteten DNA nicht durch Bindung

von TBP erhalten.

7.3 Modell der Bindung des Aktivators

Anhand der Gelretardationsexperimente ist zu sehen, daB sich bei héheren
Konzentrationen des teilgereinigten Proteinextraktes ein zweiter Komplex
ausbildet, der zu einer zweiten retardierten Bande fihrt.

Es kann keine Aussage darlUber getroffen werden, ob es sich dabei um ein
Homodimer des Aktivators, oder um ein Heterodimer mit einem zweiten
Protein handelt. Naheren AufschluB3 dariber kénnte eine kovalente
Kopplung des Proteinkomplexes an die DNA durch UV-Behandlung und
eine anschlieBende Proteingelelektrophorese erbringen. Durch native
Gelelektrophorese des gereinigten Proteins kdnnte festgestellt werden ob

es sich im nativen Zustand um ein Homodimer handelt.
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Die intergene Region hat einen sehr hohen AT-Gehalt von 82%. Dieser
wird unter anderem durch viele poly-A und poly-T Blécke erreicht. Es ist
bekannt, daB diese zu einer intrinsischen Krimmung der DNA flhren
(Nelson et al., 1987; Crothers et al., 1990). Entsprechende Ergebnisse
wurden flur die intergene Region aus elektrophoretischen Mobilitatstests
erhalten (Muller, unverdffentlichte Ergebnisse). Modelliert man die
Struktur der gesamten intergenen Region so ergibt dies eine zentrale
intrinsische Krimmung der DNA (Abbildung 37). Zusatzlich zu dieser
Krimmung ist es mdglich, daB die Struktur der intergenen Region durch

Verpackung der DNA in Nukleosomen weiter verandert ist.

Abbildung 37: Modellierte Struktur der intergenen Region. Die Struktur der intergenen Region
wurde nach dem Elektrophorese Model (Bolshoy et al., 1991) auf dem model.it-Server berechnet
(http://www2.icgeb.trieste.it/~dna/model_it.html). Die Pfeile deuten die Richtung der Transkription
an. In griin, raumerfiillend dargestellt und mit A bezeichnet ist die Aktivatorbindestelle.

Diese Krimmung fiuhrt dazu, daB beide Bindestellen einander gegentliber
liegen. Die Berechnung der Struktur basiert ausschlieBlich auf Ablenk-
winkeln einzelner Dinukleotide von der geraden Helixachse, wie sie aus

Elektrophoresedaten gewonnen wurden (Bolshoy et al., 1991).
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Anhand der Reportergentests und der Gelretardationsexperimente laBt
sich folgende Hypothese der Bindung des Aktivatorkomplexes erstellen:
Die Bindung erfolgt primar an der vhc-proximalen Bindestelle. Die Bindung
des Aktivatorkomplexes fuhrt zu einer Induktion der Transkription in frc-
Transkriptionsrichtung. Die intrinsische Krimmung der DNA und eine
eventuelle weitere Krimmung durch die Bindung des ersten Komplexes
fuhrt zur Rekrutierung eines zweiten Aktivatorkomplexes an die frc-

proximale Bindestelle und zu vollen Induktion beider Promotoren.

7.4 Mechanismus der Aktivierung

Bei sinkender Selenkonzentration in seiner Umwelt wird ein Punkt erreicht,
an dem die Verfligbarkeit von Selen flr die Synthese der selenhaltigen
Hydrogenasen limitierend wird. Methanococcus voltae verfligt mit den
Gengruppen der selenfreien Hydrogenasen Uber die Méglichkeit die
sinkende Verflugbarkeit der selenhaltigen Enzyme auszugleichen. Bei
geringerer Syntheserate oder Verlust der selenhaltigen Enzyme stehen flr
die Methanogenese nicht mehr gentgend Reduktionsequivalente zur
Verfligung. Aufgrund der mdglichen Redoxempfindlichkeit des 55 kD
Proteins IaBt sich vermuten, daB der Aktivator das Redoxpotential
innerhalb der Zelle Gberwacht und bei geringer Verfligbarkeit von
Redoxequivalenten aktiv wird. Dies erklart das Vorhandensein des
Aktivators unabhangig von der Anwesenheit von Selen.

Die doppelte Kontrolle der Transkription der selenfreien Hydrogenasen
sowohl durch negative als auch durch positive Regulation legt nahe, daB
eine graduelle Erganzung der selenhaltigen durch selenfreie Hydrogenasen
erreicht werden kann.

Ein entsprechender Mechanismus wurde flr die Cytochrom o und
Cytochrom d Oxidasen (Cyo und Cyd) aus E. coli in Abhangigkeit der
Sauerstoffkonzentration gefunden. Im Fall der Cytochrom o- und
Cytochrom d-Oxidasen wird dies durch die Transkriptionsfaktoren Fnr und
ArcA erreicht (Cotter und Gunsalus, 1992; Cotter et al., 1997). Cytochrom



7 Diskussion 108

d-Oxidase hat eine hohere Affinitat zu Sauerstoff als Cytochrom o-
Oxidase. Beide Gengruppen werden je nach Verfluigbarkeit von Sauerstoff
reguliert. Im aeroben Bereich erfolgt ausschlieBlich die Expression des
cyoABCDE Operons. Bei abnehmender Sauerstoffkonzentration erfolgt die
graduelle Expression des cydAB Operons. Fnr wirkt hierbei als Repressor
beider Cytochromoxidasen in Abwesenheit von Sauerstoff. ArcA reprimiert
die anaerobe Expression der Cytochrom o-Oxidase und aktiviert die
aerobe und anaerobe Cytochrom d-Oxidase Expression.

Die frihe Induktion der frc-Transkription bei niedrigen lokalen
Aktivatorkonzentrationen (nur vhc-proximale Bindestelle besetzt)
reflektiert die unterschiedlichen Aufgaben der durch die beiden
Promotoren transkribierten Hydrogenasen. Zusatzlich zur Bereitstellung
von Reduktionsequivalenten in Form von F.xoH: flir die Reduktion von
N’,N'°-methenyl-HsMPT zu N°,N!*°-methylen-HsMPT und weiter zu
N>-methyl-H,sMPT, ist die Fs-reduzierende Hydrogenase in M. voltae auch
an der Reduktion des, neben Methan, als Endprodukt entstehenden
Heterodisulfids (CoB-S-S-CoM) beteiligt (Brodersen et al., 1999). In
Methanothermobacter marburgensis wird diese Funktion von der Faxo-
nichtreduzierenden Hydrogenase Ubernommen (Setzke et al., 1994). Ein
Verlust der selenhaltigen Fio-reduzierenden Hydrogenase bei Selenmangel
wirkt sich somit an zwei unterschiedlichen Stellen der Methanogenese aus.
Die bisher in Archaea identifizierten Regulatorproteine sind, im Gegensatz
zu den basalen Transkriptionsfaktoren, ahnlicher zu Regulatoren
eubakterieller Systeme. Die Aktivierung der Transkription in E. coli erfolgt
entweder Uber Bindestellen in der Nahe der -10 und -35 Region, oder Uber
Enhancer-Elemente die sich in gréBerer Distanz zum Kernpromotor
befinden. Die Aktivierung wird im ersten Fall durch Wechselwirkung des
Aktivators mit der ¢”° oder der a-Untereinheit des Holoenzyms erreicht und
fuhrt zu einer Stabilisierung der Bindung der RNA-Polymerase an den

Promotor bzw. zu einer Vereinfachung der Bildung des offenen Komplexes
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(Hochschild und Dove, 1998). Im zweiten Fall erfolgt die Interaktion mit
dem alternativen Sigmafaktor ¢** und fihrt in der Regel zur Aktivierung
des vorher inaktiven Holoenzyms (Gralla, 1996).

Die Aktivierung der Transkription in Eukaryoten ist aufgrund der Vielzahl
der an der Transkription beteiligten Faktoren deutlich komplexer.
Aktivierung kann durch Veranderung der Chromatinstruktur erreicht
werden, wodurch der Zugang der basalen Transkriptionsfaktoren zum
Promotor erleichtert wird. Dies geschieht durch Acetylierung oder
Methylierung der Nukleosomen (Ogbourne und Antalis, 1998), oder durch
ATP-abhangige Mobilisierung der Nukleosomen, wie im Fall des Swi/Snf-
Komplexes (Sudarsanam und Winston, 2000). Aktivierung bei der
Initiation der Transkription erfolgt entweder durch direkte Wechselwirkung
des Aktivatorproteins mit TBP, TFIIB, den TBP-assoziierten Faktoren
(TAFs) oder dem Mediator (Tijan und Maniatis, 1994; Ranish und Hahn,
1996). Die Wechselwirkung kann auch indirekt Gber Koaktivatoren
erfolgen (Ogbourne und Antalis, 1998; Malik und Roeder, 2000).

Die Entfernung der Aktivatorbindestellen zur TATA-Box des
entsprechenden Promotors sind sehr unterschiedlich. Um mit den
Komponenten der basalen Transkriptionsmaschinerie interagieren zu
kédnnen, muB sich der Aktivatorkomplex in raumlicher Nahe dazu befinden.
Der Komplex aus TBP und TFB bedeckt einen 24 bp groBen Bereich von
-19 bis -42, TBP alleine bedeckt nur einen 15 bp groBen Bereich von -20
bis -34 (Hausner et al., 1996). Im Fall des vhc-proximalen Aktivator-
elements an Position -58 bis -68, mit einer Distanz von 27 bp zwischen
der Aktivatorbindestelle und der TATA-Box, ist eine direkte Interaktion mit
TBP oder TFB mdglich. Die Aktivierung kénnte somit durch effizientere
Promotorerkennung erfolgen. Im Fall des frc-Promotors liegt die
Aktivatorbindestelle jedoch an Position -116 bis -126 mit einer Distanz von
86 bp zur TATA-Box. Eine Interaktion mit dem TBP/TFB-Komplex oder der

RNA-Polymerase ist ohne zusatzliche Faktoren wie z.B. eine starke
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Krimmung der DNA (intrinsische Krimmung, Krimmung durch
Nukleosomen oder durch Bindung des Aktivatorkomplexes) nicht
wahrscheinlich.

Aufgrund der Orientierung des vhc-proximalen Aktivatorelements auf der,
im Vergleich zur TATA-Box, anderen Seite der DNA, scheint eine
Interaktion des Aktivators mit TBP unwahrscheinlich (Abbildung 38).

frc-Promotor vhc-Promotor

TATA

TATA

Abbildung 38: Struktur des frc- und vhc-Promotors. Die Strukturen wurden auf dem model.it-Server nach
dem Elektrophorese-Modell berechnet. Der obere Strang is jeweils raumerfiillend dargestellt. In hellgriin ist
das Startcodon (Sc), in hellblau der Transkriptionsstart (Ts), in dunkelblau die TATA-Box (TATA) und in
griin die Aktivatorbindestelle (A) dargestellt.

Entsprechend der Position der Bindestellen ist es wahrscheinlich, daB auch
die Bindung von TBP und Aktivatorkomplex auf unterschiedlichen Seiten
erfolgt. Eine ausreichende Krimmung der DNA Uber die kurze Distanz von
27 bp, um dennoch einen Kontakt herzustellen, ist unwahrscheinlich. Im
Fall des frc-proximalen Aktivatorelements liegen die Aktivatorbindestelle
und die TATA-Box auf derselben Seite der DNA. Zusatzlich zur
intrinsischen Krimmung der DNA ist auch eine weitere Veranderung der
DNA Struktur durch die Bindung des Aktivators mdglich. Somit ware hier
die Moglichkeit einer TBP-Aktivator-Wechselwirkung gegeben.
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Da die Besetzung der vhc-proximalen Aktivatorbindestelle zu einer starken
Aktivierung des frc-Promotors flihrt, muB eine Wechselwirkung mit diesem
Promotor stattfinden. Eine Induktion des vhc-Promotors erfolgt nach der
Rekrutierung des zweiten Aktivatorkomplexes an die frc-proximale
Bindestelle. Die Rekrutierung erfolgt kooperativ durch Erhéhung der
Affinitat des Aktivatorkomplexes zur zweiten Bindestelle.

Eine Wechselwirkung des Aktivatorkomplexes mit der RNA-Polymerase
wird aufgrund der Ahnlichkeit der bisher gefundenen Transkriptions-
faktoren und ihrer Ahnlichkeit zu bakteriellen Regulatoren als
wahrscheinlich angesehen. Die Aktivierung kénnte somit durch
vereinfachte Rekrutierung der RNA-Polymerase oder durch effektivere

Bildung des offenen Komplexes erfolgen.

© ©

A TATA +1
vhc rC
+1 TATA /
e ———

v
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| 100 bD:

Abbildung 39: Modell der Aktivierung der selenfreien Hydrogenasen fic und vhc. Die intergene Region
ist schematisch dargestellt. Der schwarze Pfeil (+1) gibt den Transkriptionsstart wieder. Die hellgraue Box
stellt die TATA-Box dar (TATA). Die Aktivatorbindestellen sind als dunkelgriine Boxen angegeben. Der
hellgriine Kreis (A) stellt den Aktivatorkomplex dar. Der Grad der Aktivierung des jeweiligen Komplexes auf
die verschiedenen Promotoren ist anhand der Dicke der griinen Pfeile dargestellt. Nach Rekrutierung des
Aktivators an die vhc-proximale Bindestelle erfolgt die Induktion der fic-Transkription und die Rekrutierung
des zweiten Aktivators an die fic-proximale Bindestelle. Durch das Zusammenwirken beider
Aktivatorkomplexe erreichen beide Promotoren die volle Aktivitét.
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8 AUSBLICK

Die genauere Charakterisierung des Aktivatorproteins durch N-terminale
Sequenzierung und das anschlieBende Auffinden des Gens aus einer

M. voltae Genbank sind sicherlich die primaren Ziele weitergehender
Arbeit an der positiven Regulation. Aufgrund der aus der DNA-Sequenz
des Gens abgeleiteten Proteinsequenz lassen sich Aussagen uber den
Grund der Sauerstoffempfindlichkeit des Proteins, d.h. mdgliche
redoxempfindliche Kofaktoren bzw. prostetische Gruppen, treffen.

Ein Knockout des Aktivatorgens in den bestehenden Reportergen-
transformanten kann zur Bestatigung der Aktivatormutanten
herangezogen werden.

Die UV-Vernetzung des Aktivatorkomplexes mit der DNA kann zur
weiteren Aufklarung seiner Komponenten beitragen und eine Aussage
dariber zulassen, ob ein Homodimer oder ein Heterodimer mit einem
zweiten Protein vorliegt.

Durch DNasel-Footprints kann die genaue Lage des Aktivators auf der
intergenen Region und somit die Bindestelle besser definiert werden.
Ein weiteres Ziel wird die Aufkldarung des genauen Mechanismus der
Aktivierung sein. Dies kann durch Transkriptionsassays in vitro und durch
DNasel-Footprints des Aktivators zusammen mit den basalen
Transkriptionsfaktoren TBP und TFB sowie der RNA-Polymerase erreicht

werden, um Wechselwirkungen mit diesen Faktoren festzustellen.
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