
Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der Fakultät für

Chemie und Pharmazie der Ludwig-Maximilians-Universität München

Signaltransduktion durch Zwei-Komponenten

Systeme in dem halophilen Archaeon

Halobacterium salinarum

Andy Wende

aus Guben

2006





Erklärung

Diese Dissertation wurde im Sinne von § 13 Abs. 3 bzw. 4 der Promotionsordnung vom

29. Januar 1998 von Herrn Prof. Dr. Dieter Oesterhelt betreut.

Ehrenwörtliche Versicherung

Diese Dissertation wurde selbständig, ohne unerlaubte Hilfe erarbeitet.

München, am 20. Juli 2006

. . . . . . . . . . . . . . . . . .

Andy Wende

Dissertation eingereicht am: 28.04.2006

1. Gutachter: Prof. Dr. Dieter Oesterhelt

2. Gutachter: Prof. Dr. Kirsten Jung

Mündliche Prüfung am: 19.07.2006





für Marcella

Wissenschaft

Einem ist sie die hohe, himmlische Göttin, dem anderen

Eine tüchtige Kuh, die ihn mit Butter versorgt.

Johann Wolfgang von Goethe





I

Inhaltsverzeichnis

1 Zusammenfassung 1

2 Einleitung 3

2.1 Der archaeale Einzeller Halobacterium salinarum . . . . . . . . . . . . . 3

2.2 Regulation durch Zwei-Komponenten Systeme . . . . . . . . . . . . . . . 5

2.3 Zwei-Komponenten Systeme in H. salinarum . . . . . . . . . . . . . . . . 9

2.4 Zielsetzung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10

3 Ergebnisse 11

3.1 Bioinformatische Analyse der ZKS von H. salinarum . . . . . . . . . . . 11

3.1.1 Die halobakteriellen Kandidatengene bzw. -proteine . . . . . . . . 15

3.1.2 Homologien der Sensorbereiche der Histidinkinasen . . . . . . . . 18

3.1.3 Verwandschaftsanalyse der Histidinkinasen . . . . . . . . . . . . . 22

3.1.4 Analyse der Effektorbereiche der Antwortregulatoren . . . . . . . 23

3.1.5 Verwandschaftsanalyse der Empfängerdomänen . . . . . . . . . . 25

3.1.6 Zusammenfassung der bioinformatischen Analyse . . . . . . . . . 26

3.2 Phosphatabhängiges Verhalten von H. salinarum . . . . . . . . . . . . . 28

3.2.1 Phosphatabhängige Genregulation in Bakterien . . . . . . . . . . 28

3.2.2 Anhaltspunkte im Genom von H. salinarum . . . . . . . . . . . . 29

3.2.3 Phosphatabhängigkeit der Zelldichten . . . . . . . . . . . . . . . . 30

3.2.4 Expression von Alkalischer Phosphatase in H. salinarum . . . . . 31

3.2.5 Phosphatmangel induzierte Dynamik des Transkriptoms . . . . . 32

3.2.6 Validierung und Quantifizierung der Geninduktionen . . . . . . . 48

3.2.7 Analyse der intrazellulären Phosphatkonzentration . . . . . . . . 51

3.2.8 Eruierung des Signalwegs zum Pho-Regulon . . . . . . . . . . . . 54



II Inhaltsverzeichnis

3.2.9 Phosphatabhängige Taxis von H. salinarum . . . . . . . . . . . . 55

3.2.10 Zusammenfassung des phosphatabhängigen Verhaltens . . . . . . 64

3.3 Die PAS-Domäne der Histidinkinase OE3855R . . . . . . . . . . . . . . . 66

3.3.1 Heterologe Expression von PAS3855 in E. coli . . . . . . . . . . . 69

3.3.2 Kofaktor und Rekonstitution von PAS3855 . . . . . . . . . . . . . 71

3.3.3 Größenbestimmung von PAS3855 durch Gelfiltration . . . . . . . 72

3.3.4 Optische Eigenschaften der PAS3855-Holodomäne . . . . . . . . . 73

3.3.5 Gelfiltration von deoxy-PAS3855 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76

3.3.6 Phänotyp der Deletionsmutante ∆OE3855R . . . . . . . . . . . . 77

3.3.7 Zusammenfassung für PAS3855 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78

4 Diskussion 81

4.1 Bioinformatische Analyse der halobakteriellen ZKS . . . . . . . . . . . . 81

4.1.1 Die Verbreitung der ZKS in den drei Reichen . . . . . . . . . . . . 81

4.1.2 Die halobakteriellen HK und RR . . . . . . . . . . . . . . . . . . 82

4.2 Phosphatabhängiges Verhalten auf Ebene der Genregulation . . . . . . . 85

4.2.1 Kritische Phosphatkonzentration . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86

4.2.2 Alkalische Phosphatase als Messgröße des Phosphatstresses . . . . 86

4.2.3 Transkriptomanalyse der Phosphatstressantwort . . . . . . . . . . 87

4.2.4 Der Phosphatspeicher und seine Bedeutung . . . . . . . . . . . . 93

4.2.5 Der Weg vom auslösenden Signal bis zur zellulären Reaktion . . . 96

4.3 Die Phosphattaxis von H. salinarum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100

4.3.1 Phosphattaxis im Prokaryotenreich . . . . . . . . . . . . . . . . . 100

4.3.2 Auslöser und Sensoren der halobakteriellen Phosphattaxis . . . . 100

4.3.3 Transkriptomanalyse und Ringwanderung . . . . . . . . . . . . . 102

4.4 Die PAS-Domäne von OE3855R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103

4.4.1 PAS-Domänen allgemein und in H. salinarum . . . . . . . . . . . 103

4.4.2 Die Expression von PAS3855 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104

4.4.3 Die Oligomerisierung von PAS3855 . . . . . . . . . . . . . . . . . 105

4.4.4 Die Wechselwirkungen zwischen Häm B und PAS3855 . . . . . . . 107

4.4.5 Die physiologische Bedeutung von OE3855R . . . . . . . . . . . . 108



Inhaltsverzeichnis III

5 Materialien und Methoden 111

5.1 Materialien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111

5.1.1 Stämme . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111

5.1.2 Plasmide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111

5.1.3 Oligonukleotide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113

5.1.4 Antikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 114

5.1.5 Chemikalien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 114

5.1.6 Enzyme, Proteine, Marker . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115

5.1.7 Kommerzielle Kits . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115

5.1.8 Sonstige Materialen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115

5.1.9 Geräte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115

5.1.10 Computerprogramme, Datenbanken etc. . . . . . . . . . . . . . . 117

5.2 Allgemeine Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 117

5.2.1 Absorptionsmessungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 117

5.2.2 Antibiotika . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 117

5.3 Mikrobiologische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 118

5.3.1 Propagierung und Aufbewahrung von E. coli . . . . . . . . . . . . 118

5.3.2 Propagierung und Aufbewahrung von H. salinarum . . . . . . . . 118

5.3.3 „Chemical-in-cuvette“-Test . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 119

5.4 Molekularbiologische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 120

5.4.1 Isolierung chromosomaler DNA aus H. salinarum . . . . . . . . . 120

5.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli . . . . . . . . . . . . . . 120

5.4.3 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA . . . . . . . . . . 120

5.4.4 Ligation von DNA-Fragmenten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 121

5.4.5 Transformation von E. coli -Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 121

5.4.6 Transformation von H. salinarum-Zellen . . . . . . . . . . . . . . 122

5.4.7 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen . . . . . . . . . 123

5.4.8 Polymerasekettenreaktionen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124

5.4.9 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Lösungen . . . . . . . . 125

5.4.10 Reinigung von DNA-Fragmenten . . . . . . . . . . . . . . . . . . 126

5.4.11 Southern Blot und Hybridisierung von DNA . . . . . . . . . . . . 126

5.4.12 Isolierung von Gesamt-RNA aus H. salinarum . . . . . . . . . . . 128



IV Inhaltsverzeichnis

5.4.13 DNase-Behandlung der Gesamt-RNA . . . . . . . . . . . . . . . . 128

5.4.14 Synthese von cDNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 128

5.4.15 Herstellung von Mikroarrays . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 129

5.4.16 Prähybridisierung eines Mikroarrays . . . . . . . . . . . . . . . . . 130

5.4.17 Hybridisierung der cDNA auf dem Mikroarray . . . . . . . . . . . 130

5.5 Biochemische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 131

5.5.1 Heterologe Expression von 6xHis-OE3855R-PAS . . . . . . . . . . 131

5.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) . . . . . . . . 132

5.5.3 Detektion von Proteinen nach PAGE . . . . . . . . . . . . . . . . 133

5.5.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen . . . . . . . . . . . . . . 133

5.5.5 Gelfiltration von PAS3855 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 134

5.5.6 MS-Analyse von Proteinen und Kofaktoren . . . . . . . . . . . . . 134

5.5.7 Phosphatase-Aktivitätsmessungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 134

5.5.8 Messung intrazellulärer Phosphatkonzentrationen . . . . . . . . . 135

5.6 Bioinformatische Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 136

5.6.1 Sequenzvergleiche, Ähnlichkeitsanalysen, Klonierungen . . . . . . 136

5.6.2 Sekundärstrukturvorhersage und Modellierung . . . . . . . . . . . 136

5.6.3 Phylogenetische Analysen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 136

5.6.4 Programme zur RT-qPCR-Analyse . . . . . . . . . . . . . . . . . 136

5.6.5 Array-Auswertung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 137

6 Abkürzungsverzeichnis 139

7 Anhang 141

7.1 Gennummern der Transkriptomanalyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141

7.2 Verwendete Abkürzungen von Speziesnamen . . . . . . . . . . . . . . . . 142

7.3 Aminosäuresequenzen für phylogenetische Analysen . . . . . . . . . . . . 143

Literaturverzeichnis 147

Danksagung 157

Lebenslauf 159



V

Abbildungsverzeichnis

2.1 Phylogenetischer Stammbaum nach Woese . . . . . . . . . . . . . . . . . 4

2.2 Salzsee mit Halobakterien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5

2.3 Schema eines Zwei-Komponenten Systems . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

2.4 Systematik von HK und RR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

3.1 Sequenzvergleich von Histidinkinasedomänen . . . . . . . . . . . . . . . . 12

3.2 Strukturen der Histidinkinase EnvZ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13

3.3 Sequenzvergleich von Empfängerdomänen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

3.4 Strukturen der Antwortregulatoren CheY und OmpR . . . . . . . . . . . 14

3.5 PAS-Domäne von HERG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

3.6 Verwandschaftsanalyse der Histidinkinasen . . . . . . . . . . . . . . . . . 22

3.7 Analyse der Effektorbereiche von Antwortregulatoren . . . . . . . . . . . 24

3.8 Verwandschaftsanalyse der Empfängerdomänen . . . . . . . . . . . . . . 25

3.9 Erkenntnisse bezüglich der Wechselwirkungen der HK und RR . . . . . . 27

3.10 Pho-Repressorkomplex in E. coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

3.11 Phosphatabhängige Wachstumsdichten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30

3.12 Charakteristika der Alkalischen Phosphatase von H. salinarum . . . . . . 32

3.13 Aph-Expression während des Wachstums . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

3.14 Schema der Induktion des Phosphatmangels . . . . . . . . . . . . . . . . 34

3.15 Schemata des Arrays und des Farbstoffwechsels . . . . . . . . . . . . . . 34

3.16 Flussdiagramm der Verarbeitungsschritte der Arraydaten . . . . . . . . . 35

3.17 Vulkan-Diagramm der 2h-Mikroarrays . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36

3.18 Phosphat-Mikroarrays - Phosphatrelevante Gene . . . . . . . . . . . . . . 37

3.19 Phosphat-Mikroarrays - Gene der Atmungskette . . . . . . . . . . . . . . 39



VI Abbildungsverzeichnis

3.20 Biosynthese von funktionellem Bacteriorhodopsin . . . . . . . . . . . . . 41

3.21 Phosphat-Mikroarrays - Gene für die lichtgetriebene Energiegewinnung . 42

3.22 Phosphat-Mikroarrays - Arginin- u. CarbP-Metabolismus . . . . . . . . . 43

3.23 Veränderung des Arginin- und Carbamoylphosphatstoffwechsels . . . . . 43

3.24 Phosphat-Mikroarrays - Stressaktivierte Gene . . . . . . . . . . . . . . . 44

3.25 Phosphat-Mikroarrays - Fla / Htr . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45

3.26 Phosphat-Mikroarrays - Gene der Gasvesikel . . . . . . . . . . . . . . . . 46

3.27 Phosphat-Mikroarrays - Gene der Transkription und Translation . . . . . 47

3.28 Nachweis von Effizienz und Spezifität der qPCR . . . . . . . . . . . . . . 49

3.29 Anwendung der 2∆∆Ct-Methode . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50

3.30 Abhängigkeit der aph-Induktion von [Pintra] . . . . . . . . . . . . . . . . 53

3.31 Schematische Darstellung des CIC-Tests . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

3.32 Chemotaktische Wirkung von Phosphat im CIC-Test . . . . . . . . . . . 57

3.33 Zeitlicher Verlauf der chemotaktischen Reaktion auf Phosphat . . . . . . 58

3.34 Beschreibung des Phänotyps der Phosphattaxis . . . . . . . . . . . . . . 59

3.35 Quantitative Bestimmung der pNp-Absorptionen . . . . . . . . . . . . . 60

3.36 Bestimmung der pNp-Konzentrationen an den Zellringen . . . . . . . . . 60

3.37 Phosphattaxis von H. salinarum Flx15 ∆cheY . . . . . . . . . . . . . . . 62

3.38 Phosphattaxis und Wachstum von H. salinarum R1 ∆aph . . . . . . . . 63

3.39 Zusammenfassung des phosphatabhängigen Verhaltens . . . . . . . . . . 65

3.40 Sequenzvergleich von PAS-Domänen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

3.41 Phylogenetische Analyse von PAS-Domänen . . . . . . . . . . . . . . . . 67

3.42 Ähnlichkeit von Häm-PAS-Domänen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68

3.43 Modellierte 3D-Struktur und Homologie von PAS3855 . . . . . . . . . . . 69

3.44 Heterolog exprimiertes Polypeptid von OE3855R . . . . . . . . . . . . . . 70

3.45 Gelbilder der Reinigung von PAS3855 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70

3.46 Absorptionsspektren von PAS3855-Domäne . . . . . . . . . . . . . . . . . 71

3.47 Gelfiltration von PAS3855 mit und ohne Kofaktor . . . . . . . . . . . . . 72

3.48 Größenbestimmung der Gelfiltrationsversuche . . . . . . . . . . . . . . . 73

3.49 Absorptionsspektren von rekonstituierter PAS3855 . . . . . . . . . . . . . 74

3.50 Absorptionsspektren von EcDos und SmFixL . . . . . . . . . . . . . . . . 75

3.51 Gelfiltration von deoxy-PAS3855 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77



Abbildungsverzeichnis VII

3.52 Wachstumskurven von R1 ∆OE3855R vs. wildtyp . . . . . . . . . . . . . 78

4.1 Bioinformatische Analyse von PhoU-Homologen . . . . . . . . . . . . . . 98

5.1 Herstellung von Deletionsplasmiden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 112





IX

Tabellenverzeichnis

3.1 Histidinkinasen und Antwortregulatoren aus H. salinarum . . . . . . . . 16

3.2 BLAST von Sensorbereichen der Histidinkinasen . . . . . . . . . . . . . . 18

3.3 SMART von Sensorbereichen der Histidinkinasen . . . . . . . . . . . . . 20

3.4 Relevante Gene für die Phosphataufnahme durch H. salinarum . . . . . . 29

3.5 Zusammenfassung der Phosphat-Mikroarrays . . . . . . . . . . . . . . . . 37

3.6 RT-qPCR-Daten phosphatrelevanter Gene . . . . . . . . . . . . . . . . . 50

3.7 Höhe von [Pintra] nach 24h Hunger . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52

3.8 Aph-Tests von Deletionsstämmen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55

3.9 Höhe von [Pintra] nach 24h in BS mit verschiedenen P-Quellen . . . . . . 64





1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit diente der funktionellen Charakterisierung der Zwei-Kompo-

nenten Systeme (ZKS) des halophilen Archaeons Halobacterium salinarum. Von der Exi-

stenz mehrerer Histidinkinasen (HK) und Antwortregulatoren (RR) neben dem Chemo-

taxis-ZKS CheA/CheY weiss man nur aufgrund der Sequenzierung des Genoms. Folglich

fehlten bislang funktionelle Beschreibungen dieser Proteine. Die vorgelegte Dissertation

begann, diesen Mangel zu beheben. Den Laborversuchen war eine bioinformatische Be-

standsaufnahme vorgeschaltet, welche die Sensordomänen der HK, die Effektordomänen

der RR und die konservierten ZKS-Domänen beider Proteinklassen nach greifbaren An-

haltspunkten durchforstete. Diese Rasterfahndung vermochte jedoch nur bescheidene

Hinweise auf die Funktionen und Wechselwirkungen der HK und RR zu erbringen.

Die praktischen Arbeiten zur funktionellen Charakterisierung der halobakteriellen

ZKS basierten auf zwei unterschiedlichen Strategien. Der erste Ansatz bestand in dem

Versuch einer Funktionszuordnung über die Applikation eines Phosphatmangels, dem

alle bislang daraufhin untersuchten Prokaryoten durch eine exklusiv ZKS gesteuerte,

differentielle Genexpression entgegenwirken. Im zweiten Ansatz wurde mit OE3855R

eine der wenigen HK, deren Primärsequenz einen Hinweis auf die Proteinfunktion lie-

ferte, eingehend biochemisch analysiert.

Für die Phosphatmangelversuche musste zunächst geprüft werden, bei welchem Nähr-

stoffangebot H. salinarum in eine Unterversorgung gerät. Den Experimenten zufolge

limitiert ein Phosphatgehalt von weniger als 0,5mM im Medium die finale Wachs-

tumsdichte. Die mangelhafte Phosphatversorgung induziert das Gen aph, was zu ei-

ner verstärkten Produktion und Sekretion des Enzyms Alkalische Phosphatase führt.

Mikroarray-Analysen und RT-qPCR-Experimente deckten auf, dass das halobakterielle

Pho-Regulon mehrere ABC-Transportsysteme und verschiedene sekretierte Enzyme um-

fasst. Über die somit stark verbesserten Phosphataufnahmefähigkeiten hinaus ändert
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sich die Transkription einer Vielzahl weiterer Gene, wobei es sich wahrscheinlich um

sekundäre Effekte handelt. Während der Hungerphase verbraucht H. salinarum drei

Viertel seines intrazellulären Phosphatspeichers. Die massive Abnahme des Phosphat-

vorrats ist nicht nur die Folge der Mangelversorgung, sondern gleichzeitig verantwortlich

für die Induktion des Pho-Regulons. Das zuständige Regulatorprotein wurde bislang

nicht enttarnt. Durch Konstruktion mehrerer Deletionsstämme konnten klassische ZKS

als Signaltransduktoren überraschenderweise ausgeschlossen werden. Die Induktion von

Proteinen mit Homologien zu DNA bindenden Bereichen von Transkriptionsfaktoren

und zu dem regulatorischen Mediatorprotein PhoU deutet auf einen alternativen Regel-

kreis hin. Dieser wäre exklusiv für Archaea, da solche PhoU-Chimären ausschließlich in

archaealen Genomen zu finden sind. Von der Anpassung des Proteininventars abgesehen

orientieren H. salinarum-Zellen ihre Bewegungen an einem Phosphatgradienten. Diese

Chemotaxis wird durch Phosphatmangel induziert und durch das Zwei-Komponenten

System CheA-CheY vermittelt. Diese erstmalig in einem Archaeon nachgewiesene Phos-

phattaxis ist ausschließlich auf anorganisches Phosphat gerichtet.

Laut Primärsequenzanalyse besitzt die Histidinkinase OE3855R eine Häm bindende

PAS-Domäne (PAS3855) und könnte daher einen Sauerstoffsensor darstellen. Eine he-

terologe Expression von PAS3855 sollte dieser Hypothese Substanz verleihen. Das ex-

primierte Polypeptid enthielt geringe Mengen eines Kofaktors, der mittels Absorptions-

spektroskopie und LC-MS-Analyse als Häm des Typs B identifiziert wurde. Auf Basis

dieses Wissens erfolgte die Rekonstitution der Domäne mit HämB, was die Bildung eines

PAS-Tetramers induzierte. Die spektroskopische Analyse entlarvte große Ähnlichkeiten

zwischen den elektronischen Zuständen der zentralen Häm-Eisenionen von PAS3855 und

dem Häm bindenden Redoxsensorprotein Dos aus E. coli. Da die Reduktion von FeIII-

zu FeII-PAS3855 die Oligomerisierung der Domäne von einem Tetramer zu einem Dimer

veränderte, lag eine redoxabhängige Signalfunktion der Histidinkinase OE3855R nahe.

Die Deletion des kodierenden Gens führte zu keinem erkennbaren Phänotyp, weshalb

zum gegenwärtigen Zeitpunkt keine Aussage getroffen werden kann, ob diese HK in vivo

tatsächlich als Redox- oder auch Sauerstoffsensor fungiert.



2 Einleitung

2.1 Der archaeale Einzeller Halobacterium salinarum

Als das Leben vor etwa 4 Mrd. Jahren begann die Erde zu erobern, bestand es zunächst

aus einfach organisierten Zellen. Es dauerte 2,5 Mrd. Jahre, bis Organismen entstanden,

die eine stärkere Kompartimentierung inklusive einem Zellkern aufwiesen, und erst nach

weiteren 600 Mio. Jahren traten zunehmend mehrzellige Lebewesen auf den Plan der

Evolution.

Die heute auf unserer Erde lebenden Spezies werden in drei Domänen unterteilt: Bak-

terien, Archaeen und Eukaryoten [149]. Die eukaryotische Domäne besteht sowohl aus

makroskopischen, mit dem bloßen Auge sichtbaren Vertretern wie Tiere und Pflanzen,

als auch aus winzig kleinen Einzellern. Die Vielfalt an Bakterien- und Archaeenarten

hingegen offenbart sich nur unter dem Mikroskop, wobei die biochemische Variabilität

die morphologische noch weit übertrifft. Abgesehen von einigen filamentösen Spezies

wie Streptomyceten und manchen Cyanobakterien, welche sogar eine primitive Form

der Differenzierung zeigen, sind alle Bakterien und Archaeen einzellige Organismen.

Schätzungen zufolge kennen wir lediglich 1% der bakteriellen und archaealen Vertreter,

da nur eine kleine Zahl von ca. 5000 Arten überhaupt kultiviert werden kann [95].

Abbildung 2.1 zeigt einen anhand von rRNA-Sequenzen erstellten phylogenetischen

Stammbaum der einzelnen Domänen. Die Abbildung veranschaulicht die verwandschaft-

liche Nähe der archaealen ribosomalen RNA zu der rRNA der Eukaryoten. Entsprechend

zeigen die Promotorstruktur, der Transkriptionsapparat und Teile der Proteinbiosynthe-

semaschinerie deutliche Homologien zu denen der Eukaryoten. Morphologisch ähneln

Archaeen wiederum den Bakterien, da sie einzellig, kernlos und etwa gleichgroß sind wie

diese. Darüber hinaus weisen sie eine ähnliche Stoffwechselvielfalt auf wie Bakterien

und organisieren ihre Gene oftmals in polycistronischen Operons.

Neben diesen Ähnlichkeiten zu anderen Domänen besitzen Archaeen auch einige Al-
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Abbildung 2.1: Phylogenetischer Stammbaum nach Woese et al. [149]. Der anhand von rRNA-
Sequenzen erstellte Stammbaum zeigt die Verwandschaftsgrade der drei Domänen des Lebens zueinan-
der. Für jede Domäne ist ein Organismus namentlich aufgeführt.

leinstellungsmerkmale. Eines davon ist die Konstruktion der Zellhülle. Während sich

die Zellmembran bei allen bekannten Archaeen aus Etherlipiden aufbaut, unterscheidet

man Arten, deren Zellwände aus Pseudomurein, Glykolipid bzw. Glykoprotein bestehen

und solchen, die überhaupt keine Zellwand besitzen.

Bis vor kurzem glaubte man, Archaeen spezialisierten sich im Laufe der Evolution

ausschließlich auf extreme Habitate wie beispielsweise kochend heiße Quellen, stark al-

kalische Laugen oder bis zur Sättigung eingedampfte Salzseen. Aufgrund neuerer Unter-

suchungen weiss man heute jedoch, dass sie in moderaten Umgebungen genauso häufig

und artenreich anzutreffen sind wie Bakterien [27].

Halobacterium salinarum ist ein Mitglied der archaealen Familie Halobacteriaceae.

Es lebt in Salzseen, Wadis oder auch Salzgewinnungsanlagen (Abbildung 2.2). Die hier

vorherrschenden, für die meisten Organismen tödlichen Salzkonzentrationen sind für H.

salinarum essentiell, denn bei Konzentrationen von weniger als 18% NaCl verliert dieses

Archaeon seine Wachstumsfähigkeit. Die stäbchenförmigen, polar begeißelten Zellen

umgibt eine Zellwand aus Glykoprotein, dem sogenannten S-Layer. Als C-Quelle sowie

zur Energiegewinnung dienen ihnen hauptsächlich Aminosäuren [123]. Unter anaeroben

Bedingungen können DMSO bzw. TMAO an die Stelle des Sauerstoffs als terminalen

Elektronenakzeptor treten [87]. Außerdem ist H. salinarum in der Lage, Sonnenenergie

mit Hilfe des Bacteriorhodopsins zu nutzen, um unabhängig von Atmungs- und Gärungs-

prozessen einen Protonengradienten über die Zellmembran aufzubauen, mit dem ATP-

Synthese betrieben werden kann [90].
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Abbildung 2.2: Durch Halobakterien rosa gefärbter Salzsee.

2.2 Regulation durch Zwei-Komponenten Systeme

Die Interaktion mit ihrer Umwelt und die Reaktion auf veränderte Umweltreize ist für

alle Organismen lebenswichtig. Die Weiterleitung und Umwandlung eines Umweltrei-

zes in eine zelluläre Antwort wird allgemein als Signaltransduktion bezeichnet. Die so

ausgelösten Reaktionsstrategien einzelliger Organismen lassen sich grob in zwei Berei-

che gliedern. Der erste besteht in der Anpassung der Proteinausstattung an auftre-

tende Umweltveränderungen. Beispiele aus H. salinarum sind die Induktion von Genen

zur Argininfermentation durch den Transkriptionsfaktor ArgR [109], die Induktion der

Synthese der lichtgetriebenen Protonenpumpe Bacteriorhodopsin durch den Regulator

Bat [41] sowie die durch GvpD und GvpE gesteuerte Produktion von Gasvesikeln [50].

Die gerichtete Veränderung des eigenen Standorts hin zu einer vorteilhafteren Umge-

bung stellt die zweite Strategie dar und firmiert unter dem Begriff Taxie. H. salinarum

kann sowohl Licht, Sauerstoff als auch verschiedenste Chemikalien detektieren und seine

Schwimmrichtung entsprechend adaptieren. Dazu verfügt es über ein Sensorenspektrum

und Signaltransduktionssystem, das starke strukturelle und funktionelle Homologien zu

entsprechenden bakteriellen Systemen aufweist [107].

Die beiden wichtigsten Komponenten der Taxie vermittelnden Signaltransduktions-

kette sind die Histidinkinase CheA und der Antwortregulator CheY. Mittels dieser bei-

den Moleküle erfolgt die Weiterleitung des vom Sensorprotein aufgefangenen Signals

zum Flagellarmotor. Aktiviertes CheA phosphoryliert CheY, die Bindung von CheY∼P

an den Flagellarmotor lässt diesen seine Drehrichtung häufiger ändern. CheA und CheY

zählen zu den weit verbreiteten Zwei-Komponenten-Systemen (ZKS).
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Die große Bedeutung der Zwei-Komponenten Systeme für die Signalweiterleitung in

Bakterien wurde vor knapp 20 Jahren erkannt [88]. Seitdem fand man in Organismen

der drei Domänen des Lebens viele hundert Proteine dieser Klasse. Neben der Vermitt-

lung von gerichteten Zellbewegungen kennt man auch Systeme, die die Transkription von

einzelnen Genen oder ganzen Operons kontrollieren. Taxievermittelnde und transkripti-

onsregulierende Systeme unterscheiden sich unter anderem auch dadurch, dass sich die

Rezeptordomäne bei letzteren auf dem gleichen Polypeptidstrang befindet wie die Kina-

sedomäne. Im Folgenden richtet sich der Fokus auf solche ZKS, die die Transkription

bestimmter Zielgene kontrollieren.

Einen kleinen Einblick in die mannigfaltigen Umweltreize und zellulären Abläufe, die

von Zwei-Komponenten Systemen detektiert bzw. dirigiert werden, sollen die folgenden

Beispiele gewähren. Escherichia coli, eines der bestuntersuchten Bakterien überhaupt,

besitzt etwa 30 solcher Systeme. Hier steuern sie u.a. die Regulation des osmotischen

Drucks sowie die Aufnahme von Nitrat, Phosphat und verschiedenen Metallionen [156].

All diese Funktionen erfüllen sie durch die Aktivierung der Transkription entsprechender

Enzyme und Transporter. Sehr viele Bakterien nutzen ZKS zur Zelldichte abhängigen

Aktivierung von physiologischen Vorgängen („quorum sensing“). Pathogene wie Staphy-

lococcus aureus steuern so ihre Virulenz und Bacillus subtilis induziert die Sporulation

wie auch die Produktion von antimikrobiellen Peptiden abhängig von der Populations-

dichte [62]. Die Differenzierung von Caulobacter crescentus und Myxococcus xanthus

wird entsprechend der Zelldichte eingeleitet [125]. Bei Rhodobacter capsulatus findet

man eine durch ZKS vermittelte anaerobe De-Repression von Genen für Photosyn-

these, Stickstoff- und Kohlenstofffixierung, Respiration und Elektronentransport [12].

Vancomycin-Resistenzen in Streptococcus pneumoniae-Stämmen hängen mit Mutatio-

nen in einem Zwei-Komponenten System zusammen [89]. Arabidopsis thaliana steuert

seine Cytokinin abhängige Entwicklung, die Blütenbildung und wahrscheinlich auch den

osmotischen Druck einiger seiner Zellen mit Hilfe von ZKS [40]. In Pilzen wie Can-

dida albicans und Neurospora crassa sind sie in die Hyphenbildung und Osmoregulation

involviert [125].

In der dritten, noch am wenigsten erforschten Domäne des Lebens, den Archaeen,

weiß man aus Genomsequenzierungen von der Existenz einiger Histidinkinase- und

Antwortregulator-Gene. Jedoch liegen hier lediglich für die Taxis vermittelnden Che-
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Systeme funktionelle Daten vor [108, 130].

Trotz der Vielzahl an Stimuli, die durch Zwei-Komponenten Systeme verarbeitet wer-

den, kennzeichnet diese ein einfacher, modularer Aufbau. Die erste Komponente ist

die Histidinkinase (HK). Sie besteht aus einem Rezeptorbereich und der Kinasedomäne.

Die sehr divergenten Rezeptorbereiche der verschiedenen Histidinkinasen zeigen nur ge-

ringe Homologien in der Primärsequenz. Im Fall der HK CheA bestätigt sich einmal

mehr die faszinierende Effizienz der Evolution. Durch das immergleiche Ziel, die Ro-

tation des Flagellarmotors zu beeinflussen, lagerte die Natur den Rezeptorbereich von

CheA auf separate Proteine aus. Damit eignet sich CheA für die Transduktion der un-

terschiedlichsten Signale. Die Kinasedomänen von Histidinkinasen hingegen sind gut

konserviert und umfassen eine ATP-Bindetasche, eine ATPase-Aktivität und ein Phos-

phorylierungsmotiv mit einem hochkonservierten Histidin. Die zweite Komponente des

Transduktionssystems bildet der Antwortregulator (RR, engl.: „response regulator“). Er

setzt sich zusammen aus der Empfängerdomäne, welche ein konserviertes Aspartat ent-

hält, und einem zumeist DNA bindenden Effektorbereich, der durch Interaktion mit der

RNA-Polymerase die Transkriptionsstärke der Zielgene beeinflusst.

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung eines Zwei-Komponenten Systems nach Hoch [49]. Durch
Hydrolyse von ATP wird ein Histidin in der HK phosphoryliert. Der Phosphatrest wird auf ein Aspartat
des RR übertragen, wodurch sich dessen Bindungsaffinität zu seiner DNA-Erkennungssequenz ändert.

Die einfachste Anordnung funktioneller Zwei-Komponenten Systeme besteht in der

Kopplung einer Histidinkinase mit einem Antwortregulator, woraus sich auch der Name
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ableitet (Abbildung 2.3). Die Detektion eines adäquaten Reizes im Rezeptorbereich

der Histidinkinase führt unter ATP-Hydrolyse zu einer Phosphorylierung zweier Kina-

sen in trans an deren konservierten Histidinresten. Durch Interaktion einer HK mit

der Empfängerdomäne ihres spezifischen Antwortregulators überträgt die Kinase den

Phosphatrest vom Histidin auf das konservierte Aspartat des Antwortregulators. Die

Phosphorylierung verändert die Konformation der Empfängerdomäne, sodass der DNA

bindende Bereich nicht mehr sterisch abgeschirmt wird und an seine Erkennungssequenz

auf der DNA andocken kann [49]. Nach erfolgter DNA-Bindung moduliert der RR durch

Wechselwirkung mit der RNA-Polymerase die Transkriptionsstärke bestimmter Gene.

Neben diesem einfachen und in Bakterien häufigsten Motiv kennt man noch komple-

xere Verschaltungen von ZKS-Proteinen. So findet man in Eukaryoten fast ausschließlich

hybride Histidinkinasen [40]. Diese tragen neben den bereits besprochenen HK-typischen

Domänen noch eine Empfängerdomäne. Weiterhin wirken die meisten eukaryotischen

ZKS nur mittelbar auf die Transkription von Zielgenen, indem sie andere die Genexpres-

sion regulierende Systeme aktivieren [125]. Die Sporulation von B. subtilis wird durch

ein sogenanntes Phosphorelais reguliert. Dabei läuft die Phosphorylierungskaskade über

vier Stationen bevor eine DNA-Bindung durch den RR stattfindet. Hier sind also quasi

zwei ZKS in Reihe geschaltet [49]. Die Vielfalt der Eigenschaften, die mit Histidinkinase-

und Empfängerdomänen verknüpft sein können, lässt sich entsprechend Abbildung 2.4

kategorisieren.

HK-
Domäne

Empf-
Domäne

ohne Sensor,
ohne Empf-Domäne

mit Sensor,
ohne Empf-Domäne

mit Sensor,
mit Empf-Domäne

DNA-Bindung

Proteinbindung cytosolisch

membranständig

cytosolisch

Enzymaktivität

ZKS-Domäne verknüpfte Domäne/
Eigenschaft

Lokalisation

Abbildung 2.4: Systematische Übersicht von Eigenschaften, die mit den namensgebenden Domänen
verknüpft sein können sowie mögliche Lokalisationen der Proteine. Empf-Domäne: Empfängerdomäne
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2.3 Zwei-Komponenten Systeme in H. salinarum

Wie bereits erwähnt, ist H. salinarum ein Salz liebender, ja Hochsalz brauchender Orga-

nismus. Dies bedeutet, dass seinen Lebensraum relativ wenige Variablen kennzeichnen.

Dennoch muss auch H. salinarum auf Umweltveränderungen reagieren können. Zu dem

Repertoire an wahrgenommenen Reizen gehören neben den oben besprochenen wie Licht

und verschiedenste Aminosäuren auch Sauerstoff und kompatible Osmolyte [52, 64].

Das mit 68% sehr GC-reiche Genom von H. salinarum R1 besteht aus einem ca. 2 Mbp

großen Chromosom und vier Megaplasmiden mit einer Länge von je 40 bis 284 kbp [133].

Unter den ca. 2800 annotierten Genen befinden sich auch 19 ORFs, die für Proteine mit

Sequenzhomologien zu Zwei-Komponenten Systemen kodieren. Die Homologien deuten

auf einfache Histidinkinasen, Antwortregulatoren und Hybridkinasen hin, darunter auch

das CheA-CheY-System, welches Signale zwischen den halobakteriellen Transducern und

dem Motor der polaren Geißeln vermittelt [105]. Die Funktion der übrigen Kinasen

und Regulatoren ist bis jetzt ungeklärt. Möglicherweise steuern sie die Transkription

verschiedener Gene. Das eingangs angesprochene archaeale Informationsdefizit bezüglich

transkriptionsaktiver ZKS gilt somit auch für H. salinarum.
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2.4 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, den bislang nicht untersuchten Histidinkinasen und Antwort-

regulatoren von Halobacterium salinarum diskrete Funktionen zuzuordnen.

Vor dem Beginn der experimentellen Arbeiten erfolgte eine umfangreiche bioinforma-

tische Analyse der Kandidatengene. Dabei wurde deren Zahl und Anordnung bewertet

und die Primärsequenzen sowohl der konservierten als auch variablen Proteinbereiche

untersucht. In den variablen Sensorbereichen der Histidinkinasen wurde zusätzlich nach

Proteindomänen mit bekannten sensorischen Funktionen gefahndet.

Die molekularbiologische und biochemische Analyse beruhte auf zwei Strategien:

1. Untersuchung der Reaktion von H. salinarum auf einen Umweltreiz, der in Bakte-

rien von Zwei-Komponenten Systemen detektiert und sowohl zum Genom als auch

zum Flagellarmotor transduziert werden kann. Die Wahl fiel auf den Phosphat-

mangel und das Verhalten von H. salinarum unter entsprechenden Bedingungen.

2. Analyse von Proteindomänen innerhalb der Sensorbereiche der halobakteriellen

Histidinkinasen. Die biochemischen Arbeiten hierzu konzentrierten sich auf die

PAS-Domäne der Histidinkinase OE3855R.
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Der dreigliedrige Ergebnisteil beginnt mit einer in silico Analyse der halobakteriellen

Histidinkinase- und Antwortregulatorgene sowie ihrer Translationsprodukte. Aufbauend

auf den Daten dieser Untersuchung erfolgte die experimentelle Bearbeitung von zwei

Strategien, um einigen dieser Proteine diskrete Funktionen zuzuordnen.

3.1 Bioinformatische Analyse der halobakteriellen

Zwei-Komponenten Systeme (ZKS)

Die Sequenzierung und Annotation des Genoms deckte die Existenz von weiteren Histi-

dinkinasen (HK) und Antwortregulatoren (RR, engl.: „response regulator“) neben CheA

und CheY in H. salinarum auf [133]. Die entsprechenden Gene wurden anhand der

für Zwei-Komponenten Systeme (ZKS) typischen Motive identifiziert. Dazu genügte die

Durchführung eines einfachen Sequenzvergleichs mit ZKS-Proteinen anderer Organis-

men mittels BLAST [3], wie in den Abbildungen 3.1 und 3.3 dargestellt.

Die typische Länge des Kinasekerns, bestehend aus der Dimerisierungsdomäne (H

Box) und der katalytischen Domäne (N, D, F und G Box), beträgt ca. 200 Aminosäu-

ren. Die Bezeichnung einzelner Bereiche des Kinasekerns als Boxen geht auf Parkinson

und Kofoid zurück [97]. Namensgebend waren dabei die besonders hoch konservierten

Aminosäuren in den jeweiligen Bereichen.

Grebe und Stock teilten die Histidinkinasen anhand der Homologien in den Kinasedo-

mänen vor einigen Jahren in verschiedene Familien ein [39] (siehe auch Abschnitt 3.1.3

ab S. 22). Die Phosphorylierung des Histidins in HK der Familie 10, welche allesamt

5 bis 7 membrandurchspannende Helices aufweisen, geschieht ohne Dimerbildung. In

den anderen 12 Familien hängt die Kinaseaktivität jedoch generell von der Dimerisie-

rung zweier Histidinkinasen ab [150]. Das Dimerisierungsmotiv ist dabei die H Box. Sie

besteht aus zwei um sich geschlungenen α-Helices („coiled-coil“), welche nach der Dime-
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risierung ein 4-Helix-Bündel bilden (Abbildung 3.2A). In diesem Homodimer werden die

Histidinreste von der jeweils anderen Kinase phosphoryliert. Eine Modifikation dieses

Prinzips ist in den CheA-Proteinen (HK-Familie 9) zu finden. Das Dimerisierungsmo-

tiv liegt hier nicht unmittelbar N-terminal von der katalytischen Domäne, sondern am

N-Terminus des Polypeptidstrangs als sogenannte HPt-Domäne vor [150].

Abbildung 3.1: Sequenzvergleich der Kinasekernbereiche von Histidinkinasen aus H. salinarum, E.

coli und B. subtilis. Die Phosphorylierungsstelle (Histidinrest) ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Rot:
100% Sequenzidentität innerhalb des vorliegenden Sequenzvergleichs. Gelb: konservierte aber nicht
vollständig identische Aminosäuren.

Die flexible ATP-Bindetasche der katalytischen Domäne, dargestellt in Abbildung

3.2B, wird durch die N, D, F und G Boxen gebildet und weist Homologien zu den

ATP-Bindedomänen von Typ II-Topoisomerasen, dem „mismatch repair protein“ MutL

und Hitzeschockproteinen der Hsp90-Klasse auf. Das Aspartat der D Box bildet eine

Wasserstoffbrücke zum Adenin aus, ein Magnesiumion verbindet die ATP-Phosphate

mit Resten in der N Box. Schließlich hält ein Deckel, den der Bereich um die F Box

bildet und dessen Scharnier die G Box darstellt, das ATP in der Bindetasche zurück

[150].
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Abbildung 3.2: NMR-Strukturen des Dimerisierungsmotivs (1JOY) und der katalytischen Domäne
(1BXD) der HK EnvZ. A: Dimer aus zwei H Boxen; das Phosphorylierungsmotiv His243 ist als Stäb-
chenmodell in blau hervorgehoben. B: Katalytische Domäne; die N, D, F und G Boxen sind farblich
abgesetzt und deren namensgebende Reste als Stäbchenmodell hervorgehoben; in der ATP-Bindetasche
befindet sich das ATP-Analogon ANPPNP (grünes Kalottenmodell).

Die zweite Komponente der ZKS sind die Antwortregulatoren. Diese enthalten eine

Empfängerdomäne (engl.: „receiver domain“) und eine Effektordomäne. Eine der weni-

gen Ausnahmen von diesem Schema bildet CheY, das nur aus einer Empfängerdomäne

besteht, die gleichzeitig eine Effektorfunktion erfüllt. Empfängerdomänen können aber

auch mit Sensor- und HK-Domänen verknüpft sein. Diese Proteine bezeichnet man als

Hybridkinasen (Hybrid-HK).

Kristallstrukturen von Empfängerdomänen, deren typische Länge etwa 120 Amino-

säuren beträgt, zeigen ein fünfsträngiges paralleles β-Faltblatt umgeben von fünf α-

Helices (Abbildung 3.4A). Die mittlere Sequenzidentität von Empfängerdomänen liegt

bei ca. 20% (siehe auch Abbildung 3.3). Die wenigen hochkonservierten Aminosäuren

D57, D12 und D13 (Nummerierung des E. coli CheY, hervorgehoben in Abb. 3.4A)

befinden sich alle im aktiven Zentrum. D12 und D13 koordinieren ein für die Phospho-

rylierung/Dephosphorylierung des D57 wichtiges Mg2+-Ion. Zwei weitere konservierte

Aminosäuren sind T87 und K109, die eine große Rolle bei den Konformationsände-

rungen spielen, welche die Aspartatphosphorylierung verursacht. Neben der biologisch

wohl bedeutenderen Phosphatübertragung durch Histidinkinasen, können RR übrigens

auch mit Hilfe von Donormolekülen wie Acetyl-, Carbamoyl- oder Imidazol-Phosphat

phosphorylieren werden [125].



14 3 Ergebnisse

Abbildung 3.3: Sequenzvergleich von Empfängerdomänen aus H. salinarum, E. coli und B. subtilis.
Die Phosphorylierungsstelle (Aspartatrest) ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Rot: 100% Sequenziden-
tität innerhalb des vorliegenden Sequenzvergleichs. Gelb: konservierte aber nicht vollständig identische
Aminosäuren.

Die Effektordomäne des Antwortregulators CheB enthält eine Methylesteraseaktivi-

tät und in RegA aus Dictyostelium discoideum beherrbergt sie eine cAMP-abhängige

Phosphodiesterase-Aktivität. Am häufigsten findet man jedoch die Kopplung mit in

sieben Familien aufgeteilten DNA bindenden Domänen [39] (siehe Abbildung 3.7A, S.

24). Diese Antwortregulatoren bezeichnet man auch als „orthodox“, wohingegen alle

zuvor aufgeführten Beispiele zu den „unorthodoxen“ RR zählen. Abbildung 3.4B zeigt

die DNA bindende Domäne des „orthodoxen“ Antwortregulators OmpR aus E. coli.

Abbildung 3.4: Kristall- bzw. NMR-Strukturen der RR CheY (2CHE) und OmpR (1QQI). A: CheY
aus S. typhimurium; die drei wichtigen Reste D12, D13 und D57 (rote Stäbchenmodelle) sind um ein
Mg2+-Ion (grün) gruppiert. B: DNA bindende Domäne von E. coli OmpR; die Erkennungshelix ist
violett hervorgehoben.

Die oben erwähnten Konformationsänderungen der phosphorylierten Empfängerdo-

mäne beeinflussen die Funktion des gesamten Antwortregulators an mehreren möglichen

Punkten. Die Empfängerdomäne von NarL blockt im nicht phosphorylierten Zustand
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die zur DNA-Bindung notwendige Erkennungshelix, bei CheB wird das aktive Zentrum

der Esteraseaktivität bis zur Phosphorylierung verstellt [125]. Regulatoren wie CheY

und Spo0F, die nur aus der Empfängerdomäne bestehen, zeigen nach Phosphorylierung

eine Veränderung ihrer Interaktionsstellen mit CheA/FliM bzw. KinA/Spo0B. Es sind

auch Fälle untersucht, in denen die Aspartat-Phosphorylierung die Dimerisierung des

Antwortregulators unterstützt [125].

Natürlich spielen auch Phosphataseaktivitäten eine wichtige Rolle für die Regulation

des Phosphorylierungszustands eines RR. Diese Aktivitäten können auf Histidinkinasen,

Antwortregulatoren oder zusätzlichen Proteinen lokalisiert sein. Im Falle der Histidin-

kinasen ist eine solche Aktivität auch bei Kinase-defizienten HK-Mutanten zu beob-

achten, deren H Box kein Histidin mehr enthält. Es handelt sich demnach nicht um

eine bloße Umkehrung der Kinasefunktion. Der experimentelle Nachweis spezifischer

Phosphatasen wurde für Spo0A und Spo0F sowie CheY geführt, dort sorgen sie für eine

schnelle Dephosphorylierung der aktivierten Antwortregulatoren [39].

Die in silico Analyse der Histidinkinasen und Antwortregulatoren von H. salinarum

beleuchtete folgende Kriterien: Operonstruktur der ZKS-Gene, Lokalisation der Prote-

ine in der Zelle und Vorhandensein von Ähnlichkeiten in den Sensorbereichen der HK

zu Proteinen mit bekannter Funktion in anderen Organismen. Weiterhin wurden die

halobakteriellen ZKS-Kandidaten entsprechend den allgemeingültigen HK- bzw. RR-

Familien kategorisiert.

3.1.1 Die halobakteriellen Kandidatengene bzw. -proteine

In den aktuellen Genomdatenbanken finden sich weit über eintausend Gene, die für Histi-

dinkinasen oder Antwortregulatoren kodieren. Der dabei überproportionale bakterielle

Anteil ist einer der Gründe für die Hypothese, dass Archaeen und niedere Eukaryoten

Zwei-Komponenten Systeme durch lateralen Gentransfer von Bakterien übernommen

haben [65]. Generell zeigt sich weiterhin, dass Bakterien, die mit stärker variierenden

Umweltbedingungen leben, eine größere Zahl von Zwei-Komponenten Systemen besit-

zen, als beispielsweise parasitäre, auf bestimmte Habitate spezialisierte Prokaryoten.

Im halophilen Euryarchaeon Halobacterium salinarum finden sich 14 Histidinkinasen,

darunter 2 Hybridkinasen, und 5 Antwortregulatoren. Die Grundlage dieser Katego-
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risierung sind die schon eingehend besprochenen konservierten Abschnitte beider Pro-

teinklassen. Die Abbildungen 3.1 und 3.3 zeigen alle gefundenen halobakteriellen HK-

und Empfängerdomänen im Vergleich mit jeweils drei bakteriellen Vertretern. Tabelle

3.1 fasst neben den Kandidatengenen bzw. -proteinen auch Informationen über deren

Lage im Genom bzw. deren Lokalisation in der Zelle zusammen. Die fünfte Spalte gibt

Auskunft darüber, ob das entsprechende Genprodukt bei den in dieser Abteilung durch-

geführten massenspektrometrischen Analysen des halobakteriellen Proteoms gefunden

wurde.

Gen Proteinname Region Zellort MS

OE2058R sigtrans HK homolog 0530686-0532314/R (Chr) cytopl -

OE2086F probable RR 0545978-0546565/F (Chr) cytopl -

OE2088F sigtrans HK homolog 0546569-0548482/F (Chr) cytopl insecure

OE2333R sigtrans HK homolog 0685342-0687639/R (Chr) cytopl question.

OE2334R probable RR 0687629-0688243/R (Chr) cytopl -

OE2415R Taxissensor HK CheA 0730100-0732106/R (Chr) cytopl trusted

OE2416R Glutamat-Methylesterase CheB 0732108-7330151/R (Chr) cytopl trusted

OE2417R RR CheY 0733148-0733510/R (Chr) cytopl trusted

OE2684R sigtrans HK homolog 0876955-0878781/R (Chr) cytopl -

OE2712R sigtrans HK weak homolog 0890142-0891386/R (Chr) membr insecure

OE2764R sigtrans HK homolog 0920153-0921523/R (Chr) membr trusted

OE2961F sigtrans HK homolog 1016189-1018009/F (Chr) cytopl -

OE2964F sigtrans HK homolog 1018324-1019658/F (Chr) membr trusted

OE3854R probable RR 1491335-1491904/R (Chr) cytopl -

OE3855R probable sigtrans HK 1491931-1493451/R (Chr) cytopl -

OE4051R probable sigtrans HK 1599807-1600976/R (Chr) membr trusted

OE4283R probable sigtrans HK (Hybkin) 1729115-1733020/R (Chr) cytopl trusted

OE6145R sigtrans HK homolog 0069994-0071478/R (Pl2) cytopl -

OE7042R probable sigtrans HK (Hybkin) 0028076-0030829/R (Pl1) cytopl -

Tabelle 3.1: Liste aller Histidinkinasen sowie aller Antwortregulatoren von H. salinarum. sigtrans:
„signal transduction“, HK: Histidinkinase, RR: Antwortregulator, Hybkin: Hybridkinase; Chr: Chro-
mosom, Pl1/2: halobakterielle Plasmide; cytopl: cytoplasmatisch, membr: membranständig; MS: Er-
gebnisse der Peptide Mass Fingerprint Analyse, question.: MS-Status „questionable“ (zur näheren Er-
läuterung siehe http://www.halolex.mpg.de).

Der überwiegende Teil der Zwei-Komponenten Proteine ist auf dem Chromosom ko-

diert. Die Inventur der Histidinkinasen und Antwortregulatoren förderte drei für die

Taxis unverzichtbare Proteine zu Tage. Dabei handelt es sich um OE2415R, OE2416R

und OE2417R, die ensprechend ihren Funktionen die Namen CheA, CheB und CheY

tragen. Jede bis heute untersuchte Stimulus gerichtete Bewegung halobakterieller Zellen

erfordert das Zwei-Komponenten System CheA-CheY und einen entsprechenden Sensor,
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den sogenannten Htr („Halobacterial transducer“) [107, 108]. Darüber hinaus gibt es aber

auch Hinweise, dass Fumarat als „Schaltfaktor“ ebenfalls in die Drehrichtungswechsel des

Flagellarmotors eingreift [80].

Lediglich OE2088F-OE2086F, OE2333R-OE2334R und OE3855R-OE3854R bilden in

bicistronischen Operons organisierte HK-RR-Paare. Der Erfahrung nach entsprechen

solche Paare auch funktionellen Einheiten. In Bakterien finden sich 75% aller HK in

genetischer Nachbarschaft zu einem RR [60], mit dem sie dann auch fast immer intera-

gieren. Interessanterweise überwiegen in den bisher sequenzierten archaealen Genomen

die monocistronischen HK, womit dies vielleicht ein allgemeines Merkmal von Archaeen

darstellt [60].

Von den zwei vorhandenen Hybridkinasen OE7042R und OE4283R fehlt der Emp-

fängerdomäne der letzteren das Phosphorylierungsmotiv. Anstelle des sonst hochkon-

servierten Aspartats befindet sich ein Serin (Abbildung 3.3). Bei CheY- und OmpR-

Mutanten, denen das Phosphorylierungsmotiv Aspartat entfernt wurde, konnte in vitro

eine Phosphorylierung von Serin- bzw. Threoninresten in der Nachbarschaft des dele-

tierten Aspartats durch deren Histidinkinasen CheA bzw. EnvZ nachgewiesen werden

[44]. Es bleibt offen, ob dieser Phosphorylierungsmechanismus in vivo im Falle der

Empfängerdomäne von OE4283R relevant ist.

Ebenfalls ungewöhnlich sind die N-terminal gelegenen Empfängerdomänen beider Hy-

bridkinasen. Diese Domänenanordnung kommt SMART (technische Details dazu auf

S. 19) zufolge nicht sehr oft vor. Das häufigste Hybridkinase-Arrangement ist eine

HK-Domäne C-terminal gefolgt von einer Empfängerdomäne. Weiterhin besitzen beide

Hybrid-HK keine sogenannte HPt-Domäne, deren zentrales Histidin den Phosphatrest

des Aspartats der Empfängerdomäne aufnehmen und an eine weitere Empfängerdomäne

weiterleiten würde. Der letzte Punkt ist die hohe Zahl von cytoplasmatisch lokalisierten

im Vergleich zu membranständigen Nicht-CheA-Histidinkinasen. Bakterielle HK sind

hingegen fast ausschließlich membrangebunden und mit extrazellulären Sensorbereichen

ausgestattet [150].
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3.1.2 Homologien der Sensorbereiche der Histidinkinasen

Um aus den schlecht konservierten Aminosäuresequenzen N-terminal des Kinasekern-

bereichs funktionsspezifische Anhaltspunkte zu erhalten, wurden diese Abschnitte einer

BLAST-Analyse unterzogen. Bei den beiden Hybridkinasen OE4283R und OE7042R be-

schränkte sich die Suche auf den Bereich zwischen Empfänger- und HK-Domäne. Zum

Einsatz kam hier das Protein-Protein-BLAST des NCBI. Die Suche erfolgte mit einer

Ausschlussgrenze von E = 1·10-10 gegen die SwissProt-Datenbank.

Protein gefundene Ähnlichkeiten Score [bit] E-Wert

OE2058R keine Ähnlichkeit gefunden - -

OE2088F keine Ähnlichkeit gefunden - -

OE2333R keine Ähnlichkeit gefunden - -

OE2684R keine Ähnlichkeit gefunden - -

OE2712R keine Ähnlichkeit gefunden - -

OE2764R keine Ähnlichkeit gefunden - -

OE2961F YDAM_ECOLI Hypothetical protein 72 2·10-12

OE2964F keine Ähnlichkeit gefunden - -

OE3855R FIXL_RHIME Sensor protein FixL 65 2·10-10

OE4051R keine Ähnlichkeit gefunden - -

OE4283R NODV_BRAJA Nodulation protein V 80 4·10-14

OE6145R keine Ähnlichkeit gefunden - -

OE7042R keine Ähnlichkeit gefunden - -

Tabelle 3.2: Protein-Protein-BLAST der Sensorbereiche der Histidinkinasen (ohne CheA) gegen Swiss-
Prot mit E = 1·10-10 als Ausschlussgrenze. Verwendete Ähnlichkeitsmatrix: BLOSUM62

Die Ergebnisse fasst Tabelle 3.2 zusammen. Führt man sich folgendes Beispiel vor

Augen, verwundert es nicht, dass lediglich 3 der 13 untersuchten Sequenzen Ähnlichkei-

ten mit anderen Proteinen aufweisen: Trotz einer Sequenzidentität von 14% (Matrix:

BLOSUM62) zwischen den Sensorbereichen der beiden durch Phosphatmangel aktivier-

ten HK B. subtilis-PhoR (Sensor = 345 Aminosäuren) und E. coli -PhoR (Sensor = 200

Aminosäuren), ergibt ein Protein-Protein-BLAST mit einer Ausschlußgrenze von E =

1·10-10 gegen SwissProt keinen einzigen Treffer für den Sensorbereich von B. subtilis-

PhoR. Die Sequenzidentität der Histidinkinasedomänen der beiden genannten Proteine

beträgt immerhin 36% und unter den BLAST-Treffern befinden sich sehr viele HK ver-

schiedenster Spezies. Aus der Primärsequenz lässt sich folglich für B. subtilis-PhoR nur
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vorhersagen, dass es sich um eine Histidinkinase handelt, jedoch nicht welchen Stimu-

lus diese detektiert. Dieses Phänomen kennt man auch von Transportern und manchen

Enzymen, denen lediglich grob eine Transport- bzw. Katalysefunktion, jedoch keine

Substratspezifität zugeordnet werden kann.

Von den als hinreichend ähnlich befundenen Proteinen sind zweifellos diejenigen mit

einer experimentell nachgewiesenen Funktion die interessanteren. Dazu gehören FixL

aus Sinorhizobium meliloti und NodV aus Bradyrhizobium japonicum, für Ydam aus

E. coli existieren hingegen keine funktionellen Anhaltspunkte. FixL ist eine Sauerstoff

detektierende Histidinkinase in Rhizobien, wo sie die Expression von Proteinen zur Stick-

stofffixierung reguliert [103]. Für die Histidinkinase NodV wurde sowohl in vitro als auch

in vivo gezeigt, dass sie in Anwesenheit von Flavonoiden den Antwortregulator NodW

phosphoryliert. Dieser induziert wiederum mehrere Gene zur Synthese von Nod Fakto-

ren (substituierte Chitin-Oligomere), welche die charakteristische Knöllchenbildung an

den Wurzeln von Leguminosen einleiten [76].

Eine zweite Möglichkeit der Spurensuche bieten Programme, die nicht pauschale

Ähnlichkeiten gesamter Proteinabschnitte bewerten, sondern in diesen nach kleineren

Bruchstücken mit charakteristischen Sequenzen fahnden. Dazu bot sich das Programm

SMART an, da es auf Signaldomänen spezialisiert ist. Es basiert auf Sequenzvergleichen

von Domänen aus SwissProt-Einträgen, die in einem iterativen Verfahren auf ihre sta-

tistische Signifikanz überprüft und zu Saat-Sequenzvergleichen zusammengefasst bzw.

gekürzt wurden. Aus diesen Sequenzvergleichen erstellten Schultz et al. Profile und

„Hidden Markov Modelle“ (HMM) für derzeit knapp 700 verschiedene Signaldomänen

[117, 74].

Mit Hilfe dieses Programms wurden die putativen Sensorbereiche der HK erneut nach

interessanten Mustern durchforstet. Von der Untersuchung ausgeschlossen war CheA,

da hier bereits eine eindeutige Funktionszuordnung existiert. Tabelle 3.3 fasst die erhal-

tenen Suchergebnisse zusammen.

Die Treffer beschränken sich im Wesentlichen auf die drei Domänen GAF, PAS und

HAMP. Diese Namen stellen Akronyme von Proteinen dar, die diese Domänen ent-

halten. Um Missverständnissen vorzubeugen, sei hier klar gestellt, dass die SMART-

Annotationen PAS und PAC eine funktionelle Einheit bilden. Beide Motive formen

eine wie in Abbildung 3.5 dargestellte PAS-Domäne, wobei der PAC-Anteil dem orange
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Protein/Bereich gefundene Domänen Bereich

OE2058R AS1-320 PAS AS20-86

GAF AS171-317

OE2088F AS1-430 GAF AS166-306

PAS/PAC AS306-371/377-417

OE2333R AS1-540 PAS AS142-212

GAF AS269-405

PAS AS416-485

OE2684R AS1-400 PAS AS4-69

PAS AS108-178

GAF AS244-395

OE2712R AS1-200 HAMP AS91-146

OE2764R AS1-245 sigpep AS1-29

PAS AS134-199

OE2961F AS1-390 PAS AS26-89

PAS/PAC 143-212/215-255

PAS AS267-336

OE2964F AS1-230 HAMP AS164-216

OE3855R AS1-305 PAS AS22-88

OE4051R AS1-175 keine

OE4283R AS130-1100 PAS AS146-212

PAS AS260-327

GAF AS412-558

PAS/PAC AS562-629/635-677

PAS AS689-762

PAS/PAC AS820-885/846-933

GAF AS954-1095

OE6145R AS1-290 PAS/PAC AS8-74/83-123

GAF AS145-286

OE7042R AS210-715 PAS AS223-289

PAS AS344-409

PAS AS464-533

PAS/PAC AS589-655/662-703

Tabelle 3.3: Signaldomänen-Analyse der Sensorbereiche der Histidinkinasen (ohne CheA) durch
SMART. AS: Aminosäuren, sigpep: Signalpeptid.

eingefärbten dreisträngigen β-Faltblatt entspricht. Da dessen Primärsequenz nur we-

nig konserviert ist, findet SMART auch nicht bei jedem PAS-Motiv ein entsprechen-

des PAC-Motiv. Den PAS-Domänen, gemeint sind die physiologisch aktiven SMART-

Bereiche PAS/PAC, konnten experimentell Funktionen als Sauerstoff-, Licht- aber auch

Redoxsensor zugewiesen werden. Um diese Aufgaben zu erfüllen, binden manche PAS-

Domänen Kofaktoren wie FAD, Häm oder 4-OH-Zimtsäure [132]. In H. salinarum be-

finden sich 21 von 29 durch SMART gefundene PAS-Domänen in Histidinkinasen. Über-

dies liegen alle in Tabelle 3.2 gelisteten, relevanten Sequenzähnlichkeiten im Bereich von

PAS-Domänen.

GAF-Domänen sind bekannt dafür, die Aktivität von Phosphodiesterasen und Ade-
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Abbildung 3.5: Kristallstruktur der PAS-Domäne des humanen Erg Kaliumkanals (1BYW). Die Fär-
bung entspricht der SMART-Nomenklatur der PAS/PAC-Motive, wobei das PAC-Motiv orange einge-
färbt wurde.

nylatcyclasen abhängig von cGMP- bzw. cAMP-Bindung zu steuern. Es gibt ebenfalls

experimentelle Hinweise auf Tetrapyrrol und Formiat bindende GAF-Domänen [157]. In

Azotobacter vinelandii reguliert das „Enhancer binding protein“ NifA die Expression des

Nitrogenasekomplexes durch Bildung eines offenen Transkriptionskomplexes. Die Bin-

dung des Antiaktivators NifL an NifA verhindert dies. Ist jedoch α-Ketoglutarat an die

NifA-GAF-Domäne gebunden, so kann NifL die AAA-ATPase-Domäne von NifA nicht

blockieren und die transkriptionsaktivierende Wirkung bleibt bestehen [79]. Sieben der

neun halobakteriellen GAF-Domänen werden von HK-Genen kodiert.

In OE2712R und OE2964F finden sich sogenannte HAMP-Domänen, deren Funktions-

weise noch unklar ist. Jüngste Arbeiten deuten aber daraufhin, dass HAMP-Domänen

ihre Signalfunktion durch eine Rotation ihrer coiled-coil-Bereiche erfüllen (Prof. Joachim

Schultz (Universität Tübingen), persönliche Mitteilung). HAMP-Domänen haben zwei-

felsfrei einen Einfluss auf benachbarte Domänen. Die FAD-Bindung der PAS-Domäne

von Aer aus E. coli beispielsweise wird durch die nebenliegende HAMP-Domäne sta-

bilisiert [78]. In Adenylylzyklasen von Mycobacterium tuberculosis modulieren die vor-

handenen HAMP-Domänen die Enzymaktivität [75]. In H. salinarum befinden sich mit

den beiden Ausnahmen in OE2712R und OE2964F alle HAMP-Domänen in Transdu-

cerproteinen. Hier sind sie wahrscheinlich in die Signalkette eingebunden, welche im

Sensorbereich der Transducer beginnt und am Flagellarmotor endet.
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3.1.3 Verwandschaftsanalyse der Histidinkinasen

Den ersten Versuch einer Einteilung aller Histidinkinasen unternahmen Grebe und Stock

vor etwa sechs Jahren. 90% der damals 348 bekannten HK wurden in 11 Familien mit

teilweise verschwimmenden Grenzen aufgeschlüsselt [39]. Inzwischen sind noch zwei wei-

tere Familien beschrieben [58]. Obwohl diese Aufteilung auf der Sequenzbewertung des

gesamten Kinasekerns mit allen konservierten Bereichen basiert, stützt sich die vorlie-

gende, in Abbildung 3.6 visualisierte Verwandschaftsanalyse nur auf die Bereiche um

die H Boxen. Die Unterschiede der Konsensussequenzen der einzelnen Familien sind in

diesem Bereich hinreichend groß, um eine zuverlässige Einteilung zu gewährleisten. Der

phylogenetische Baum in Abbildung 3.6 entstand mit Hilfe der Programme ClustalX

[136] und TreeView [96].
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OE2415R

OE2961F

OE2764R

OE2964F

OE2684R

OE2088F

OE2333R

OE2058R OE4283R

OE7042R OE6145R

OE3855R

OE4051R

HK6

HK9

HK3h

OE2058R RLGEFAGVVSHDLRSPLNAA

OE2088F RLEQFASIVSHDLRSPLNVA

OE2333R RLEEFASIVSHDLRSPLNVA

OE2415R EAMDEIFRTAHTLKGNFGAM

OE2684R RLEDFASIVSHDIRNPLNVA

OE2712R RSTLLNYLVSHDVPNVVNVL

OE2764R RLRVLRRVLRHDTRNALNVV

OE2961F NLDVLNQVLRHDIRNDLQLV

OE2964F QLHVLDRVLRHTLRNELNVV

OE3855R QLERFASIVSHDLRDPLQTA

OE4051R QLEGFAAGVNHELRNAIQVA

OE4283R RLDQFASVVAHDLRNPLSVA

OE6145R RLDEFAAIVSHDLRNPLSII

OE7042R RLDEFASVVSHDLRNPLNVA

H BoxKinase

Abbildung 3.6: Verwandschaftsanalyse der Histidinkinasen. Sowohl der phylogenetische Baum als
auch die Zuordnung zu den einzelnen HK-Familien basieren ausschließlich auf den H Boxen der Kinasen.
Die grau unterlegten, beschrifteten Bereiche zeigen die Familienzugehörigkeit.

Die überwiegende Zahl der Histidinkinasen lässt sich einer diskreten Familie zuord-

nen. Erwartungsgemäß befindet sich CheA in der Familie 9, welche alle bekannten

Chemotaxis-Histidinkinasen in sich vereint. Drei HK, die keinen benachbarten Ant-

wortregulator besitzen, sind Mitglieder der Familie 6. In der Arbeit von Grebe und
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Stock besteht diese Familie fast ausschließlich aus verwaisten Histidinkinasen ohne be-

nachbarte Antwortregulatoren des Archaeons Archaeoglobus fulgidus [39].

Mehr als die Hälfte der HK konnte der Familie 3h zugeordnet werden. Unter ihnen

befinden sich sowohl die einzigen Vertreter mit einem benachbarten Antwortregulator

(OE2088F, OE2333R, OE3855R), als auch beide Hybridkinasen (OE4283R, OE7042R).

Es muss nicht verwundern, dass zwei Proteine nicht einzuordnen waren, da schon bei dem

Erstellen der Familien 10% der Histidinkinasen nicht eingeteilt wurden. Dies entspricht

in etwa der hier vorliegenden Quote von 14%.

Die Klassifizierung hilft unter Umständen bei der Abschätzung, welche Histidin-

kinase mit welchem Antwortregulator wechselwirkt. Grebe und Stock zeigten, dass die

Nachbar-RR von HK einzelner Familien zu etwa zwei Dritteln ebenfalls einer einzigen

Familie angehören. Kennt man also die Familienzugehörigkeiten der halobakteriellen

HK und RR, so kann man abschätzen, ob die verwaisten Histidinkinasen, sprich sol-

che ohne benachbarten Antwortregulator, einen der drei „orthodoxen“ RR OE2086F,

OE2334R und OE3854R phosphorylieren könnten.

3.1.4 Verwandschaftsanalyse von und Motivsuche in den
Effektorbereichen der Antwortregulatoren

Die Analyse der mit den Empfängerdomänen verknüpften Aminosäuresequenzen ist not-

wendig, um die Antwortregulatoren grob nach deren putativen Funktionen zu ordnen.

OE2417R, das CheY von H. salinarum, enthält keinen Effektorbereich im eigentlichen

Sinn, da hier die Empfängerdomäne die Effektorfunktion selbst erfüllt, und wurde dem-

nach nicht betrachtet. Ebensowenig waren die Hybridkinasen OE7042R und OE4283R

Teil dieser Untersuchung, denn deren Sequenzen beinhalten neben den Empfängerdo-

mänen lediglich bereits untersuchte HK-Domänen und Sensorbereiche (Abbildung 3.6

bzw. Tabellen 3.2 und 3.3).

Der phylogenetische Baum in Abbildung 3.7A zeigt das Ergebnis der Verwandschafts-

analyse der Effektorbereiche der „orthodoxen“ Antwortregulatoren OE2086F, OE2334R,

OE3854R und des halobakteriellen CheB-Homologs OE2416R. Dieselben Proteinab-

schnitte wurden auch mit SMART auf das Vorhandensein kleinerer Motive und Domänen

überprüft (Abbildung 3.7B).

Für die Generierung des Verwandschaftsbaums dienten Sequenzen der namensgeben-
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OE2334R
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ActR
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OE2416R
(CheB)

LytR

NtrC

FixJ

CitB

Protein  gefundenes Motiv

OE2086F  keines

OE2334R  coiled-coil-Bereich (27AS)

OE2416R  Pfam: CheB-Methylesterase

OE3854R  coiled-coil-Bereich (30AS)

und HTH-Motiv (LysR-Familie)

BA

Abbildung 3.7: Analyse der Effektorbereiche ausgewählter Antwortregulatoren. A: Phylogenetischer
Baum, B: Motivsuche mit SMART. AS: Aminosäuren, HTH: Helix-Turn-Helix.

den Vertreter aller Familien von RR-Effektorbereichen sowie Sequenzabschnitte der ge-

nannten halobakteriellen Antwortregulatoren. Bei OE2416R ist die Zugehörigkeit zur

CheB-Familie klar erkennbar. Die Effektorbereiche der anderen RR konnten hingegen

nicht zugeordnet werden und bilden darüber hinaus einen eigenständigen Zweig des

Stammbaums. Zur Eruierung der möglichen Funktionen dieser RR bleibt somit nur die

Motivsuche.

Den Effektorbereich von OE2416R erkannte SMART als Methylesterase, was der

Funktion von CheB als Transducer demethylierendes Enzym entspricht. In den Ef-

fektorbereichen der drei verbleibenden Antwortregulatoren befindet sich dagegen keine

bekannte Enzymaktivität. Die vorhergesagten Coiled-Coil-Abschnitte könnten als Inter-

aktionsflächen für eine Dimerisierung wirken, die bei den meisten Transkriptionsfaktoren

der DNA-Bindung mit nachfolgender Transkriptionsregulation vorausgeht [13].

In OE3854R fand SMART zudem eine schwache Ähnlichkeit zu dem Helix-Turn-Helix

(HTH) Motiv der LysR-Familie und damit ein weiteres Indiz für DNA-Bindeeigenschaf-

ten. Dies bedeutet jedoch im Umkehrschluss keinesfalls, dass OE2086F und OE2334R,

nur weil SMART kein HTH-Motiv findet, nicht DNA bindend sein können. Antwortre-

gulatoren der OmpR-Klasse weisen beispielsweise ein DNA bindendes geflügeltes HTH-

Motiv auf (siehe auch Abbildung 3.4B, S. 14), welches nicht von SMART erkannt wird.

Mit der Analyse der Effektorbereiche konnte allerdings aufgrund fehlender AAA-

ATPase Domänen ausgeschlossen werden, dass einer der Antwortregulatoren der NtrC-

Klasse angehört. Alle RR dieser Klasse fördern den Übergang vom geschlossenen in den
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offenen Initiationskomplex. Die Energie hierzu stammt aus der ATP-Hydrolyse durch

die AAA-Domäne [125].

3.1.5 Verwandschaftsanalyse der Empfängerdomänen

Zum Erstellen der Familien wurden von Grebe und Stock die Sequenzen von 298 Empfän-

gerdomänen benutzt, welche sich entweder in Hybridkinasen oder in mit HK assoziierten

Antwortregulatoren befanden [39]. Die Klassifizierung der sieben halobakteriellen Emp-

fängerdomänen (in 5 Antwortregulatoren (inkl. CheY, CheB) und 2 Hybridkinasen)

erfolgte, wiederum unter Verwendung der Programme ClustalX und TreeView, durch

Vergleich mit je einem Vertreter der einzelnen Familien (Abbildung 3.8).

A1

B3

B2

B1

OE2417R
(CheY)

F

C2

A3

A4

C3

D
G

C1
OE7042R

(HybHK)

OE4283R
(HybHK)

E

H

C4

OE2416R
(CheB)

C5

OE2334R

OE2086F

OE3854RA2

0,1

Abbildung 3.8: Verwandschaftsanalyse der Empfängerdomänen. Die Berechnung des phylogeneti-
schen Baums erfolgte auf Grundlage der vollständigen Empfängerdomänen (typische Länge ca. 120
Aminosäuren). HybHK: Empfängerdomäne enthaltende Hybrid-Histidinkinase

Zurückzuführen auf die Verwendung des gesamten Domänenbereichs und die wenigen

hochkonservierten Aminosäuren in den Empfängerdomänen (siehe Abbildung 3.3, S. 14),

sind die Sequenzunterschiede zwischen den Familien ähnlich groß wie bei den Familien

der Effektorbereiche. Dies äußert sich in den langen Ästen und den relativ gleichmäßigen

Abständen der Familien untereinander.

Während OE2416R erwartungsgemäß in die CheB-typische Familie C5 fällt, entzieht
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sich OE2417R (CheY) einer verlässlichen Zuordnung. Auf den zweiten Blick verwundert

dies jedoch nicht, da sich auch die CheY-Proteine anderer Organismen auf mehrere

Familien verteilen [39]. Des Weiteren bilden die Empfängerdomänen der Hybridkinasen

OE4283R und OE7042R sowie jene der „orthodoxen“ Antwortregulatoren OE2086F,

OE2334R und OE3854R voneinander gut unterscheidbare Gruppen. Ist der Abstand

der erstgenannten zu der Familie E am kleinsten, so heissen die unmittelbaren Nachbarn

der letztgenannten A1 und A2.

Laut der Arbeit von Grebe und Stock ordnen sich die Empfängerdomänen der Ant-

wortregulatoren, welche zu Histidinkinasen der Familie 3h benachbart sind, ausschließ-

lich in die Familie H ein. Abbildung 3.8 zeigt, dass H. salinarum mit diesem Schema

bricht, da die orthodoxen RR OE2086F, OE2334R und OE3854R (benachbart zu den

Familie 3h-HK OE2088F, OE2333R und OE3855R) eher den Familien A1/A2 naheste-

hen. Weiterhin besteht die HK-Familie 6, zu der immerhin 3 Histidinkinasen aus H.

salinarum gehören, in der Publikation von Grebe und Stock nur aus verwaisten HK,

sodass hier keine Aussagen über wechselwirkende Antwortregulatoren getroffen werden

können [39].

Letztendlich passen die erhaltenen bioinformatischen Daten nicht in das vielleicht

auch schon überholte Schema der Publikation von Grebe und Stock. Daher wurde hier

auch von einer näheren Betrachtung der Familien der Empfängerdomänen abgesehen.

3.1.6 Zusammenfassung der bioinformatischen Analyse

Die Erkenntnisse der bioinformatischen Analyse bezüglich der möglichen Wechselwirkun-

gen der HK und RR fasst Abbildung 3.9 zusammen. Halobacterium salinarum enthält

wesentlich mehr Histidinkinasen als Antwortregulatoren. Über die Hälfte der Histidin-

kinasen gehört zur Familie 3h. Darunter befinden sich auch die HK mit benachbarten

RR sowie beide Hybridkinasen. Dies lässt Raum für die Vermutung, dass die drei „ver-

waisten“ HK dieser Familie mit den „nicht verwaisten“ Antwortregulatoren oder den

Empfängerdomänen der Hybridkinasen wechselwirken. Die Interaktionspartner der Hi-

stidinkinasen der Familie 6 und der beiden nicht zu kategorisierenden HK bleiben jedoch

völlig im Dunkeln, da auch der Vergleich mit einzelnen HK-/RR-Familien keinerlei An-

haltspunkte brachte. So wäre es möglich, dass die HK der Familie 6 (i) einen der drei
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„orthodoxen“ RR phosphorylieren, (ii) noch unbekannte Interaktionspartner besitzen,

die ihrerseits Gentranskriptionen beeinflussen oder (iii) funktionslos sind.

Transkription von Genen? FlagellarmotorZiel der Regulation

Histidinkinasen

Antwortregulatoren

A

Y? ? B

HK-Familie 3h 6 keine 9

Abbildung 3.9: Zusammenfassung der bioinformatischen Erkenntnisse bezüglich der möglichen Wech-
selwirkungen der HK und RR. graue Kästen: Proteine mit bekannter Funktion; schraffierte Kästen:
Proteine mit unbekannter Funktion; A,Y,B: CheA, CheY, CheB.

Ebenso ungeklärt bleibt die Frage, ob die Antwortregulatoren OE2086F und OE2334R

überhaupt transkriptionsregulierend wirken. Ihre Effektorbereiche schließen zwar eine

Enzymaktivität aus, enthalten aber zu wenig eindeutige Merkmale für DNA bindende Ei-

genschaften. OE3854R hingegen besitzt ein für Transkriptionsfaktoren typisches Helix-

Turn-Helix Motiv. Der Empfängerdomäne der Hybridkinase OE4283R fehlt der essen-

tielle Aspartatrest zur Phosphorylierung, weshalb diese Domäne wahrscheinlich funkti-

onslos ist.

Das einzige halobakterielle ZKS, dessen Funktion bisher aufgeklärt werden konnte,

bleibt CheA-CheY. Dieses sehr wahrscheinlich von einem Bakterium erworbene System

dient jedoch bekanntlich nicht der Genregulation, sondern vielmehr der Vermittlung der

taktischen Bewegungen von H. salinarum [107].

Auffällig ist weiterhin der ungewöhnlich hohe Anteil cytoplasmatisch lokalisierter HK,

die meist PAS- oder GAF-Domänen enthalten. Am interessantesten sind hier die HK

OE3855R und OE4283R, deren PAS-Domänen starke Ähnlichkeiten zu der Häm bin-

denden PAS-Domäne von FixL bzw. der Flavin bindenden PAS-Domäne von NodV

aufweisen.
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3.2 Phosphatabhängiges Verhalten von H. salinarum

3.2.1 Phosphatabhängige Genregulation in Bakterien

In der Literatur finden sich etwa 30 Bakterienarten mit mehr oder weniger tiefgreifend

untersuchter phosphatabhängiger Genexpression [145, 138, 84, 55, 47, 120, 119, 137].

In 22 Fällen kennt man auch die Regulatoren dieser Genexpression. Es handelt sich

ausnahmslos um Zwei-Komponenten Systeme (ZKS). Aus diesem Grund schien Phos-

phatmangel als physiologischer Stress optimal geeignet, um den Histidinkinasen und

Antwortregulatoren aus H. salinarum eine Funktion zuzuordnen. Anhand der Regula-

tionsmechanismen in E. coli und B. subtilis sei die Funktionsweise der beteiligten ZKS

kurz erklärt. Die Phosphat detektierenden HK beider Bakterien sind membranständig.

In E. coli bildet sich bei Phosphatüberschuss ein Repressorkomplex aus PhoR, dem

Phosphat-spezifischen ABC-Transporter Pst und dem Mediatorprotein PhoU. Dieser

verhindert dann die Dimerisierung von PhoR zur aktiven, signalübertragenden Spezies

(Abbildung 3.10).

A C

B B

S

U PhoR
R

PhoB

[P]i

PhoB~P

PhoR
A

PhoB~P

PhoR
A PP

Abbildung 3.10: Postulierter Repressorkomplex in E. coli, welcher verhindert, dass PhoR bei Phos-
phatüberschuss durch Phosphorylierung aktiviert wird (nach Wanner [148]). A,B,C,S: Komponenten
des ABC-Transporters Pst; U: Mediatorprotein PhoU.

Für B. subtilis PhoR hingegen ist keine derartige Interaktion beschrieben [54]. In

beiden Organismen bindet der phosphorylierte Antwortregulator PhoB∼P an spezifi-

sche, „Pho-Boxen“ genannte DNA-Sequenzen. Diese Pho-Boxen liegen 35 Basenpaare

stromaufwärts der Stelle der Transkriptionsinitiation. Damit ersetzen sie eine der bei-

den Bindestellen des Sigmafaktors. Dies erklärt, warum sich die Transkription der Gene

des Pho-Regulons durch die Interaktion des gebundenen RR mit der RNA-Polymerase

signifikant erhöht [145].
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Die Gene der Pho-Regulons kodieren für mehrere Phosphatasen sowie für anorgani-

sches Phosphat (Pi, engl.: „inorganic phosphate“) spezifische ABC-Transporter. E. coli

besitzt noch ein Glycerin-3-phosphat spezifisches ABC-Transportsystem, ein Porin der

äußeren Membran und Proteine zur Aufnahme und Degradation von Phosphonaten.

Charakteristisch für B. subtilis hingegen ist die verstärkte Produktion von phosphat-

freien Teichuronsäuren und die gleichzeitige Drosselung der Herstellung von phosphat-

reichen Teichonsäuren für die Zellwandsynthese [148, 54].

3.2.2 Anhaltspunkte im Genom von H. salinarum

Das Genom von H. salinarum enthält mehrere Operons, deren Translationsprodukte

laut Homologieanalyse entscheidenden Einfluss auf die Fähigkeit zur Aufnahme von

Phosphat aus diversen Quellen und in verschiedenen Konzentrationsbereichen haben

(Tabelle 3.4).

Operon Vorhergesagte Funktion der kodierten Proteine

phoX1-pstC1A1B1 ABC-Transporter für Pi (Pst1)

phoX2-pstC2A2B2 ABC-Transporter für Pi (Pst2)

ugpBAEC ABC-Transporter für Glycerin-3-phosphat (Ugp)

aph Alkalische Phosphatase

ugpQ Glycerophosphoryl phosphodiesterase

ipp Anorganische Pyrophosphatase

pho2 homolog zu p-Nitrophenylphosphatase

phoT2 Natrium-abhängiges Pi-Transportprotein

phoT3, OE4236F Pi-Transportproteine

OE2113R Pi-Permease

Tabelle 3.4: Wichtige Gene für die Phosphataufnahme durch H. salinarum. Pi: anorganisches Phos-
phat. Siehe Tab. 3.6 (S. 50) für die Induktionsraten der per RT-qPCR untersuchten Gene.

Die meisten der aufgelisteten ABC-Transporter und Enzyme sind Homologe von phos-

phatabhängig regulierten Proteinen vieler Bakterien. Somit könnte auch H. salinarum

Mechanismen zur phosphatabhängigen Genexpression besitzen.

Nach der Überprüfung der Expression dieser Proteine abhängig von der Verfügbarkeit

phosphathaltiger Substanzen, folgten Verhaltensstudien von Deletionsmutanten um her-

auszufinden, ob Zwei-Komponenten Systeme diese Regulation steuern. Darüber hinaus
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wurde versucht, den Stimulus für die phosphatabhängige Expression zu identifizieren.

Die Chemotaxis enthält als zentrales Element das Zwei-Komponenten System CheA-

CheY. Aus diesem Grund war auch das Schwimmverhalten von H. salinarum bei unter-

schiedlicher Phosphatversorgung Gegenstand der Untersuchungen.

3.2.3 Phosphatabhängigkeit der Zelldichten

Um die Reaktion von H. salinarum auf Phosphatmangelbedingungen testen zu können,

musste zunächst festgestellt werden, ab welcher Konzentration das Wachstum nicht mehr

durch den Pi-Vorrat des Mediums begrenzt ist. Die im Rahmen dieses Experiments

erhobenen Daten veranschaulicht Abbildung 3.11.

Abbildung 3.11: Abhängigkeit der Zelldichte stationärer H. salinarum-Kulturen von der Phosphat-
konzentration des Mediums.

Aus ihr geht eine direkte Proportionalität der Zelldichte stationärer H. salinarum-

Kulturen zu der Pi-Konzentration des Mediums unterhalb von etwa 0,5mM hervor.

Darüber begrenzen andere, hier nicht spezifizierte Faktoren die Zelldichte auf 2,5 bis

2,8 OD600. Folglich mussten alle Untersuchungen des phosphatabhängigen Verhaltens

genauso wie dieses erste Experiment in synthetischem Medium (SM) durchgeführt wer-

den, da das peptonhaltige Halomedium ca. 4mM Phosphat enthält.
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3.2.4 Expression von Alkalischer Phosphatase in H. salinarum

Von den im Abschnitt 3.2.1 bereits erwähnten ca. 30 Bakterienspezies mit bekannter

phosphatabhängiger Genexpression wurden 19 auch auf die Expression des Enzyms Al-

kalische Phosphatase (Aph) getestet. In allen Fällen zeigte Aph ein phosphatabhängiges

Expressionsprofil. Jedoch kennt man daneben auch Bakterien wie Staphylococcus aureus

und Bacteroides ruminicola, die dieses Enzym konstitutiv exprimieren [69, 22].

Die Messung der Phosphataseaktivität in H. salinarum musste den spezifischen Ei-

genschaften der halobakteriellen Aph angepasst werden. Entscheidend sind hier sowohl

die Lokalisation des Enzyms als auch dessen pH-Optimum. Aufgrund des N-terminalen

Signalpeptids verlässt das Protein die Zelle in gefaltetem Zustand über den Tat („Twin-

arginine translocation“)-Weg [104]. Da Aph nicht über Transmembranbereiche verfügt

und der S-Layer auch nicht engmaschig genug ist, um dieses Protein unter seinen Kup-

peln zurückzuhalten, wird es in das Medium sekretiert. Dies äußert sich darin, dass

zwar das Cytoplasma eines ∆OE5192R-Stamms eine ebenso große Phosphataseaktivi-

tät besitzt wie das Cytoplasma des Wildtyps (Daten nicht gezeigt), aber der Zellüber-

stand nahezu keine Aktivität mehr aufweist (Abbildung 3.12 links, Messung bei pH11).

Aufgrund dieser Beobachtung konnte die sekretierte, im Medium befindliche Phospha-

taseaktivität dem von OE5192R kodierten Enzym zugeordnet werden. Die Messung

der Enzymaktivität in einem relativ weiten pH-Bereich zeigte eindrucksvoll, dass die

Alkalische Phosphatase (pI-Wert 4,4) ihrem Namen mit einem Aktivitätsoptimum von

pH11 alle Ehre macht (Abbildung 3.12 rechts). Daneben existiert aber scheinbar eine

weitere Phosphataseaktivität im neutralen pH-Bereich, da die Zellüberstände bei pH7

noch etwa 15% der maximalen Aktivität bei pH11 besitzen.

Die Frage, ob Phosphatlimitierung in Halobacterium salinarum zu einer gesteigerten

Expression der Alkalischen Phosphatase führt, beantwortete der Vergleich der Phos-

phataseaktivitäten zweier Zellkulturen. Diese enthielten 0,1mM bzw. 1mM Pi im Me-

dium und wurden über die gesamte Wachstumskurve hinweg beobachtet. Aufgrund

der beschriebenen Besonderheiten dienten die Zellüberstände der Kulturen zur Akti-

vitätsbestimmung durch Spaltung von p-Nitrophenylphosphat (pNpp) bei pH 11. Die

Enzymaktivität kann durch die starke Absorption des entstehenden p-Nitrophenolats

bei 405nm photometrisch quantifiziert werden.
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Abbildung 3.12: Charakteristika der Alkalischen Phosphatase von H. salinarum. Neben der SMART-
Analyse von Aph ist die pH-Abhängigkeit der Enzymaktivität dieses Proteins sowie die Auswirkungen
der Deletion des kodierenden Gens (OE5192R) auf die Phosphataseaktivität von Zellüberständen dar-
gestellt.

Beide Kulturen wuchsen erwartungsgemäß gleich an, wobei sich der Dichtezuwachs

der Kultur mit 0,1mM Pi im Medium bereits nach 72h verringerte und danach schnell

zum Stillstand kam (Abbildung 3.13). Während die 0,1mM-Kultur schließlich mit einer

OD600 von 0,9 in der stationären Phase endete, wuchs die 1mM-Kultur bis zu einer

Zelldichte von OD600 = 2,6. Die 0,1mM-Kultur sekretierte große Mengen Alkalischer

Phosphatase, wohingegen die Zellüberstände der 1mM-Kultur bis in die stationäre Phase

hinein nahezu frei von Aph-Aktivität blieben. Dieser Versuch wies somit die streng

regulierte, von der Phosphatversorgung abhängige Expression des Enzyms Alkalische

Phosphatase in H. salinarum nach.

3.2.5 Phosphatmangel induzierte Dynamik des Transkriptoms

Die Regulation der Aph-Expression genügte als Anfangsverdacht, um das Verhalten der

restlichen mehr als 2500 Gene zu untersuchen. Dazu wurde eine Transkriptomanalyse

mit Hilfe von Mikroarrays durchgeführt. Diese versetzen den Forscher in die Lage, die

mRNA-Mengen nahezu aller Gene eines Organismus in einem einzigen Experiment zu

bestimmen. Als Ergebnis erhält man typischerweise die Aussage, wieviel mRNA von

Gen X zum Zeitpunkt Y oder nach Behandlung Y relativ zum Zeitpunkt Z bzw. nach

Behandlung Z vorhanden ist. Zu dieser Aussage gelangt man durch Umschreiben der



3.2 Phosphatabhängiges Verhalten von H. salinarum 33

Abbildung 3.13: Vergleich der Aph-Expression zwischen einer mit Phosphat gesättigten Kultur (1mM
Pi, offene Diamanten) und einer im Wachstumsverlauf hungernden Kultur (0,1mM Pi, gefüllte Qua-
drate). Schwarze Kurven: Zelldichte, blaue Kurven: Phosphataseaktivität.

zu vergleichenden Gesamt-RNAs in cDNAs. Die hergestellten, mit zwei verschiedenen

Farbstoffen markierten cDNAs können sodann gemischt und mit Sonden auf einem Mi-

kroarray hybridisiert werden [116].

Die Mikroarray-Analyse ermöglicht folglich, ein umfassendes Bild der zellulären Ant-

wort auf den einsetzenden Phosphatmangel zu zeichnen. Da in E. coli und B. subtilis

die durch Phosphatmangel aktivierten Zwei-Komponenten Systeme einer transkriptio-

nellen Autoregulation unterliegen, könnte das Mikroarray-Experiment neben verschie-

denen Phosphatase- und Transportergenen auch das für die Regulation verantwortliche

ZKS enthüllen.

Die genaue, reproduzierbare Beschreibung der Phosphatmangelantwort von H. salina-

rum erforderte die Analyse von Zellen, die zu einem definierten Zeitpunkt einer Phosphat

depletierten Situation ausgesetzt sind. Dies erfolgte durch Zentrifugation von Kulturen,

die in synthetischem Medium (SM) mit 2mM Pi im Licht unter aeroben Bedingungen

bis OD600 ≈ 0,5 heranwuchsen. Die in SM mit 0mM Pi resuspendierten Zellen wurden

anschließend unter den gleichen Bedingungen weiter inkubiert. Die unmittelbar nach

dem Transfer sowie 2, 4, 10 und 24 Stunden später aus dieser Kultur entnommenen

Proben dienten der RNA-Isolierung (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Schematische Darstellung der Applikation eines zeitlich genau definierten Phos-
phatmangels einer H. salinarum-Kultur mit nachfolgender Entnahme von Proben zur Isolierung von
Gesamt-RNA.

Die benutzten Mikroarrays enthalten je 5 Replikate der Sonden für 2699 Gene des H.

salinarum-Genoms (Schema in Abbildung 3.15A), was die Robustheit der aufgezeichne-

ten Arraydaten enorm verstärkt [139]. Auf diesen Arrays wurden jeweils die cDNAs der

2h-, 4h-, 10h- und 24h-Proben mit den 0h-cDNAs verglichen.

Mit Gensonden
bedruckte Fläche
des Mikroarrays

jede Gensonde wurde in
in 5 Replikaten auf den
Mikroarray gedruckt

A B

0h cDNA 2-24h cDNAs

Experiment I                Cy5                   Cy3

Experiment II               Cy3                   Cy5

g-Aminopropylsilan be-
schichteter Glasträger

Abbildung 3.15: Schemata des Mikroarrays und des Farbstoffwechsels. A: Darstellung des verwende-
ten Mikroarrays, die Replikatpakete sind durch unterschiedliche Schattierungen symbolisiert; B: Über-
sicht des angewendeten Farbstoffwechsels bei der cDNA-Synthese, die Farbstoffe Cy5 und Cy3 sind mit
ihren Fluoreszenzfarben dargestellt.

Die Markierung der cDNAs bei der Wiederholung des Phosphatmangel-Schocks mit

den jeweils umgekehrten Farbstoffen des initialen Versuchs erhöhte nochmals die Verläs-

slichkeit des Gesamtdatensatzes (Abbildung 3.15B). Dieses Vorgehen nennt sich Farb-

stoffwechsel (engl.: „dye swap“). Man blendet damit Gene aus, die nicht aufgrund

verschiedener mRNA-Mengen sondern wegen des bevorzugten Einbaus eines der ver-

wendeten Farbstoffe als reguliert identifiziert würden [139].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Mikroarray-Experimente wurden alle
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nach den gleichen Arbeitsvorschriften analysiert (Abbildung 3.16). Aus dem Bild eines

Mikroarrays extrahierte das Programm GenePix Pro 6 (Molecular Devices) die Fluores-

zenzintensitäten aller Gensonden nach Anregung bei 532nm (grün) und 635nm (rot).

Generierung des Fluoreszenz-
bildes mit Hilfe eines Laser-
scanners (635nm und 532nm)

Softwaregestütztes Auslesen
der Fluoreszenzen aller Son-
den und manuelle Begutach-
tung der Sondenqualität

Subtraktion des lokalen Hinter-
grunds von allen Sonden, Aus-
schluss zu schwacher Signale

Blockweise Normalisierung
der Signale auf log Ratio = 02

Berechnung der Signifikanz der
beobachteten Fluoreszenzver-
hältnisse mittels t-Test aller
Sondenreplikate eines Gens

Auswahl aller Gene mit Regu-
lation von -1 > log Ratio > 1

und Signifikanz von p < 0,001
2

Rohdaten-
erzeugung

Prozessierung,
Normalisierung

Extraktion der
regulierten Gene

Abbildung 3.16: Flussdiagramm der Verarbeitungsschritte der Arraydaten. log2Ratio: Logarithmus
zur Basis 2 des Verhältnisses von roter (635nm) zu grüner (532nm) Signalintensität; p: P-Wert (Maß
für die Signifikanz der beobachteten Regulation eines Gens).

Die Subtraktion des lokalen Hintergrunds, der Ausschluss zu schwacher Signale sowie

die blockweise Normalisierung der Fluoreszenzverhältnisse (Ratios) erfolgte mit Hilfe von

Algorithmen, die Dr. Gerhard Welzl (Institut für Biomathematik und Biometrie (GSF),

Neuherberg) entwickelte und als anwendungsbereite Programme in der Mathematik-

Metasprache R bereitstellte. Bei der blockweisen Normalisierung betrachtet man alle

mit der gleichen Nadel gedruckten Sonden. Im vorliegenden Fall ergeben sich dadurch

48 Blöcke. Der mittlere log2Ratio-Wert (Median) aller Sonden eines solchen Blocks wird

auf Null justiert. Der dabei entstehende Justierungsfaktor dient nun der Normalisierung

der Ratios der einzelnen Gensonden dieses Blocks. Diese Methode ist der globalen

Normalisierung über alle Sonden eines Arrays überlegen [101].

Gene mit nur 1-2 auswertbaren von den 5 gedruckten Sondenreplikaten wurden nicht

weiter analysiert. Bei Genen mit 3-4 auswertbaren Sonden ersetzte der Median dieser

Sonden die verworfenen 1-2 Replikate. Die Berechnung von P-Werten für alle Gene durch

einen t-Test erfolgte mit Hilfe des MultipleExperimentViewer (MEV) von TIGR [110]

und diente der Abschätzung der Schwankungen bzw. Streuungen der Regulationsdaten

der einzelnen Gene. Für Gene mit einem P-Wert von kleiner gleich 1·10−3 galt das

erhaltene Verhältnis zwischen den beiden analysierten Fluoreszenzen als signifikant.
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Für die Bewertung der temporalen Transkriptomveränderungen nach Phosphatlimi-

tierung wurden nur solche Gene betrachtet, die wenigstens zu einem der untersuchten

Zeitpunkte eine signifikante zweifache Induktion bzw. Repression gegenüber dem 0h-

Zeitpunkt aufwiesen. Abbildung 3.17 visualisiert diese Genauswahl beispielhaft für die

Daten des 2h-Zeitpunktes mit Hilfe eines Vulkan-Diagramms [56]. Die für die Bewertung

benutzten Gene sind schwarz (hinreichende Signifikanz der Genregulation) und befin-

den sich ausserhalb der beiden eingezeichneten blauen Balken (Stärke der Genregulation

mindestens zweifach).

Abbildung 3.17: Vulkan-Diagramm der 2h-Mikroarrays. Alle rot dargestellten Gene erfüllen nicht das
Signifikanzkriterium p ≤ 0,001. Die blauen Balken markieren die zweifache Induktion bzw. Repression
von Genen.

Innerhalb des beobachteten Zeitraums ließen sich 274 Gene identifizieren, die zu we-

nigstens einem Zeitpunkt nach den besprochenen Parametern als reguliert gelten. Eine

Übersicht des Umfangs der transkriptionellen Änderungen gibt Tabelle 3.5. Bei einem

Drittel davon handelt es sich um Gene ohne vorhersagbare Funktion („hypothetical pro-

teins“). Um einen Eindruck von den zellulären Veränderungen zu erhalten, die in den H.

salinarum-Zellen während des einsetzenden Phosphatmangels stattfinden, folgt nun die

Evaluation der Gene mit bekannten sowie neuzugeordneten biologischen Funktionen.
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Zeitpunkt induzierte Gene herabregulierte Gene

2h 35 44

4h 39 56

10h 60 46

24h 87 52

274 Gene mit mindestens zweifacher Induktion bzw.
Insgesamt

Repression zu wenigstens einem Zeitpunkt

Tabelle 3.5: Umfang der Dynamik des Transkriptoms von H. salinarum nach Umsetzen in phosphat-
freies Medium.

Gene zur Phosphataufnahme

Tabelle 3.4 (S. 29) zeigt die in H. salinarum per Homologiesuche gefundenen Gene zur

Phosphataufnahme. Mehrere dieser Gene werden von dem durchgeführten Mikroarray-

Experiment als reguliert klassifiziert. So zeigen die Operons aph, phoX1-pstC1A1B1

und ugpBAEC eine ab 4h kontinuierlich zunehmende Induktion (Abbildung 3.18). Das

Operon des zweiten Pi-ABC-Transporters (phoX2-pstA2B2) zeigt hingegen nur eine vor-

übergehende Induktion mit einem Maximum im Bereich von 10h nach Setzen der Phos-

phatlimitierung. Die Induktion all dieser Gene deutet daraufhin, dass H. salinarum die

darin kodierten Proteine (Alkalische Phosphatase bzw. Pi-/Gly3P-ABC-Transporter)

zur Bekämpfung des einsetzenden Phosphatmangels nutzt.

2h        4h      10h       24h

ABC-transporter
pst2

ABC-transporter
pst1

ABC-transporter
ugp

Alkalische Phosphatase

Exonukleasen

*

*

PhoU-Homologe

OE1675R
OE1676R
OE1678R
OR1679R
OE4479R
OE4480R
OE4483R
OE4485R
OE1674R
OE1681F
OE4476R
OE5166F
OE5168F
OE5169F
OE5170F
OE5192R
OE1410F
OE3526R

Abbildung 3.18: Transkriptionsprofile von Genen, die für die Phosphataufnahme relevant sind. Rot:
Repression, Grün: Induktion.

Der laut Homologie als Glycerin-3-phosphat-Transporter annotierte Ugp-Komplex ist

sehr wahrscheinlich auch für die Fähigkeit des ∆aph-Deletionsstamms verantwortlich,

auf Glycerin-3-phosphat als einziger Phosphatquelle zu wachsen (siehe Abb. 3.38B, S.

63). Die Pi-ABC-Transporter sind wohl die Ursache für die extrem starke Anreiche-
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rung von cytoplasmatischem anorganischen Phosphat nach Applikation einer kleinen

Phosphatdosis, der eine Phosphatmangelperiode vorausging (siehe Tab. 3.7, S. 52).

Den möglichen Grund für die unterschiedlichen mRNA-Kinetiken der beiden Pi-ABC-

Transporter diskutiert Abschnitt 4.2.3 auf S. 88.

Der in E. coli belegte Repressorkomplex, welcher die Phosphorylierung von PhoB

durch die Histidinkinase PhoR verhindert (siehe Abb. 3.10 auf S. 28), besteht neben

dem Pi-spezifischen ABC-Transportsystem Pst noch aus dem Mediatorprotein PhoU.

Dieses PhoU ist entbehrlich für den Substrattransport durch Pst, jedoch essentiell für

einen funktionellen Repressorkomplex [124]. H. salinarum besitzt eine ganze Batterie an

PhoU-Homologen. Das Genom kodiert insgesamt vier verschiedene PhoU-Proteine, zwei

in den pst-Operons (OE4476R und OE1674R) und zwei in monocistronischen Operons

mit eigenen Promotoren (OE1681F und OE2128F). Die phoU -Gene in den polycistro-

nischen pst-Operons zeigen die gleichen Induktionskinetiken, wie die restlichen Gene

der entsprechenden Operons. Von den beiden separaten phoU war leider nur eines

(OE1681F) auswertbar, da die Sondenqualität auf dem Mikroarray die Auswertung des

anderen Gens (OE2128F) nicht zuließ. Interessanterweise ähnelt das Induktionsverhal-

ten von OE1681F nicht dem des benachbarten Pst2-Transporters, sondern dem des weit

entfernt kodierten Pst1-Transporters.

Die zwei Exonukleasen in Abbildung 3.18 werden von den Genen OE1410F und

OE3526R kodiert und nach der Translation wahrscheinlich sekretiert. Die Proteine

besitzen deutliche Nukleasemotive und Signalsequenzen zum Export durch das Sec-

System (OE1410F) bzw. Tat-System (OE3526R). Die Funktion dieser Exonukleasen ist

vermutlich die Degradation von im Habitat diffundierenden Nukleinsäuren zu einzelnen

Nukleotiden, denen die Alkalische Phosphatase anschließend die Phosphatreste entfernt.

Das freigesetzte anorganische Phosphat bildet das Substrat der Pi-ABC-Transporter.

Im Fall des Gens aph konnte nachgewiesen werden, dass die während des Phosphat-

mangels beobachtete Erhöhung der Enzymaktivität von Aph in ursächlichem Zusam-

menhang mit einer gesteigerten mRNA-Menge steht. Dieses Postulat gilt für die meisten

Formen bakterieller Proteinregulation. Für Archaeen ist eine generelle Aussage darüber

jedoch aufgrund der dünnen Datenlage noch nicht möglich.

In den Abbildungen 3.18-3.27 finden sich auch mit einem Stern gekennzeichnete Tran-

skriptionsverläufe. Diese stellen solche Gene dar, die die geforderten Signifikanzkriterien
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(visualisiert in Abb. 3.17) nicht erfüllen, aber zusammen mit anderen, signifikant regu-

lierten Genen einen funktionellen Komplex bilden. Diese zusätzlichen, gekennzeichneten

Gene erscheinen nur in den Abbildungen, wenn sie den gleichen Regulationstrend zeig-

ten, wie ihre signifikanten „Geschwister“.

Gene zur respirativen Energiegewinnung

H. salinarum besitzt eine vollständige Atmungskette [122]. Die Funktion der Cyto-

chrome als Elektronenüberträger wird dabei teilweise durch sogenannte Halocyanine

übernommen. Die Zellatmung findet sich den gesamten Untersuchungszeitraum hin-

durch herunterreguliert. Abbildung 3.19 verdeutlicht, dass dies kein sporadisches Phä-

nomen einzelner Gene der Atmungskette ist. Die vermindert transkribierten Gene ver-

teilen sich auf alle Komplexe der respiratorischen Energiegewinnung bis hin zur ATP-

Synthase (Komplex V). Das Bild komplettiert sich durch die Darstellung der restlichen,

nicht signifikanten Gene der einzelnen Komplexe.

2h        4h      10h      24h

*

Synthese von PQQ
und Quinolinat

Komplex I
(F -H :Ubiquinon

Oxidoreduktase)
420 2

Komplex V
(A-Typ ATP Synthase)

*
*
*
*
*
*
*
*

*

*
*

*
*
*
*
*

*
*

Komplex III (Ubiquinol:
Cytochrom C Reduktase)

Komplex IV
(Cytochrom Oxidasen)

Komplex IV
(DMSO Reduktase)

Abbildung 3.19: Transkriptionsprofile von Genen, die Proteinkomplexe der Atmungskette von H.

salinarum kodieren. Die Gene wurden nach ihrer Zugehörigkeit zu den einzelnen Komlexen der At-
mungskette gruppiert. Rot: Repression, Grün: Induktion.

Die einzige Ausnahme bildet die Succinat-Dehydrogenase (Komplex II), die nicht es-
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sentiell ist für den Elektronenfluss in der Atmungskette. Sie katalysiert die Umsetzung

von Succinat zu Fumarat und überträgt dabei die anfallenden Reduktionsäquivalente

über FAD auf Ubiquinol, wodurch diese der Atmungskette zugeführt werden.

Besonders stark ausgeprägt ist die Regulation des Komplex IV. Das Genom von H.

salinarum enthält in vier weit voneinander entfernten Loci die Informationen zur Her-

stellung von Terminalen Oxidasen zur aeroben Respiration. Zwei der daraus herstellba-

ren Komplexe sind wahrscheinlich Cytochrom C- bzw. Halocyanin-Oxidasen (TermOx-1

und TermOx-2). Da H. salinarum kein Cytochrom C besitzt, ist noch unklar, ob so-

genannte Halocyanine dessen Funktion wahrnehmen. Die zwei anderen Komplexe wur-

den als Cytochrom D-Oxidasen annotiert und gingen offensichtlich auseinander hervor

(TermOx-3 und TermOx-4). Dies lässt sich aus der Tatsache schlussfolgern, dass sie

innerhalb der Duplikate eines 60kB langen DNA-Abschnitts liegen. Leider waren nur

die Sonden von TermOx-2 und TermOx-4 auswertbar. Diese zeigen jedoch in den ersten

vier Stunden der Untersuchung eine konsistente, bis zu 16fache Repression.

An dieser Stelle sei auch gleich der alternative Komplex IV erwähnt, welcher die

terminalen Elektronenakzeptoren DMSO und TMAO reduzieren kann [87]. Diese DMSO

Reduktase weist innerhalb des Untersuchungszeitraums den gleichen Verlauf auf, wie die

bereits besprochenen TermOx-Komplexe.

Für die Komplexe I und III schwächt sich die Repression im weiteren Verlauf des Ex-

periments bis zum 24h-Messpunkt wieder ab. Interessanterweise sind auch Gene für die

Synthese von mobilen Energieüberträgern wie Pyrroloquinolinquinon (PQQ) und Ubi-

quinol herunterreguliert. PQQ kommt als Kofaktor unterschiedlichster Dehydrogenasen

und Oxidoreduktasen vor, die ihre Elektronen an Cytochrom C, Ubiquinol und andere

mobile Elektronenträger weitergeben [81]. Die Funktion von PQQ ist somit äquivalent

zu NAD und FAD.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die stärkste Repression der Atmungs-

kette vor der Induktion der Gene des Phosphatregulons auftritt, jedoch bis zum Ende

des Versuchszeitraums bestehen bleibt. Die Repression der Atmungskettengene korrel-

liert grundsätzlich mit der Verringerung des Zellwachstums, hat ihren Höhepunkt aber

bereits 4h nach Beginn des Experiments. Die Zellen gehen allerdings auch frühzeitig in-

nerhalb des 24stündigen Beobachtungszeitraums fließend in die stationäre Phase über.
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Gene der lichtgetriebenen Energiegewinnung

Halobacterium salinarum verfügt über die Möglichkeit, aus Lichtenergie einen Proto-

nengradienten zu erzeugen, welcher unter anderem der ATP-Synthase zur Generierung

von ATP dient [82]. Die Nutzung des Sonnenlichts geht im Wesentlichen auf die Wir-

kung der im sogenannten „bop-cluster“ kodierten Proteine zurück. Diese Gengruppe

umfasst crtB1 und brp (kodieren Enzyme der Kofaktorsynthese), bop (Strukturgen des

Bacterio-opsins), bat (kodiert den Regulator des „bop-clusters“ [73]) und blp (kodiert

für ein Protein mit unbekannter Funktion [41, 9]). All diese Gene kennzeichnet eine

stromaufwärts des Promotors gelegene Aktivatorsequenz.

Über die in diesen Genen kodierten Proteine hinaus sind noch eine ganze Reihe weite-

rer Enzyme für die Biosynthese des Retinals verantwortlich. Jedoch stützt man sich hier

hauptsächlich auf Homologieuntersuchungen, aus denen für die meisten Katalyseschritte

mehrere Kandidaten hervorgehen. Bis zum Lycopen gleichen die Reaktionsschritte de-

nen der Bacterioruberin-Biosynthese (Abbildung 3.20).

Abbildung 3.20: Biosynthese von funktionellem Bacteriorhodopsin.

Die Enzyme CrtY, Brp und Blh sorgen wahrscheinlich für die Synthese von Retinal aus

Lycopen. Im Gegensatz zu Brp sind CrtY und Blh, genauso wie alle weiteren Enzyme der

Kofaktorsynthese in weit über das Genom verstreuten Genen kodiert. Abbildung 3.20
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zeigt im oberen Bereich den „bop-cluster“ und darunter schematisch die Retinalsynthese

ausgehend von Geranylgeranyl-pyrophosphat. An den Reaktionspfeilen befinden sich die

Namen der diese Schritte katalysierenden Enzyme. Die Farbmarkierungen der Proteine

entsprechen dem Transkriptionsverhalten ihrer Gene (siehe Abbildung 3.21).

Abbildung 3.21 enthält neben den Genen des „bop-clusters“ (blp war aufgrund der

schlechten Sondenqualität nicht auswertbar) noch crtI2. Die Transkription all dieser

Gene schwächte bei den 2h- und 4h-Zeitpunkten ab. Nach 10h erreichten die mRNA-

Mengen wieder das Ausgangsniveau und lagen nach 24h leicht darüber (Ausnahmen

bat und brp). Im Gegensatz zu Brp zeigen die anderen beiden Retinalsynthese-Enzyme

CrtY und Blh keine signifikanten Änderungen während des Versuchs.

2h        4h      10h       24h

crtB1
crtI2

brp
bat

bop

bop-cluster

Abbildung 3.21: Transkriptionsprofile von Genen für die lichtgetriebene Energiegewinnung. Rot:
Repression, Grün: Induktion.

Die Regulation des Strukturgens der Protonenpumpe Bacteriorhodopsin zeigt nach

24h Phosphatmangel nach oben, wobei die Zellen gleichzeitig in die stationäre Phase

übergehen. Diese Korrelation ist seit langem bekannt [91]. Da das von Bacteriorho-

dopsin erzeugte Membranpotential nur zum Teil für die ATP-Synthese genutzt wird,

steht die Repression der ATP-Synthase nicht im Gegensatz zu der Induktion des „bop-

clusters“.

Ob die Expressionen der anderen Enzyme der Kofaktorsynthese vielleicht posttran-

skriptionell reguliert sind, wie eine Veröffentlichung von Baliga et al. nahelegt [10],

bleibt hier ungewiss. Diese Frage könnte mit Untersuchungen auf Proteomebene geklärt

werden, doch würde dies weit über die eigentliche Fragestellung des Versuchs hinaus-

schießen.

Gene des Arginin- und Carbamoylphosphatmetabolismus

Arginin nimmt für H. salinarum eine Sonderstellung unter den Aminosäuren ein. Über

den sogenannten „Arginin-Deiminase-Weg“ (ADI-Weg) kann es zu Citrullin umgewan-

delt und dieses in Ornithin und Carbamoylphosphat gespaltet werden [109]. Das End-

produkt Ornithin entsorgt H. salinarum durch einen Antiporter, der im Gegenzug neues
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Arginin importiert. Durch Spaltung des Carbamoylphosphats entsteht schlussendlich

ATP. Dieser „Arginin-Fermentation“ genannte Prozess stellt mithin eine vom Komplex

V autarke Form der ATP-Synthese dar.

2h        4h      10h       24h

Argininsynthese u.
-verbrauch

Carbamoylphosphat-
synthese u. -verbrauch

Argininaufnahme u. ATP
generierender Abbau

*

*
*

*

*

Abbildung 3.22: Transkriptionsprofile der Gene des Arginin- u. Carbamoylphosphatmetabolismus.
Rot: Repression, Grün: Induktion.

In den ersten vier Stunden des Untersuchungszeitraums ist der Verlauf der für den

Arginin- und Carbamoylphosphatmetabolismus relevanten Gene heterogen (Abbildung

3.22). Die Argininsynthese und der nicht fermentative Verbrauch erscheint in diesem

Zeitraum, wie auch während der gesamten Untersuchung, heruntergefahren. Die Car-

bamoylphosphatsynthese erhöht sich leicht, wobei der Abfluss zur Nukleinsäuresynthese

über Carbamoylaspartat wiederum nicht induziert wird. Nach 2h zeigt sich eine deutli-

che Induktion der Gene der Arginin-Fermentation, wobei sie nach 4h wieder leicht unter

dem Ausgangsniveau liegen.

L-Arginin Ornithin

L-Arginino-
succinat

Citrullin

Carbamoyl-
phosphat

ATP

Carbamat

NH /HCO4 3

Pyrimidin-
biosynthese

Aspartat

Harnstoff

Cytoplasma

Medium

+ -

Abbildung 3.23: Veränderung des Arginin- und Carbamoylphosphatstoffwechsels bei Phosphatman-
gel. Die grünen und roten Pfeile symbolisieren die Induktion bzw. Repression der Enzyme der entspre-
chenden Reaktionen 10h und 24h nach Applikation der Phosphatlimitierung.
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Ab dem 10h-Messpunkt kehrt sich dieser heterogene Phänotyp in einen klaren ho-

mogenen Trend um. Die Neusynthese von Arginin und Carbamoylphosphat sowie der

Verbrauch beider Spezies ausserhalb der Arginin-Fermentation ist deutlich zurückge-

schraubt. Die Enzyme für die ATP-Synthese aus Arginin und der Arginin-Ornithin-

Antiporter zeigen eine klare Induktion (Abbildung 3.23).

Oxidativer und genereller Stress

In den ersten vier Stunden des Experiments zeigt der Trend für einige Gene, welche Cha-

perone kodieren (HSP20-Homologe und beide Untereinheiten des Thermosoms), nach

unten (Abbildung 3.24). Nach 10h dreht dieser Trend allerdings wieder in Richtung

Induktion.

2h        4h      10h       24h

Chaperone

DNA-Reparatur,
Katalase etc.

Abbildung 3.24: Transkriptionsprofile stressaktivierter Gene. Rot: Repression, Grün: Induktion.

Sowohl ein Superoxid-Dismutase-Gen (es war nur sod2 auswertbar, da die sod1 -

Sonden zu viele Ausfälle hatten) als auch das Katalase-Gen perA sind, vom 10h-Zeit-

punkt abgesehen, durchweg induziert. Eine ähnliche Kinetik zeigen weitere Gene, deren

Translationsprodukte mit der Reparatur von oxidativen Schäden in Verbindung gebracht

werden können.

Von E. coli weiss man, dass Phosphatmangel einen oxidativen Stress erzeugt. Dieser

geht hauptsächlich auf die Zellatmung und die damit verbundene Produktion von „reac-

tive oxygen species“ (ROS) zurück [68, 31]. Andere Arbeitsgruppen wiesen in aeroben

H. salinarum-Zellen bereits höhere Transkriptmengen der Thermosom- und Superoxid-

Dismutase-Gene im Vergleich zu anaeroben Zellen nach [87]. Da auch der Phosphat-

mangel diese Gene induziert, kann für H. salinarum ein gewisser oxidativer Stress unter

diesen Bedingungen angenommen werden.
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Gene zur aktiven Lageänderung

In Abbildung 3.25 sind die Regulationsprofile der fla- und htr -Gene zusammengefasst.

Diese korrelieren mit dem Zeitverlauf des Phosphatstresses der Zellen. Obwohl viele

der fla-Gene die vorgegebenen Signifikanzkriterien nicht erfüllen, ist der Trend einer

leichten Induktion nach 24h nicht zu übersehen. Genauso verhält es sich mit den htr -

Funktionspaaren htrI /sopI und basT/basB. Einzig htrXIII zeigt in den ersten vier Stun-

den des Experiments eine stärkere Induktion. Die Regulationsprofile aller weiteren halo-

bakteriellen Transducer folgten keinem Trend und waren darüberhinaus durchweg nicht

signifikant, weshalb sie nicht in Abbildung 3.25 aufgeführt sind.

Zu den fla-Genen liegen keine Funktionsdaten vor. Die induzierten halobakteriellen

Transducer (Htr) könnten auf eine aktive Suche nach Nährstoffen hindeuten. Der Verlauf

des Paares htrI /sopI entspricht relativ gut dem des „bop-Clusters“ (siehe Abbildung

3.21, S. 42). Dies erscheint logisch, da sich durch aktive Suche nach helleren Regionen

die Wirkung des angeschaltenen Bacteriorhodopsins potenziert.

2h        4h      10h       24h

*
*
*
*

*

*
*

fla Gene

cheC1

htr Gene

Abbildung 3.25: Transkriptionsprofile der fla- und htr -Gene. Rot: Repression, Grün: Induktion.

Das einzige, in Abbildung 3.25 dargestellte che-Gen ist cheC1, welches nach 4h am

stärksten zurückgefahren wird. Die anderen che-Gene wiesen keine Regulation auf und

fehlen folglich in der Abbildung. Möglicherweise handelt es sich bei cheC1 auch um ein

falschpositives, also fälschlicherweise als reguliert eingestuftes Gen.

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Stamm H. salinarum R1 (DSM 671) un-

terscheidet sich von seinem Mutterstamm (DSM 670) unter anderem durch die fehlende

Gasvesikelproduktion in der exponentiellen Wachstumsphase. Selbst im stationären

Zustand ist die Produktion so gering, dass man kaum Vesikel erkennen kann [126]. Im

Stamm R1 ist eines der beiden plasmidal kodierten Gasvesikel-Operons durch ein Inserti-
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onselement inaktiviert (siehe dazu auch www.halolex.mpg.de). Da sich in genau diesem

Operon beide Strukturgene (gvpA1, gvpC1 ) der halobakteriellen Gasvesikel befinden,

verwundert der beobachtete Phänotyp nicht im geringsten. Neben diesem „Gasvesikel-

Cluster“ auf dem Plasmid pHS1 existiert zwar noch ein weiterer auf dem Chromosom von

H. salinarum R1, die von ihm ausgehende Vesikelproduktion ist jedoch sehr schwach.

Auf den ersten Blick weisen beide Genhorte eine erstaunlich kohärente Transkription

auf. Sowohl die wenigen signifikanten Gene als auch alle anderen für die Gasvesikelpro-

duktion zuständigen Gene werden in den ersten vier Stunden des Experiments vermin-

dert transkribiert. Nach 24h erreicht die Induktion dann ihren Höhepunkt (Abbildung

3.26).

*
*
*
*
*
*
*
*
*

*

2h        4h      10h       24h
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*
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chromosomal kodierte
Gasvesikel

plasmidal kodierte
Gasvesikel

Abbildung 3.26: Transkriptionsprofile der Gene der Gasvesikelproteine. Rot: Repression, Grün:
Induktion.

Auf den zweiten Blick offenbart sich jedoch ein interessantes Phänomen. Die letzten

vier Gene in Abbildung 3.26 zeigen über den gesamten Versuch hinweg keine Veränderun-

gen. Eben jene vier plasmidalen Gene sind durch das oben erwähnte Insertionselement

inaktiviert.

Gene der Transkription und Translation

Dem geltenden Paradigma zufolge sind Transkription und Translation in Prokaryoten

eng miteinander verbunden. Im vorliegenden Transkriptomexperiment des Phosphat-
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mangelschocks bestätigt sich dieser Zusammenhang eindrucksvoll. Sowohl die Unter-

einheiten der RNA-Polymerase (RNAPol) als auch 74% der für ribosomale Proteine

kodierenden Gene (Abbildung 3.27) werden zu den Messpunkten 2h und 4h leicht indu-

ziert. Nach 10-24h vermindert sich die Transkription wiederum beider Gruppen dagegen

sehr stark.

*
*
*

*

2h        4h      10h       24h

*
*
*
*
*
*
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2h        4h      10h       24h
Translations-
initiations-
faktoren

ribosomale
Proteine

tRNA Ligasen

RNA Polyme-
rase Unterein-
heiten

TATA-Box bin-
dende Proteine

globale Regula-
toren

Abbildung 3.27: Transkriptionsprofile von Genen der Transkription bzw. Translation. Rot: Repres-
sion, Grün: Induktion.

Abbildung 3.27 stellt neben den RNAPol-Untereinheiten auch drei Gene dar, die für

TATA-Box bindende Proteine (TBP) kodieren (tbpB1b, tbpC1, tbpD1 ). Es ist vorstell-

bar, dass sich die TBP ähnlich auf die Transkription verschiedenster Gene auswirken,

wie die Sigmafaktoren der Bakterien [85]. Zwei globale Regulatoren weisen ebenfalls eine

signifikante Regulation auf. So wird lrp in den ersten 4h des Experiment vermindert

und sirR besonders im Zeitraum ab 10h verstärkt transkribiert.

Während Lrp nur in seinem DNA-Bindebereich Homologien zu der AsnC/Lrp-Re-
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gulatorfamilie besitzt, erstrecken sich die Homologien von SirR zu eisenabhängigen

Regulatoren über die gesamte Aminosäuresequenz (siehe www.halolex.mpg.de). Er-

ste Mikroarray-Analysen dieser Arbeitsgruppe scheinen ebenfalls die Involvierung von

SirR in die eisenabhängige Genregulation zu bestätigen (Rita Schwaiger, persönliche

Mitteilung).

Weiterhin beinhaltet Abbildung 3.27 die Transkriptionsprofile der Translationsinitia-

tionsfaktoren eif2a und eif2b sowie der tRNA-Ligasen aspS und valS. Deren Transkrip-

tionskinetiken ähneln denen der Gene der ribosomalen Proteine.

Die Regulation all dieser für die Proteinproduktion essentiellen Gene korelliert gut mit

dem Wachstumsverlauf der Zellen während des Versuchs. Zellen, welche von phosphat-

haltigem Medium in phosphatfreies Medium umgesetzt werden, verdoppeln sich noch

einmal und gehen bereits nach 24h Inkubation in einen stationären Zustand über. Solch

eine Korrelation zwischen Wachstumsphase und Expression ribosomaler Proteine kennt

man von mehreren Bakterien [55].

3.2.6 Validierung der Transkriptomanalyse und Quantifizierung
der Geninduktionen

Ergebnisse aus Transkriptomanalysen unter Verwendung der Mikroarray-Technologie

sind stichprobenartig durch eine unabhängige Methode zu validieren [23]. Im vorliegen-

den Fall diente dazu die quantitative PCR (qPCR) nach unspezifischer reverser Tran-

skription (RT). Diese Methode erlaubt die echte Quantifizierung von mRNA-Mengen-

verhältnissen [19]. Mikroarrays eignen sich dafür nur beschränkt. Zum einen ist deren

dynamischer Bereich oftmals unbekannt und zum anderen müssen die Experimentbe-

dingungen so gewählt sein, dass möglichst alle Gensonden (im vorliegenden Fall mehr

als 2500) mit ihrer Ziel-cDNA hybridisieren, was eine exakte Quantifizierung aller be-

trachteten mRNA-Mengenverhältnisse unmöglich macht.

Zur Validierung der erhobenen Arraydaten des Phosphatmangelschocks wurden die

bereits vorhandenen RNA-Proben (0-24h) beider biologischen Replikate mit unspezifi-

schen Primern in cDNA umgeschrieben. Daran schloss sich eine qPCR unter Verwen-

dung der Reportersubstanz SYBRGreen an [86]. Die daraus gewonnenen Daten dienten

nach Verrechnung mit dem internen Standard fdx der verlässlichen relativen Quantifi-

zierung der Transkriptmengen ausgewählter Gene. Das Gen fdx kodiert für das relativ
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gleichbleibend exprimierte Haushaltsprotein Ferredoxin [83].

SYBRGreen interkaliert unspezifisch in DNA-Doppelstränge. Bei dessen Verwendung

ist also unbedingt darauf zu achten, dass die detektierten Fluoreszenzsignale einer qPCR

von einem einzigen Amplikon stammen. Daher überprüft man direkt nach Beendigung

der PCR die Schmelzkurve der amplifizierten DNA. Enthält diese nur einen Wende-

punkt, stammt die zuvor beobachtete Fluoreszenz der Reaktion von einem einzelnen,

spezifischen PCR-Produkt (Abbildung 3.28B).

Abbildung 3.28: Nachweis von Effizienz und Spezifität der qPCR. A: qPCR einer Verdünnungs-
reihe von genomischer DNA als Kopiervorlage am Beispiel der pstC2 -Primer. B: 1. Ableitungen der
Schmelzkurven von Amplifikaten nach Beendigung der qPCR am Beispiel der pstC2 -Primer.

Die relative Quantifizierung erfolgte nach der 2∆∆Ct-Methode, welche neben der be-

sprochenen Spezifität der PCR-Primer noch weitere Vorraussetzungen erfordert. Eine

davon ist die Verdopplung der DNA bei jedem PCR-Zyklus (100% Effizienz). Dies lässt

sich leicht mit Hilfe von qPCR-Ansätzen überprüfen, die verschiedene Anfangsmengen

an DNA enthalten. Aus dem verzögerten Anstieg der Fluoreszenzkurven kann die Effi-

zienz der Reaktionen errechnet werden (Abbildung 3.28A).

Bei der angewandten relativen Quantifizierung benötigt man ein konstitutiv expri-

miertes Gen als internen Standard. Wie schon erwähnt diente dazu das Gen fdx. Zur

Quantifizierung der Unterschiede in den Transkriptmengen eines Gens in verschiedenen

Proben vergleicht man, wann die PCR-Reaktionen des Standardgens und des interessie-

renden Gens eine zuvorgewählte Fluoreszenzstärke überschreiten. Nun bildet man die

Differenz aus diesen sogenannten Ct-Werten (engl.: „cycle threshold“). Die so erhaltenen

∆Ct-Werte des interessierenden Gens in den untersuchten Proben werden wiederum von

einander abgezogen, man erhält den ∆∆Ct-Wert. Unter der zuvor überprüften Vorr-
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aussetzung, dass die PCR-Reaktionen mit nahezu 100%iger Effizienz ablaufen, ergibt

2∆∆Ct den Unterschied der mRNA-Mengen des interessierenden Gens in den beiden

untersuchten Proben (Abbildung 3.29).
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Abbildung 3.29: Berechnung von Transkriptmengenunterschieden aus RT-qPCR-Daten nach der
2∆∆Ct-Methode.

Auf diese Weise wurden, mit Ausnahme von OE3526R, die relativen Transkriptmen-

gen aller phosphatrelevanten Systeme aus Tabelle 3.4 (siehe S. 29) über den Verlauf des

einsetzenden Phosphatmangels hinweg bestimmt. Der aus den Triplikaten jeder PCR

errechnete Ct-Mittelwert diente als Ausgangsgröße für die relativen Mengenbestimmung,

die in Tabelle 3.6 zusammengefasst ist.

Gen Funktion 2h 4h 10h 24h

phoX1 Bindeprotein des Pi-ABC-Transporters 1 1,4 7,7 74,6 130,8

pstC1 Permease des Pi-ABC-Transporters 1 0,9 10,0 235,2 408,2

pstC2 Permease des Pi-ABC-Transporters 2 0,5 3,1 14,1 7,0

ugpB Bindeprotein des Gly3P-ABC-Transporters 1,7 51,3 457,4 514,9

ugpA Permease des Gly3P-ABC-Transporters 2,9 35,1 588,5 900,8

aph Alkalische Phosphatase 1,3 8,9 124,4 177,0

ugpQ Glycerophosphoryl phosphodiesterase 2,8 2,1 3,0 0,8

ipp Anorganische Pyrophosphatase 1,3 0,7 0,6 0,5

OE1410F Homolog zu Exonuklease 1,2 1,9 1,8 2,4

pho2 homolog zu p-Nitrophenylphosphatase 2,3 3,3 1,6 1,4

phoT2 Na-abhängiges Pi-Transportprotein 1,3 1,9 3,0 1,3

phoT3 Pi-Transportprotein 1,7 1,7 1,8 0,6

OE4236F Pi-Transportprotein 2,2 2,7 1,8 1,0

OE2113R Pi-Permease 1,6 1,9 0,8 0,5

Tabelle 3.6: Zusammenfassung der Induktionen bzw. Repressionen der Transkription phosphatrele-
vanter Gene während des Phosphatmangelschocks laut RT-qPCR. Pi: anorganisches Phosphat, Gly3P:
Glycerin-3-phosphat.
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Der Vergleich von Tabelle 3.6 mit den Transkriptomdaten im Abschnitt 3.2.5 ergibt

ein komplexes Bild. Für die sehr stark regulierten Gene phoX1 bis aph sowie für ipp und

OE1410F erhält man mit beiden Methoden die gleichen Induktionskinetiken. Einzig in

der Regulationsstärke ergeben sich erhebliche Unterschiede. Während die Arraydaten

maximale Induktionen von 35fach (ugpB) ermitteln, zeigen sich bei der quantitativen

RT-qPCR Unterschiede von bis zu 900fach.

Die Gene ugpQ und pho2 bis OE2213R sind laut RT-qPCR zeitweise schwach regu-

liert, überschreiten aber überwiegend nicht einmal die Grenze der zweifachen Regula-

tion. Mit der Mikroarray-Analyse erhält man für diese Gene keine auch nur ansatzweise

signifikanten Daten.

Zusammenfassend kann man zwei Aussagen treffen. Für stark regulierte Gene korre-

lieren die mit der Mikroarray-Analyse und der RT-qPCR gemessenen Regulationstrends

sehr gut. Wobei der dynamische Bereich der angewendeten Mikroarray-Technologie nur

etwa eine Zehnerpotenz beträgt. Für schwach regulierte Gene ergibt sich ein gemischtes

Bild. OE1410F und ipp, obwohl nur schwache Änderungen zeigend, wurden mit beiden

Methoden ähnlich bewertet. Alle anderen Gene aus Tabelle 3.6 mit schwach ausge-

prägten Regulationen fielen bei der Mikroarray-Analyse durch das aufgelegte Raster.

Vermutlich verbergen sich in dem aufgezeichneten Datensatz noch weitere falschnega-

tive, da sehr schwach regulierte Gene.

3.2.7 Analyse der intrazellulären Phosphatkonzentration

So weit überhaupt bekannt, regulieren alle bislang daraufhin untersuchten Bakterien die

Expression ihrer Pho-Regulons abhängig von der Verfügbarkeit von Phosphat im Wachs-

tumsmedium [145, 138, 84, 55, 47, 120, 119, 137]. Einzig bei Synechocystis sp. PCC6803

vermutet man intrazelluläres Phosphat als Signal, da die verantwortliche Histidinkinase

cytoplasmatisch lokalisiert ist [129]. Für Archaeen liegen bislang keine Informationen

über den Auslöser phosphatabhängiger Genexpression vor.

Die meisten Organismen besitzen mehr oder weniger große Depots an Polyphosphat

[66]. Halobacterium salinarum hingegen akkumuliert aufgenommenes Phosphat haupt-

sächlich in Form von Magnesiumphosphat Mg3(PO4)2. Polyphosphat spielt hier mit ca.

5% des zellulären Phosphatvorrats nur eine untergeordnete Rolle [121]. Darüber hinaus
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führen anaerobe phototrophe Bedingungen in Gegenwart von Glycerin im Wachstums-

medium zur Veresterung des anorganischen Phosphats zu Glycerin-3-phosphat [36].

Bei der Erarbeitung der experimentellen Daten aus Abschnitt 3.2.5 ab Seite 32 fiel auf,

dass die phosphatmangelbedingte Steigerung der Expression des Pho-Regulons größeren

Schwankungen unterlag. Dabei schien die Induktionshöhe von der Wachstumsgeschwin-

digkeit der untersuchten Kultur abzuhängen. Dies deutete daraufhin, dass der Schalter

des Pho-Regulons, im Gegensatz zu allen daraufhin untersuchten Bakterien, nicht die

Phosphatkonzentration im Medium ist.

Da schnelles Zellwachstum mit einem hohen Phosphatverbrauch korreliert, wurde zu-

nächst geprüft, ob der intrazelluläre Phosphatvorrat stärkere Fluktuationen zeigt. Der

Phosphatgehalt von E. coli -Zellen bleibt beispielsweise relativ konstant. Der Normal-

wert von 10mM sinkt auch bei Phosphatmangel nicht unter 7mM [145].

Die Messungen mit H. salinarum förderten erstaunlich starke Schwankungen des in-

trazellulären Phosphatspiegels ([Pintra]) zu Tage. Unter Bedingungen ausreichender

Phosphatversorgung enthalten H. salinarum-Zellen etwa 42mM anorganisches Phosphat

(Tabelle 3.7). Damit bestätigten sich frühere Messungen, welche einen Phosphatgehalt

von 36mM ergaben [36]. Nach 24h Wachstum in phosphatfreiem Medium schrumpft

[Pintra] auf etwa 10mM zusammen. Dieser Wert bleibt auch bei längerer Inkubation der

Zellen in phosphatfreiem Medium erhalten und stellt somit die untere physiologische

Grenze für H. salinarum dar.

Bedingung [Pintra] [mM]

Halomedium (4mM Pi) 41,5 ± 10,4

24h synth. Medium (0mM Pi) 10,2 ± 3,8

24h BS (1mM Pi) nach 24h in SM (0mM Pi) 171,8 ± 86,3

Tabelle 3.7: Höhe der intrazellulären Phosphatkonzentration ([Pintra]) von H. salinarum-Kulturen
unter verschiedenen Bedingungen. Die Daten beruhen auf mindestens 5 unabhängigen Wiederholungen.
BS: Basalsalz, SM: synthetisches Medium.

Der Phosphatgehalt der Zellen kann nach einer solchen Hungerphase sehr leicht wieder

angehoben werden. Dazu resuspendiert man die hungernden Zellen in Basalsalz, welches

mit 1mM NaPi supplementiert ist. Dadurch schnellt der Phosphatgehalt der Zellen

innerhalb von 24h auf 172mM hoch und damit auf das vierfache des Normalniveaus

(Tabelle 3.7).
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Überführt man die Zellen statt in Basalsalz in synthetisches Medium (SM) mit 1mM

NaPi, so steigt [Pintra] nur vorübergehend an. Aufgrund des starken Zellwachstums pen-

delt er sich aber im weiteren Verlauf wieder auf Normalwerte ein (Daten nicht gezeigt).

Bislang ist unbekannt, ob das Abschmelzen der intrazellulären Phosphatkonzentration

einfach nur die Folge der fehlenden Versorgung mit Phosphatquellen ist oder vielleicht

sogar die Induktion des Pho-Regulons auslöst.

Um dies zu klären, wurden H. salinarum-Kulturen in verschiedenen Medien (komple-

xes Halomedium und synthetisches Medium) angeimpft und aerob inkubiert. Die so her-

angezogenen Zellkulturen besaßen verschiedene Wachstumsgeschwindigkeiten und intra-

zelluläre Phosphatkonzentrationen. Die in unterschiedlichen Wachstumsphasen befind-

lichen Zellkulturen wurden alle einem 7,5stündigen Phosphatmangel in SM bei 100rpm

bzw. 250rpm ausgesetzt. Nach dieser Inkubationszeit folgte sowohl die Messung von

[Pintra] als auch die Isolierung von Gesamt-RNA. Aus den einzelnen RNAs wurden mit-

tels RT-qPCR die relativen Mengen an aph-mRNA bestimmt. Da das Gen für die Al-

kalische Phosphatase ein Teil des Pho-Regulons ist, diente dessen Transkriptionsstärke

als Indikator für die Höhe der Induktion des gesamten Pho-Regulons.

Abbildung 3.30: Abhängigkeit der Induktion des Gens aph von der intrazellulären Phosphatkon-
zentration. Alle der Messung zu Grunde liegenden RNA-Proben stammen aus Kulturen, die 7,5h in
phosphatfreiem synthetischem Medium inkubiert wurden.

Trotz der unterschiedlichen Vorbehandlungen war der einzige Parameter, mit dem

die mRNA-Mengen des aph-Gens korrelierten, die intrazelluläre Phosphatkonzentration.
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Abbildung 3.30 verdeutlicht diesen Zusammenhang. Obwohl in diesem Experiment alle

Kulturen 7,5h Phosphathunger litten, unterschieden sich die mRNA-Mengen des Gens

aph in erheblichem Maße. Statt von der Inkubationszeit in phosphatfreiem Medium,

hing die Transkriptionsstärke von der zum Zeitpunkt der Probennahme vorliegenden

Phosphatkonzentration in den Zellen ab.

3.2.8 Eruierung des Signalwegs zum Pho-Regulon

Für die Regulation der Transkription der bakteriellen Pho-Regulons sind, so weit wie be-

kannt, ausnahmslos Histidinkinasen (HK) und Antwortregulatoren (RR) verantwortlich.

Auch H. salinarum verfügt über ein großes Spektrum von HK und RR. Aus Kapitel 3.1

geht hervor, dass mit Ausnahme von CheA, CheY und CheB weder den Histidinkina-

sen noch den Antwortregulatoren durch bioinformatische Analysen per se eine Funktion

zuordenbar wäre.

Zwei Fakten legten also nahe, die Zwei-Komponenten Systeme (ZKS) von H. salina-

rum daraufhin zu testen, ob sie für die phosphatabhängige Genregulation verantwortlich

zeichnen: (i) alle bakteriellen Pho-Regulons werden von ZKS kontrolliert und (ii) H. sa-

linarum enthält Homologe von E. coli -PhoU, einem Protein mit einer Schlüsselfunktion

in der phosphatabhängigen Genexpression.

Die Untersuchung der halobakteriellen Zwei-Komponenten Systeme erfolgte durch Er-

zeugung entsprechender Deletionsstämme mittels homologer Rekombination unter Ver-

wendung einer Blau-Weiss-Selektionsstrategie [63]. Alle Untersuchungen in Bakterien

besagen, dass HK einen bestimmten RR phosphorylieren, welcher wiederum an be-

stimmte Zielpromotoren bindet. Mitunter sprechen auch mehrere HK den gleichen RR

an [44]. H. salinarum besitzt deutlich mehr HK als RR, womit das Szenario der RR-

Phosphorylierung durch mehr als eine HK nicht unwahrscheinlich ist. Darum fiel die

Wahl der zu deletierenden Komponenten auf die Antwortregulatoren.

Die Prüfung der sechs Deletionsstämme (4 RR mit Effektordomäne, 1 RR ohne Ef-

fektordomäne, 1 Hybridkinase mit funktioneller Empfängerdomäne) erfolgte mittels des

Aph-Tests (siehe S. 31). Dazu folgte auf eine Wachstumsphase bis OD600 ≈ 0,5 die

Messung der Aph-Aktivität und eine 48stündige Phosphathungerphase mit anschlie-

ßender erneuter Aph-Messung. Über die Deletion von Genen mit Empfängerdomänen
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hinaus wurde damit begonnen, alle Histidinkinasen auszuschalten und diese Stämme

dem Aph-Test zu unterziehen. Bislang konnten neben der Hybridkinase OE7042R noch

vier weitere HK-Gene deletiert und geprüft werden.

spez. Aph-Aktivität [U·(min·OD600)−1]

Deletionsstamm Genfunktion HM (4mM Pi) 48h SM 0mM Pi

wildtyp - 1,4 112,5

∆OE2086F RR, Transkription? 1,2 60,5

∆OE2334R RR, Transkription? 1,1 105,9

∆OE3854R RR, Transkription? 1,3 88,4

∆cheY RR, Chemotaxis 1,1 113,4

∆cheB RR, Chemotaxis 1,2 138,8

∆OE7042R HybHK, Transkr.? 1,4 108,8

∆OE2088F HK, Transkription? 1,0 82,0

∆OE2333R HK, Transkription? 1,8 163,0

∆OE2712R HK, Transkription? 2,5 81,7

∆OE3855R HK, Transkription? 1,1 108,4

Tabelle 3.8: Spezifische Aph-Aktivitäten [U·(min·OD600)−1] von H. salinarum-Stämmen mit Deletio-
nen von Genen, die funktionelle Empfängerdomänen enthalten oder Histidinkinasen sind im Vergleich
zum R1 wildtyp. HM: Halomedium, SM: synthetisches Medium, RR: Antwortregulator, HK: Histidin-
kinase, HybHK: Hybridkinase

Alle Deletionsstämme zeigten einen dem R1 wildtyp vergleichbaren Phänotyp (Tabelle

3.8). Daraus folgt, dass die Steuerung des Pho-Regulons ohne klassische ZKS funktio-

niert. Da bislang nicht alle Histidinkinasen deletiert und getestet wurden, bleibt noch

die Möglichkeit offen, dass eine von ihnen einen anderen, von den Antwortregulatoren

verschiedenen Transkriptionsfaktor aktiviert. Dieser könnte dann ohne Beteiligung der

RR die Transkription des Pho-Regulons beeinflussen. Ebenfalls unklar bleibt in die-

sem Kontext, warum H. salinarum so viele PhoU-Homologe besitzt. Interagieren diese

vielleicht trotzdem mit einem Regulatorprotein, auch wenn es sich dabei nicht um eine

Histidinkinase handelt? Diese und weitergehende Fragen werden in Abschnitt 4.2.5 (S.

97) ausführlich diskutiert.

3.2.9 Phosphatabhängige Taxis von H. salinarum

Das Prinzip der stimulusgerichteten Bewegung von H. salinarum ähnelt dem vieler

Bakterien und hängt von einer ganzen Reihe von Proteinen ab [147]. Der Stimulus
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wird direkt von den halobakteriellen Transducern (Htr) oder von speziellen, mit den

Htr wechselwirkenden Bindeproteinen detektiert. Die aktivierten Htr interagieren nach-

folgend mit der Histidinkinase CheA, welche sich daraufhin phosphoryliert. CheA∼P

phosphoryliert seinerseits den Antwortregulator CheY, was diesen befähigt, auf bislang

ungeklärte Weise an den halobakteriellen Flagellarmotor zu binden und die Frequenz

der Drehrichtungsänderung zu beeinflussen. Dank dieser Signalkette ist H. salinarum

in der Lage, seine Position stets im Bereich vorteilhafter Umweltbedingungen zu halten

[106].

Zur Zeit kennt man nur zwei Organismen, die eine phosphatgerichtete Chemotaxis

aufweisen. Dabei handelt es sich um Pseudomonas aeruginosa und Enterobacter cloacae

[59, 71]. P. aeruginosa besitzt dazu zwei verschiedene Phosphatsensoren, von denen

CtpH konstitutiv transkribiert und CtpL unter Phosphatmangel induziert wird [151].

Für beide Bakterien stellt Phosphat jedoch erst in einem Phosphatmangelzustand ein

Attraktant dar.

Abbildung 3.31: Schematische Darstellung des CIC-Tests. Gezeigt ist die Seitenansicht einer Petri-
schale mit angebohrter und eingeklebter Küvette.

Für die Untersuchung der phosphatgerichteten Chemotaxis von H. salinarum kam der

sogenannte CIC-Test zum Einsatz. CIC steht dabei für „Chemical in cuvette“. Dieser

Test stellt eine bisher unveröffentlichte Weiterentwicklung des „Chemical in plug“-Tests

[140] durch M. Koch (MPI für Biochemie, Abt. Membranbiochemie) dar. Die seitlich

angebohrten und mit Agar abgedichteten Küvetten befinden sich in der Mitte einer

Petrischale. Um die mit Chemikalien befüllten Küvetten herum (fünf Stück pro Petri-

schale) gießt man 0,25%igen Agar in Hepes-gepuffertem Basalsalz (BSH), der Zellen der

Dichte OD600=1 (Abbildung 3.31) enthält. Nach Erstarren des abgekühlten Agars, lässt

sich die chemotaktische Wirkung der untersuchten Chemikalien per Auge beobachten
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und mit einem handelsüblichen Durchlichtscanner dokumentieren [128].

Zunächst wurde getestet, ob H. salinarum bei ausreichender Phosphatversorgung

chemotaktisch auf Phosphate reagiert. Zellen, welche in synthetischem Medium mit

2mM Phosphatgehalt heranwuchsen, zeigten auf die phosphathaltigen Substanzen Na-

triumphosphat (NaPi), Glycerin-3-phosphat (Gly3P), Glucose-1-phosphat (Glc1P) so-

wie Glucose-6-phosphat (Glc6P) keinerlei Reaktion (Abbildung 3.32A). Man sieht hier

eine von unten gescannte, wie in Abbildung 3.31 präparierte Petrischale. Alle auf diese

Weise visualisierten CIC-Tests wurden in Corel PhotoPaint mit der Funktion „Tonba-

lance“ behandelt, was der Kontrastierung der Schwarmringe diente.

Abbildung 3.32: Chemotaktische Wirkung von Phosphat auf H. salinarum-Zellen im CIC-Test. A:
in phosphathaltigem Medium (2mM) gewachsene Zellen. B: 24h in phosphatfreiem Medium gehungerte
Zellen. In den Küvetten befanden sich BSH (1) bzw. jeweils 26mM NaPi (2), Glycerin-3-phosphat (3),
Glucose-1-phosphat (4) und Glucose-6-phosphat (5). Beide CIC-Tests wurden 71h nach der Präparation
mit einem Durchlichtscanner eingelesen.

Im Gegensatz zu den hinreichend mit Phosphat versorgten Zellen zeigen solche, die

24h in phosphatfreiem Medium hungerten, im CIC-Test gegen die gleichen Substanzen

eine deutliche Reaktion (Abbildung 3.32B). Hieraus folgt, dass H. salinarum eine durch

Phosphatmangel induzierte Phosphattaxis besitzt.

Außergewöhnlich ist auch der Phänotyp der Phosphattaxis. Die Schwarmringe wan-

dern nicht zur Küvettenöffnung hin, wie beispielsweise im Falle von Leucin, sondern von

der Öffnung weg, bis sie am Rand der Petrischale wieder verschwinden (Abbildung 3.33).

Die Zellen flüchten jedoch nicht vor dem auf sie zurollenden Phosphatgradienten. Dies

würde sich in einer deutlichen Verringerung der Zelldichte innerhalb der Schwarmringe

äußern, was jedoch nicht beobachtet werden konnte.

Um das Wanderungsphänomen genauer zu untersuchen, wurde die Ausbreitung des
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Abbildung 3.33: Detaildarstellung des zeitlichen Verlaufs der chemotaktischen Reaktion auf 14mM
Natriumphosphat.

Phosphatgradienten während des Beobachtungszeitraums mit Hilfe der Substanz para-

Nitrophenylphosphat (pNpp) sichtbar gemacht. Das Enzym Alkalische Phosphatase,

welches die Zellen während des CIC-Tests aufgrund des Phosphatmangels sekretieren,

zersetzt das pNpp in anorganisches Phosphat und p-Nitrophenol (pNp). Die anionische

Form von pNp besitzt eine intensiv gelbe Farbe (Absorptionsmaximum bei 405nm).

Die als Farbbild gescannte Petrischale (Ausschnitt links in Abb. 3.34) diente als

Vorlage für folgende in silico Operationen: (i) Umrechnen in ein Grauwertbild mit

nachfolgender Kontrastverstärkung durch „Tonbalance“ und (ii) Extraktion des Gelban-

teils durch die Funktion „Transform-Abstufen (Parameter:2)“, Umrechnung in Grauwerte

und Kontrastierung mit „Tonbalance“ (alle Operationen wurden mit Corel PhotoPaint

durchgeführt). Auf diese Weise konnten Informationen über Zelldichte und Verlauf der

Phosphat-Front über einen längeren Zeitraum gesammelt werden. Aus dem Diagramm

in Abbildung 3.34 geht hervor, dass sich der Ring aus Zellen stets in gleichem Abstand

zur fortschreitenden pNp-Front und damit zum fortschreitenden Phosphatgradienten

befindet. Dies erklärt auch die nichtlineare Ausbreitungsgeschwindigkeit der Zellringe

(siehe Abb. 3.33).

Als nächstes lag es nahe, die Absorption des p-Nitrophenolats quantitativ zu bestim-

men. Diese Information ermöglicht es, den Konzentrationsbereich zu berechnen, inner-

halb dessen die H. salinarum-Zellen mit einer chemotaktischen Reaktion auf Phosphat
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Abbildung 3.34: Beschreibung des Phänotyps der Phosphattaxis. Die beobachtete Küvette enthielt
20mM NaPi und 20mM pNpp.

reagieren. Dazu wurde die Petrischale (Abbildung 3.35 links) in ein Mikrotiterplatten

(MTP)-Lesegerät überführt, was die Entfernung der eingeklebten Küvetten erforderte.

Die Aufgabe des Geräts bestand darin, die Absorptionen einer MTP mit 1536 Vertie-

fungen bei 405nm zu bestimmen. Daraus resultiert die dreidimensionale Absorptions-

landschaft des CIC-Tests rechts in Abbildung 3.35, welche ca. 1000 Bildpunkte besitzt

und deren dritte Dimension der Absorptionsstärke entspricht. An den Stellen, wo die

Küvetten herausgebrochen und mit ihnen ein wenig Agar entfernt wurde, sinkt die A405

auf ein Minimum ab. Daher konnten die pNp-Gradienten auch nicht bis unmittelbar

vor die Küvettenöffnung verfolgt werden.

Die Küvetten 1 bis 3 des CIC-Tests in Abbildung 3.35 enthielten 20mM pNpp (1), je

10mM pNpp und NaPi (2) sowie 20mM NaPi (3). Besitzen Pi und pNpp ähnliche Dif-

fusionskoeffizienten, sollte die Sekretion von Alkalischer Phosphatase aus den im Agar

verteilten Zellen an allen drei Küvetten im Laufe der Diffusion sich gleichschnell aus-

breitende Phosphatgradienten erzeugen. Und in der Tat entfernen sich die drei Zellringe

mit gleicher Geschwindigkeit von den Küvetten (sichtbar durch den gleichen Abstand

der drei Zellringe zu den Küvettenöffnungen in Abb. 3.35).

In der Absorptionslandschaft in Abbildung 3.35 sind die Zellringe nur sehr schlecht

zu erkennen. Aus diesem Grund war es erforderlich, sie mit einem schwarzen Stift

nachzuzeichnen und die CIC-Platte erneut einzulesen. Das Ergebnis liefert Abbildung

3.36. Folgt man nun dem Verlauf der pNp-Gradienten von dem Bereich vor der Küvette

bis zum Plattenrand, so ergeben sich die in Abbildung 3.36 rechts dargestellten Kurven.

Diese weisen auch den für Diffusionsprozesse typischen expontiellen Abfall auf. Die
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Abbildung 3.35: Quantitative Bestimmung der pNp-Absorptionen. Füllungen der Küvetten: B:
BSH, 1: 20mM pNpp, 2: je 10mM pNpp und NaPi, 3: 20mM NaPi. Die CIC-Platte wurde nach 46h
Inkubationszeit gescannt und anschließend in einem MTP-Lesegerät vermessen.

Berechnung der pNp-Konzentrationen erfolgte mit Hilfe von Gleichung 3.1 und den

angegebenen Parametern. Die roten Regressionskurven in Abbildung 3.36 wurden auf

Basis folgender Annahmen mit dem Programm Origin berechnet: exponentieller Abfall

1. Ordnung (Küvetten 1,2) bzw. linearer Verlauf (Küvette 3).

Abbildung 3.36: Bestimmung der pNp-Konzentrationen an den Zellringen. Die Vermessung der links
dargestellten Absorptionslandschaft erfolgte nach dem Einzeichnen der Zellringe. Die rechts gezeigten
Kurven wurden aus dem Verlauf der A405 vor den Küvetten in Richtung Plattenrand berechnet. Der
Abstand der Messpunkte beträgt gerätebedingt 0,25cm. Die Bezeichnungen „Küvette 1-3“ entsprechen
der Nummerierung der Küvetten in Abbildung 3.35.

p-Nitrophenolat [µM] =
A405 − A405(Hintergrund)

εpNp [µM-1cm-1] · Schichtdicke [cm]
(3.1)
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A405(Hintergrund) = 0,47

εpNp = 0,0183 µM-1cm-1

Schichtdicke = 0,45 cm

Die p-Nitrophenolatkonzentration, bei der sich die Zellringe befinden, beträgt nach

obiger Rechnung 46µM für Küvette 1 (20mM pNpp) und 21µM für Küvette 2 (je 10mM

pNpp und NaPi). Diese Werte passen sehr gut zueinander, wenn man bedenkt, dass der

pNp-Wert für Küvette 2 (Kü2) nur halb so hoch sein sollte wie für Küvette 1 (Kü1), da

in Kü2 die Hälfte der pNpp-Menge durch NaPi ersetzt wurde.

Doch Gleichung 3.1 erfaßt nur die Konzentration des gelben, anionischen para-Nitro-

phenolats. Kennt man den pH-Wert der Messlösung, so lässt sich leicht die Konzen-

tration des farblosen nichtionischen p-Nitrophenols nach Henderson und Hasselbalch

berechnen (Gleichung 3.2).

pH = pKa + log
B-

HB
(3.2)

pKa (pNp) = 7,15

pH (BSH) = 6,8

[p-Nitrophenolat] = 45,5 µM (Kü1) bzw. 20,8 µM (Kü2)

Für die gegebenen Parameter ergibt sich eine Konzentration des farblosen p-Nitro-

phenols von 102µM (Kü1) bzw. 47µM (Kü2). Die Summe der sauren und basischen

Form von p-Nitrophenol ist äquivalent zu der Konzentration des bei der Spaltung frei-

gesetzten Phosphats, welche an der Position der Zellringe 147µM (Kü1) bzw. 67µM

(Kü2) beträgt. Für die Berechnung der Gesamt-Pi-Konzentration vor Küvette 2 war

der Messwert aufgrund des äquimolar eingesetzten NaPi zu verdoppeln. Anhand dieser

Berechnungen konnte festgestellt werden, dass Phosphathunger leidende H. salinarum-

Zellen im CIC-Test auf Phosphatkonzentrationen bis ca. 140µM (± 30µM für Fehler bei

der Messung des pH-Werts und der A405) mit einer gerichteten Bewegung reagieren.

Die bislang ungeklärte Frage, ob das Zwei-Komponenten System CheA-CheY die phos-

phatgerichtete Chemotaxis vermittelt, beantwortete die Untersuchung des Stammes H.

salinarum Flx15 ∆cheY. Aus Abbildung 3.37 geht hervor, dass diese Mutante keinerlei
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Phosphattaxis mehr zeigt. Erwartungsgemäß bleibt hier auch die anziehende Wirkung

der Positivkontrolle Leucin (Küvette 1) aus. Dieses Experiment belegt, dass die Signal-

transduktion von einem nicht näher spezifizierten Sensor zu dem Flagellarmotor von

CheA-CheY abhängt.

Abbildung 3.37: Chemotaktische Reaktion von H. salinarum Flx15 ∆cheY auf Phosphate im CIC-
Test. Die Zellen wurden 24h in phosphatfreiem Medium gehungert. In den Küvetten befanden sich
jeweils 10mM Leucin (1), NaPi (2), Glycerin-3-phosphat (3), Glucose-1-phosphat (4) und Glucose-6-
phosphat (5). Die Aufnahme des Bildes erfolgte nach 45h Inkubationszeit.

Eine weitere in diesem Zusammenhang zu stellende Frage lautet: erfolgt die Phos-

phattaxis von H. salinarum in Reaktion auf extrazellulär vorliegende phosphathaltige

Chemikalien und wenn ja auf welche? Oder wird das Signal möglicherweise intrazellulär

gemessen? Ein Beispiel für eine solche metabolische Detektion ist der cytoplasmatische

Htr Car, welcher die Arginintaxis von H. salinarum steuert [128].

Dieser Fragestellung wurde unter Verwendung des Deletionstamms H. salinarum R1

∆aph auf den Grund gegangen. Wachstumsexperimente zeigten, dass dieser Stamm

in synthetischem Medium lediglich mit anorganischem Phosphat und mit Glycerin-3-

phosphat als Phosphatquelle wächst (Abbildung 3.38B). Daraus lassen sich zwei Fakten

ableiten: (1) aufgrund der fehlenden Phosphataseaktivität kann dieser Stamm keine Or-

ganophosphate spalten und das freiwerdene Pi über Phosphattransporter aufnehmen,

(2) einzige Ausnahme ist Gly3P, wofür im Gegensatz zu Glc1P und Glc6P ein Aufnah-

mesystem zu existieren scheint (wahrscheinlich der ABC-Transportkomplex Ugp, siehe

Tabelle 3.4 auf Seite 29).

Untersucht man die chemotaktischen Reaktionen von phosphatgehungerten ∆aph-

Zellen im CIC-Test, so ergibt sich ein interessantes Muster (Abbildung 3.38A). Die aus

dem Wildtyp bekannten, nach aussen wandernden Ringe zeigen sich nur noch in Re-
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Abbildung 3.38: Chemotaktische Reaktion von H. salinarum R1 ∆aph gegen bzw. dessen Wachstum
auf verschiedenen Phosphatquellen. A: Die Zellen hungerten 24h in phosphatfreiem Medium, das Bild
der CIC-Platte entstand nach 71h Inkubationszeit. B: Wachstum von H. salinarum R1 ∆aph auf
verschiedenen Phosphatquellen. Verwendete Chemikalien: kein Phosphat (1), jeweils 26mM (CIC-
Test) bzw. 2mM (Wachstumstest) NaPi (2), Glycerin-3-phosphat (3), Glucose-1-phosphat (4) und
Glucose-6-phosphat (5).

aktion auf NaPi. Nachweislich aufnehmbares Glycerin-3-phosphat verursacht hingegen

keine Ringbildung.

Gleichzeitig wurden auch die Veränderungen des Phosphatgehalts von wildtyp- und

∆aph-Zellen bei Gabe von 1mM NaPi, Gly3P bzw. Glc6P in Basalsalz verfolgt. Aus

Tabelle 3.9 geht hervor, dass NaPi in beiden Stämmen zu einem starken Anstieg des

zellulären Phosphatgehaltes auf 170-180mM führt. Nach Zugabe von Gly3P und Glc6P

zeigten sich allerdings erhebliche Unterschiede bei den intrazellulären Phosphatgehal-

ten zwischen Wildtyp- und Deletionsstamm. Der Wildtyp ist, vermutlich aufgrund der

Wirkung der Alkalischen Phosphatase, in Anwesenheit beider Organophosphate zu einer

signifikanten Erhöhung von [Pintra] auf ca. 90mM fähig. Dies erreicht er vermutlich,

indem er diese Stoffe extrazellulär spaltet und das erzeugte anorganische Phosphat im-

portiert.

Im Gegensatz dazu erhöht sich der intrazelluläre Pi-Gehalt im Deletionsstamm mit

Gly3P und Glc6P nur auf 22mM bzw. 17mM. Daraus folgt, dass ein ∆aph-Stamm

zwar Gly3P importiert und verstoffwechselt (Wachstum siehe Abb. 3.38B), es jedoch

intrazellulär nicht quantitativ in Pi umsetzt. Der leichte [Pintra]-Anstieg bei Zugabe von

Glc6P irritiert ein wenig, da die Wachstumstests die fehlende Aufnahmefähigkeit dieses

Organophosphats attestierten. Während der Phosphataufnahmetests in Basalsalz war

eine geringe Abnahme der Zelldichte nach 24h Inkubationszeit zu beobachten. Vielleicht
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liefert diese Beobachtung, die eine begrenzte Zelllyse indiziert, eine Erklärung für den

leichten Anstieg des intrazellulären Pi im Deletionsstamm bei Anwesenheit von Glc6P.

Trotz allem bleiben die gemessenen Konzentrationen weit unter dem Niveau vor dem

Hungerstress (ca. 40mM).

[Pintra] [mM]

Phosphatquelle R1 wildtyp R1 ∆aph

1mM NaPi 171,8 ± 86,3 180,2 ± 41,5

1mM Gly3P 94,0 ± 41,3 21,7 ± 9,0

1mM Glc6P 89,7 ± 46,9 16,9 ± 11,9

Tabelle 3.9: Höhe der intrazellulären Phosphatkonzentration ([Pintra]) von H. salinarum-Kulturen
nach 24h in Basalsalz mit verschiedenen Phosphatquellen (je 1mM) im Anschluss an eine 24stündige
Phosphathungerphase. Die Daten beruhen auf mindestens 3 unabhängigen Messungen. ∆aph: Deletion
des Gens aph (OE5192R), NaPi: Natriumphosphat, Gly3P: Glycerin-3-phosphat, Glc6P: Glucose-6-
phosphat.

Die experimentellen Daten zur Bestimmung des Taxisstimulus sind folglich nicht ein-

deutig interpretierbar. Möglicherweise dient extrazellulär vorliegendes Pi als Attraktant

der Phosphattaxis (∆aph-Zellen zeigen keine Ringe gegen Organophosphate, die sie

nicht spalten können). Vielleicht überwacht H. salinarum aber auch den intrazellulä-

ren Phosphatspeicher (∆aph-Zellen zeigen keinen Ring gegen Gly3P, welches sie zwar

aufnehmen aber nicht in Pi umwandeln). Gegenwärtig erfolgt die Untersuchung von De-

letionsmutanten [63] der 18 halobakteriellen Taxissensoren. Dies gestaltet sich jedoch

nicht einfach, da die Deletionsmutanten zum Teil geringe Motilitäten besitzen.

3.2.10 Zusammenfassung des phosphatabhängigen Verhaltens

Bei der Untersuchung phosphatabhängiger Vorgänge in H. salinarum-Zellen konnten

verschiedene Prozesse aufgeklärt werden. Am Beginn der Untersuchungen stand die

Bestimmung, bei welchem Nährstoffangebot der Organismus in Phosphatmangel gerät.

Die Experimente ergaben, dass Medien mit weniger als 0,5mM Phosphatgehalt die fi-

nale Wachstumsdichte begrenzen. Die mangelhafte Phosphatversorgung induziert das

Gen aph. Dies führt zu verstärkter Produktion und Sekretion des Enzyms Alkalische

Phosphatase.

Aufgrund der phosphatabhängigen Regulation dieses Gens wurden weiterführende

Mikroarray-Analysen und RT-qPCR-Experimente durchgeführt. Diese deckten auf, dass
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ein Großteil der Gene mit für die Phosphataufnahme relevanten Funktionen eine von

der Phosphatversorgung abhängige Expression zeigt. Die Gene dieses sogenannten Pho-

Regulons kodieren für die ABC-Transportsysteme Ugp, Pst1 und Pst2, für die Enzyme

Alkalische Phosphatase und zwei Exonukleasen sowie mehrere PhoU-Homologe, deren

Funktion unklar bleibt (Abbildung 3.39).

Y

A

Pho-Regulon

P[intra]

Nukleinsäuren

Nukleotide

Exonuk

Aph

?

Organo-P

Glycerin-3P

Gly-3P

Metabol

?

?

pass.

Transp.

PstUgp

Proteine P-haltige Stoffe Htr passive Transporter

ABC-Transporter

Pi

Abbildung 3.39: Zusammenfassung des phosphatabhängigen Verhaltens. Blaue Pfeile symbolisieren
Stoffflüsse und schwarze Pfeile symbolisieren Signalwege. Gestrichelte, von Pi und P[intra] ausgehende
gestrichelte Linien deuten hemmende (Querbalken) bzw. aktivierende (Pfeile) Wirkungen der P-Vorräte
an. Aph: Alkalische Phosphatase, Exonuk: Exonukleasen, Metabol: nicht näher spezifizierte Ki-
nase/Phosphatase-Reaktionen, A,Y: CheA, CheY, Pi: anorganisches Phosphat, P[intra]: intrazelluläres
Pi, Organo-P: Organophosphate, Gly-3P: Glycerin-3-phosphat, ?: unbekanntes Regulatorprotein.

Darüber hinaus veränderte sich jedoch auch die Transkription einer Vielzahl weiterer

Gene. Bei diesen Änderungen handelt es sich wahrscheinlich um sekundäre Effekte, die

auf den einsetzenden Wachstumsstillstand während des Experiments zurückzuführen

sind. So erhöhen sich die Transkriptmengen von Genen zur aktiven Lageveränderung

(fla-Cluster, htr -Gene). Die mRNA-Mengen von Genen der Atmungskette hingegen

vermindern sich ebenso wie die der Gene für ribosomale Proteine.

Zusammenfassend betrachtet, reagiert H. salinarum auf eine Phosphatmangel-Situa-

tion mit der Expression des Pho-Regulons und einem Wachstumsstopp. Dieser wird

begleitet von einer Verringerung der Atmungsaktivität, dem vermehrten Abbau von

Arginin zu ATP, Ornithin und Carbamat und der Erhaltung des Membranpotentials
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mit Hilfe von Bacteriorhodopsin.

Während der Hungerphase verbraucht H. salinarum ca. 75% seines intrazellulä-

ren Phosphatspeichers. Die massive Abnahme des Pi-Vorrats ist nicht nur eine Folge

der Mangelversorgung, sondern gleichzeitig verantwortlich für die Induktion des Pho-

Regulons (Abbildung 3.39). Das zuständige Regulatorprotein konnte bislang nicht ent-

tarnt werden. Aufgrund der vorliegenden Daten kommen ZKS allerdings nicht in Frage.

Dieser Befund steht im Gegensatz zu allen anderen daraufhin untersuchten prokaryoti-

schen Pho-Regulons.

Von der Anpassung des Proteininventars abgesehen orientieren H. salinarum-Zellen

auch ihre Bewegungen an einem Phosphatgradienten. Diese Chemotaxis wird durch

Phosphatmangel induziert und durch das Zwei-Komponenten System CheA-CheY ver-

mittelt. Der adäquate Reiz jedoch bleibt verborgen. Die durchgeführten Experimente

schließen keine der beiden Regelgrößen „intrazellulärer Phosphatvorrat“ bzw. „extrazel-

luläre Phosphatkonzentration“ aus (Abbildung 3.39).

3.3 Die PAS-Domäne der Histidinkinase OE3855R

Der zweite Abschnitt der experimentellen Arbeit bezog sich auf die Untersuchung von

PAS-Domänen in Sensorbereichen der halobakteriellen Histidinkinasen. Die Bezeich-

nung PAS ist ein Akronym aus den Namen von drei Proteinen (Per, ARNT und Sim),

in denen diese Faltung zuerst gefunden wurde.

Abbildung 3.40: Sequenzvergleich von PAS-Domänen mit bekannter Raumstruktur.

Die Sekundärstruktur aller bekannten PAS-Domänen besteht aus vier α-Helices und

fünf β-Strängen, welche ein kompaktes Gebilde formen (Abbildung 3.40 sowie Abbildung
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3.5 auf S. 21). PAS-Domänen sind relativ weit verbreitet (5402 Einträge in SMART), sie

dienen als Sensoren und Dimerisierungsflächen [132]. Die verarbeiteten Signale reichen

von elektrischen Spannungen und Redoxpotentialen über Licht bis hin zu Sauerstoff.

Je nach Funktion beherbergen einige PAS-Domänen bestimmte Kofaktoren, z.B. 4-OH-

Zimtsäure, Flavine oder Häm. Die überwiegende Zahl der Domänen jedoch erfüllt ihre

Aufgabe ohne Kofaktoren.

Abbildung 3.41: Phylogenetische Analyse von 21 halobakteriellen und 40 bakteriellen bzw. eukaryo-
tischen PAS-Domänen. Domänen mit bekannten Kofaktoren wurden farblich hervorgehoben. Grün:
4-OH-Zimtsäure, Blau: FMN/FAD, Rot: Häm. Bei Proteinen mit mehreren PAS-Domänen sind diese
vom N-Terminus beginnend nummeriert (Zahl in den eckigen Klammern). Die Namen der Organismen,
welche sich hinter den Vierbuchstaben-Abkürzungen verbergen, sind im Anhang unter 7.2 auf S. 142
nachzuschlagen.
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Das Proteom von H. salinarum enthält 29 PAS-Domänen, wovon 21 in Sensorbe-

reichen von Histidinkinasen liegen (vgl. Tab. 3.3, S. 20). Da man nur schwer die

PAS-Domänen aller Histidinkinasen auf einmal untersuchen kann, wurden mittels ei-

ner phylogenetischen Analyse interessante Kandidaten herausgepickt. Anhand der mit

SSPro [100] berechneten Sekundärstrukturen erfolgte die Bestimmung der Kernbereiche

der einzelnen PAS-Domänen. Aus diesen Kernbereichen (2β-4α-3β) der halobakteriellen

sowie 40 weiterer PAS-Domänen aus Eukaryoten und Bakterien berechnete die Software

ClustalX nach der Neighbour-Joining Methode von Saitou & Nei [112] den Stammbaum

in Abbildung 3.41.

Durch das Einfärben der PAS-Domänen mit Kofaktoren, fallen deren große Sequen-

zähnlichkeiten untereinander sofort auf. Bei näherer Betrachtung erregte die PAS-

Domäne der Histidinkinase OE3855R (PAS3855) die Aufmerksamkeit des Experimenta-

tors. Diese befand sich von allen halobakteriellen Domänen am nächsten zu der Gruppe

der Häm bindenden PAS-Domänen (Abbildung 3.42), was auch zu dem Ergebnis aus

Tabelle 3.2 (S. 18) passt. Darüber hinaus bildet OE3855R zusammen mit dem Antwort-

regulator OE3854R ein bicistronisches Operon, womit dieses HK/RR-Paar mit hoher

Wahrscheinlichkeit ein funktionelles Zwei-Komponenten System (ZKS) darstellt.

Abbildung 3.42: Ausschnitt des phylogenetischen Baums in Abb. 3.41. Dargestellt sind alle
PAS-Domänen mit nachgewiesener Hämbindung und die am nächsten verwandte halobakterielle PAS-
Domäne.

Mit Hilfe der Kristallstruktur der Häm-PAS-Domäne des Sauerstoffsensors FixL aus

Sinorhizobium meliloti (Struktur 1EW0) konnte mit SwissModel [118] ein dreidimensio-

nales Abbild von PAS3855 errechnet werden (Abbildung 3.43A). Der direkte Sequenz-

vergleich mit S. meliloti FixL belegt, dass der zur Hämbindung essentielle Histidinrest

auch in PAS3855 vorliegt (Abbildung 3.43B).

Aus diesem Anfangsverdacht heraus wurde versucht, einen experimentellen Beweis

für die Häm bindenden Eigenschaften von PAS3855 zu erbringen. Bei einem Gelingen

spräche einiges dafür, dass das Zwei-Komponenten System OE3855R-OE3854R, ver-

gleichbar mit FixL/FixJ in S. meliloti, bestimmte Gene in Abhängigkeit von Sauerstoff
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Abbildung 3.43: Bioinformatische Informationen zu der PAS-Domäne der Histidinkinase OE3855R. A:
Modellierte 3D-Struktur von PAS3855. B: Sequenzvergleich und Sekundärstruktur der PAS-Domänen
von FixL und OE3855R. Das proximale Histidin, welches den Häm-Kofaktor festhält, ist mit einem
blauen Pfeil gekennzeichnet.

reguliert. Unter anaeroben Bedingungen phosphoryliert sich die Histidinkinase FixL

zunächst selbst, um den Phosphatrest an ihren Antwortregulator FixJ weiterzugeben.

Phosphoryliertes FixJ aktiviert sodann die Transkription von Genen, die für eine hoch-

affine O2-abhängige Terminale Oxidase und Proteine zur Stickstofffixierung kodieren.

Diese Signalkette wird durch Sauerstoffbindung an den Häm-Kofaktor von FixL lahm-

gelegt, weil oxy-FixL keine Kinaseaktivität mehr aufweist [32].

3.3.1 Heterologe Expression von PAS3855 in E. coli

Zur genaueren Charakterisierung der Bindungseigenschaften von PAS3855 erfolgte des-

sen heterologe Expression in E. coli M15 pREP4. Das auf Basis des Expressionvek-

tors pQE30 hergestellte Konstrukt umfasste die Aminosäuren 5 bis 150 des Proteins

OE3855R (Abbildung 3.44). Dieser Bereich entspricht der PAS-Domäne plus jeweils

10 Aminosäuren N- bzw. C-terminal davon. Auf S. 19 wurde bereits erklärt, dass

SMART die physiologische Proteindomäne „PAS“ in die zwei bioinformatisch erfassba-

ren Bereiche PAS und PAC unterteilt. Im vorliegenden Fall waren dem Programm die

Anhaltspunkte für ein Vorhandensein der drei β-Faltblätter, die dem PAC-Abschnitt

entsprechen, wohl nicht groß genug. Bei der Konstruktion des Translationsprodukts

wurde jedoch darauf geachtet, dass dieses den gesamten in Abbildung 3.43B dargestell-

ten Aminosäurebereich enthält. Die Reinigung der exprimierten Domäne mit Hilfe der

Nickel-Affinitätschromatographie erforderte noch eine Hexahistidin-Markierung, die sich

am N-Terminus des Translationsproduktes befand.

Nach dem Zellaufschluss wurde die lösliche Fraktion mit einer Ni-NTA-Matrix in-
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Domänenkomposition von OE3855R

6xHis heterolog exprimiertes Polypeptid

Abbildung 3.44: Darstellung aller Domänen der Histidinkinase OE3855R mit dem Programm SMART
sowie eine schematische Darstellung des heterolog in E. coli exprimierten Teils des Proteins.

kubiert, worauf mehrere Waschschritte folgten. An die Elution mit 200mM Imidazol

schloss sich eine Dialyse gegen Tris-Puffer mit 0,1M NaCl, 0,1M KCl und 50mM MgCl2

bei neutralem pH-Wert (7,5) an. Die auf diese Weise unter nativen Bedingungen ge-

reinigte Domäne wies eine Reinheit von 90% auf (Abbildung 3.45). Interessanterweise

befand sich bei allen durchgeführten Reinigungen immer das Chaperon DnaK unter den

koeluierenden Proteinen (Bande bei ca. 70kDa, per MS-Analyse identifiziert).

Abbildung 3.45: PAGE der Arbeitsschritte zur Reinigung heterolog exprimierter PAS3855. A: Coo-
massiefärbung. B: spezifische Färbung His-markierter Proteine (InVision His-Staining). (M) Bench-
mark His-tagged Proteinstandard, (1) Zellen vor Induktion, (2) Überstand der lysierten Zellen nach
Induktion, (3) Pellet der lysierten Zellen nach Induktion, (4) Durchfluss der Ni-NTA-Säule, (5) Wasch-
vorgang A, (6) Waschvorgang B, (7) Waschvorgang C, (8) Elution.

Das Absorptionsspektrum der gereinigten PAS-Domäne besitzt neben der Trypto-

phan- und Tyrosinabsorption noch eine Bande im sichtbaren Licht mit einem Maximum

bei 397nm (Abbildung 3.46A). Dies deutete daraufhin, dass während der heterologen

Expression in E. coli ein Kofaktor mit der PAS-Domäne assembliert. Das Verhältnis

von Protein zu Kofaktor variierte jedoch bei den durchgeführten Expressionen, wobei

Abbildung 3.46 ein Beispiel mit sehr hohem Kofaktoranteil zeigt.
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3.3.2 Identifizierung des Kofaktors von PAS3855 und
Rekonstitution der Holodomäne

An diesem Punkt lag die Natur des während der heterologen Expression eingebauten

Kofaktors im Dunkeln. Aufgrund des Absorptionsbereiches ließ sich jedoch Häm oder

ein Flavin vermuten.

Zur Unterscheidung zwischen den genannten Kandidaten wurde der Kofaktor mit

Natriumdithionit (Na2S2O4) behandelt. Im Falle von Häm reduziert diese Prozedur

das zentrale dreiwertige Eisen zu Fe2+, was zu einer bathochromen Verschiebung des

Absorptionsmaximums führt. In der Tat verschob sich das Maximum durch Zugabe von

Na2S2O4 längerwellig auf 433nm (Abbildung 3.46B).

Abbildung 3.46: A: Absorptionsspektrum heterolog exprimierter PAS3855-Domäne. B: Verschiebung
des Absorptionsmaximums von PAS3855 durch Zugabe von Natriumdithionit (rote Linie: Spektrum
nach Zugabe von Na2S2O4).

Somit konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem Kofaktor um ein Häm handelt.

Eine LC-MS-Analyse sollte nun klären, welcher der in E. coli vorkommenen Hämtypen

sich in der PAS-Domäne befindet. Die Analyse ergab eine molare Masse des Kofaktors

von 616,4 g·mol-1, was exakt der Molmasse von HämB (Protoporphyrin IX) entspricht.

In H. salinarum fand man bereits B-Typ Cytochrome und ein HämB enthaltendes

Transducerprotein [46, 52]. Deshalb erfolgte die Rekonstitution der Holodomäne durch

Zugabe von Hämin (HämB mit Chlorid als Gegenion). Dazu diente eine Proteincharge,

die weit weniger Häm aus der Expression in E. coli mitbrachte, als die in Abbildung

3.46 gezeigte. Die PAS3855-Domäne, in einem Puffer mit 0,5M NaCl, 0,5M KCl, 2mM

MgCl2 und 50mM Tris/HCl pH 7,5 vorliegend, wurde zunächst mit einem mehrfachen
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molaren Überschuss an Hämin inkubiert und anschließend über Nacht gegen hämfreien

Puffer dialysiert.

3.3.3 Größenbestimmung von PAS3855 durch Gelfiltration

Exprimiert man halophile Proteine in einem nicht halophilen Organismus wie E. coli, so

kann man nicht per se sicher sein, dass die Translationsprodukte korrekt gefaltet sind.

Mitunter induziert dabei die Gegenwart eines Kofaktors die richtige Faltung [17, 29].

Um diesen Effekt zu studieren, wurden Gelfiltrationen mit PAS3855 vor und nach der

Rekonstitution mit HämB an einer Sephadex 75-Säule durchgeführt.

Die Gelfiltration der PAS-Domäne ohne Kofaktor liefert ein heterogenes Erscheinungs-

bild. Man findet drei Absorptionsmaxima, die von dem Protein (280nm) und dem in

Spuren enthaltenen Kofaktor (405nm) stammen (Abbildung 3.47A). Der gleiche Versuch

mit der rekonstituierten PAS-Domäne zeigt hingegen eine einzige Elutionsfraktion, in

der sowohl die Absorption bei 280nm als auch bei 405nm maximal ist (Abbildung 3.47B).

Anhand der ebenfalls analysierten Standardproteine Chymotrypsinogen A (25kDa), Ov-

albumin (43kDa) und BSA (67kDa) konnten die Größen der PAS-Multimere in den

einzelnen Elutionsfraktionen bestimmt werden (Abbildung 3.48).

Abbildung 3.47: Gelfiltration von PAS3855 an einer Sephadex 75-Säule. Die Detektion erfolgte bei
den Wellenlängen 280nm (schwarze Kurven) und 405nm (blaue Kurven). A: PAS3855-Apodomäne, B:
mit HämB rekonstituierte PAS3855-Holodomäne.

Die Berechnungen ergeben Größen von 92,6 kDa (Maximum 1(-) in Abb. 3.47A) bzw.

33,5kDa (Maximum 2(-)) für die PAS-Domäne vor der Rekonstitution. Das Maximum

3(-) entspräche einer Größe von 1,6kDa, womit die Natur dieser Elutionsfraktion rät-

selhaft bleibt. Die Fraktionen 1(-) und 2(-) jedoch entsprechen der fünffachen (exakter
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Abbildung 3.48: Größenbestimmung der detektierten Domänen-Multimere aus Abb. 3.47.

Faktor: 5,1) bzw. zweifachen (exakter Faktor: 1,9) Größe eines PAS-Monomers. Die

Elutionsfraktion 1(+) der rekonstituierten Domäne enthält eine Proteinansammlung, die

mit 78,9kDa die vierfache Größe (exakter Faktor: 4,2) einer einzelnen PAS3855-Domäne

besitzt. Dies zeigt, dass PAS3855 nach Zugabe von HämB in einen geordneten Zustand

übergeht, der zur Bildung eines Tetramers aus Häm-PAS3855-Domänen führt.

3.3.4 Optische Eigenschaften der PAS3855-Holodomäne

Eine absorptionsspektroskopische Untersuchung sollte die Wechselwirkungen zwischen

dem Kofaktor und der Proteindomäne näher beleuchten. Das Spektrum von PAS3855

mit Fe3+ im Zentrum des Häms (met-PAS3855) enthält zwei Maxima: die γ-Bande (So-

retbande) bei 414nm und die β-Bande bei 535nm. Die Schulter bei 561nm kann als

schwach ausgeprägte α-Bande interpretiert werden (Abbildung 3.49, schwarzes Spek-

trum).

Die Reduktion von met-PAS3855 zu deoxy-PAS3855 mittels Dithionitzugabe bewirkt

eine bathochrome Verschiebung der Soretbande auf 427nm. Die α/β-Banden trennen

sich klarer auf und sind mit 559nm bzw. 531nm leicht hypsochrom verschoben (Abbil-

dung 3.49, rotes Spektrum). Gleichzeitig kehrt sich ihr Intensitätsverhältnis im Vergleich

zu met-PAS3855 um. Die Absorption bei ca. 325nm, die nach der Reduktion erscheint,

resultiert aus dem zugegebenen Dithionit, welches in diesem Bereich stark absorbiert.
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Abbildung 3.49: Absorptionsspektren der rekonstituierten PAS3855-Domäne. schwarzes Spektrum:
met-PAS3855 (FeIII-Häm), rote Spektrum: deoxy-PAS3855 (FeII-Häm) (erhalten durch Zugabe von
Natriumdithionit).

Es war im übrigen nicht möglich, das Spektrum einer oxy-Form der Fe2+-Domäne

aufzunehmen. Durch Belüften der Dithionit haltigen Lösung wandelte sich das Absorp-

tionsspektrum der PAS-Domäne, nach vollständiger Oxidation des Dithionits, wieder

in das Ausgangsspektrum aus Abbildung 3.49 um. Der Beweis, dass es sich dabei tat-

sächlich um die Fe3+-Form von PAS3855 handelt, wurde mit Rotem Blutlaugensalz

(K3Fe(CN)6) geführt. Die Zugabe dieses milden Oxidationsmittels bewirkte keine Ver-

schiebung der Absorptionsmaxima des schwarz gezeichneten Spektrums in Abbildung

3.49. Das Absorptionsmuster zwischen 500 und 600nm gibt Aufschluss über den elek-

tronischen Zustand des Fe-Ions im Zentrum des Häms bzw. über die es umgebenden

Liganden. Die Spektren von met- und deoxy-PAS3855 zeigen demnach low-spin Eise-

nionen. Daher muss sich das zentrale Fe-Ion unabhängig von seinem Oxidationszustand

in einem hexakoordinierten oktaedrischen Ligandenfeld befinden.

Bei der low-spin Elektronenkonfiguration erfolgt die Besetzung der Orbitale des Zen-

tralatoms mit Elektronen nicht nach der Hundschen Regel. Dazu bedarf es starker

Liganden wie Cyanid oder des Porphyrin-Ringsystems. Diese Liganden „drücken“ die

Elektronen der äußeren Schale des Zentralatoms zusammen, sodass wesentlich mehr
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gepaarte als ungepaarte Elektronen vorliegen. Die dadurch geleerten Orbitale werden

sodann von den Elektronenpaaren der Liganden besetzt. Auf diese Weise bildet sich

ein sogenannter Durchdringungskomplex aus. Die Art und Zahl der Liganden eines sol-

chermaßen komplexierten Übergangsmetallions beeinflusst auch das Redoxpotential des

selbigen.

Aus der permanenten hexakoordinierten low-spin Konfiguration des Fe-Ions in der

PAS3855-Holodomäne folgt, dass neben dem proximalen Histidin, welches das Protopor-

phyrin IX festhält, ein weiterer distaler axialer Ligand den Oktaeder des Ligandenfelds

um das Eisenion herum komplettiert. Solch eine Anordnung findet man zum Beispiel

auch in dem Hämprotein Dos aus E. coli. Bei diesem bilden je nach Oxidationszustand

des Eisenions Wasser (Fe3+) bzw. die Aminosäure Methionin 95 (Fe2+) den sechsten

Liganden [70].

Abbildung 3.50: Absorptionsspektren der Häm bindenden Proteine Dos und FixL. Das links abge-
bildete Dos aus E. coli stammt von Sasakura et al. [113]. Das rechte Diagramm zeigt S. meliloti FixL,
entnommen aus Gilles-Gonzalez et al. [34].

Abbildung 3.50 stellt die FeIII- und FeII-Spektren von E. coli Dos und S. meliloti FixL

dar. Die Spektren wurden den Originalpublikationen von Sasakura et al. [113] bzw.

Gilles-Gonzalez et al. [34] entnommen und neu beschriftet. Der Unterschied zwischen

beiden Proteinen offenbart sich im Bereich der α/β-Banden. Während met- und deoxy-

Dos hier 2 unterscheidbare Absorptionsbanden besitzen (low-spin Komplexe), zeigen

die Spektren von met-/deoxy-FixL nur jeweils 1 Maximum im Bereich von 500-600nm

(high-spin Komplexe). Aus dem Vergleich dieser Spektren erkennt man sehr schön die

große Ähnlichkeit von PAS3855 zu E. coli -Dos.
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3.3.5 Gelfiltration von deoxy-PAS3855

Nach der Belüftung der reduzierten PAS-Domäne konnte kein anderes Spektrum als das

von met-PAS3855 detektiert werden. Aufgrund dieser Beobachtung stellte sich folgende

Frage: Ist vielleicht nicht die Sauerstoffbindung sondern der Redoxzustand des Häms der

Schalter der Kinaseaktivität von OE3855R? Wie in Abbildung 3.47 gezeigt, assembliert

met-PAS3855 zu einem Tetramer. Histidinkinasen sind aber als Dimere aktiv, wobei

sie sich gegenseitig phosphorylieren [150]. Daher kann man auch für PAS3855 unter

bestimmten Umständen eine Dimerisierung annehmen. Ob die Reduktion von met-

PAS3855 zu deoxy-PAS3855 mit einer Veränderung der Multimerisierung verbunden

ist, sollte eine Gelfiltration zeigen.

Diese erfolgte wiederum an einer Sephadex 75-Säule, die mit dem gleichen Puffer wie

im oben gezeigten Filtrationsexperiment äquilibriert wurde. Der einzige Unterschied

bestand darin, dass der Puffer auch 20mM Na2S2O4 enthielt, wodurch der Versuch

praktisch unter Sauerstoffabschluss durchgeführt werden konnte. Gleichzeitig sicherte

dieser Zusatz das Vorliegen von PAS3855 in seiner reduzierten deoxy-Form.

Die Absorption bei 280nm war in diesem Versuch nicht zur Detektion der Elutions-

fraktionen nutzbar. Sie diente jedoch als Indikator des anaeroben Zustands der Säule,

da Na2S2O4 im Wellenlängenbereich bis 350nm sehr stark absorbiert. Stattdessen wurde

das Elutionsverhalten der PAS-Domäne, bedingt durch die langwellige Verschiebung des

Absorptionsmaximums von deoxy-PAS3855, bei 420nm verfolgt.

Abbildung 3.51A zeigt das Diagramm der anaeroben Gelfiltration. Sofort fällt die

relativ inhomogene Elution von PAS3855 auf. Es sind drei Hauptfraktionen erkennbar,

deren Größen bei 91,7kDa (Maximum 1(DT), siehe auch Abb. 3.51B), 33,1kDa (Maxi-

mum 2(DT)) bzw. ca. 9kDa (Maximum 3(DT)) lagen. Fraktion 3(DT) entspricht lediglich

der halben Molmasse der PAS-Domäne und besitzt kein scharfes Maximum. Worauf

diese Absorption zurückgeht ist unklar.

Fraktion 2(DT) enthält den bei weitem größten Anteil der gemessenen A420 und ent-

spricht der doppelten Masse von PAS3855 (exakter Faktor: 1,8). Das kleinere Maximum

1(DT) entspricht, ähnlich der Fraktion 1(-) der Apodomäne (Abb. 3.47A, S. 72), der fünf-

fachen PAS3855-Masse (exakter Faktor: 4,9).

Diese verstärkte Dimerbildung durch Reduktion der Holodomäne untermauert den
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Abbildung 3.51: Größenbestimmung von rekonstituierter PAS3855 unter anaeroben Bedingungen.
A: Gelfiltration der deoxy-PAS3855-Holodomäne. Die Detektion erfolgte bei den Wellenlängen 280nm
(schwarze Kurve) und 420nm (blaue Kurve). B: Größenbestimmung der detektierten Domänen-
Multimere.

Verdacht, dass die PAS-Domäne der Histidinkinase OE3855R nicht als Sauerstoff- son-

dern als Redoxsensor dienen könnte.

3.3.6 Phänotyp der Deletionsmutante ∆OE3855R

Die Herstellung der Deletionsmutante des Gens OE3855R sollte die These der sauerstoff-

bzw. redoxdetektierenden Funktion dieser Histidinkinase erhärten. Dazu diente der

Vergleich von H. salinarum R1 ∆OE3855R mit dem wildtyp-Stamm unter verschiedenen

Wachstumsbedingungen.

Folgende Parameter wurden getestet: Wachstum unter aeroben Bedingungen bzw.

unter anaeroben Bedingungen mit Licht, Arginin oder DMSO als „Energieträger“. Alle

Wachstumsversuche erfolgten in synthetischem Medium, welches kein Peptongemisch

oder andere komplexe Nahrungsquellen enthält. Wie in der Einleitung bereits beschrie-

ben, wandelt Bacteriorhodopsin Licht in einen Protonengradienten um [90]. Arginin

wird von den Zellen aufgenommen und in Ornithin und Carbamoylphosphat gespalten,

aus letzterem kann H. salinarum ATP generieren [109]. DMSO hingegen dient unter

anaeroben Bedingungen als terminaler Elektronenakzeptor und hält somit die oxidative

Phosphorylierung in Gang [87].

Unglücklicherweise unterschied sich die Deletionsmutante unter keiner der getesteten

Wachstumsbedingungen vom Wildtyp (Abbildung 3.52). Sie ist offensichtlich fähig, ihre

Energieversorgung unter allen geprüften Umständen sicherzustellen. Diese Beobachtung

läßt mehrere Interpretationen zu: (i) OE3855R reguliert nur Gene, deren Ausfall nicht
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Abbildung 3.52: Wachstumskurven der Stämme H. salinarum R1 wildtyp (schwarze Quadrate) und
∆OE3855R (rote Kreise). Die Kurven sind mit den jeweiligen Wachstumsbedingungen beschriftet.

das Wachstum beeinträchtigt, (ii) diese Histidinkinase übt eine negative Regulation auf

andere Gene aus, was im Falle der Deletion zu einer konstitutiven Expression führen

würde, (iii) die Wachstumsbedingung, unter der funktionelles OE3855R essentiell für

die Zellen ist, wurde nicht getroffen oder (iv) diese HK hat schlicht nicht die Funktion

eines Sauerstoff- oder Redoxsensors. Hier können nur weiterführende Experimente im

Bereich der Transkriptomanalyse Aufklärung bringen.

3.3.7 Zusammenfassung für PAS3855

Die Analyse der Aminosäuresequenz der PAS-Domäne der Histidinkinase OE3855R

zeigte ihre große Ähnlichkeit mit Häm bindenden PAS-Domänen anderer Proteine. Dar-

über hinaus trägt sie einen Histidinrest an der richtigen Position, um den potentiellen

Häm-Kofaktor in der Raumstruktur korrekt zu koordinieren.

Die heterolog in E. coli exprimierte Domäne enthält geringe Mengen eines Kofak-

tors, der mittels Absorptionsspektroskopie und LC-MS-Analyse als Häm des Typs B

identifiziert werden konnte.

Auf Basis dieses Wissens erfolgte die Rekonstitution der Domäne mit HämB, was die

Bildung eines Tetramers induzierte. Die Analyse des Absorptionsspektrums ergab, dass

das zentrale Eisenion des Häm-Kofaktors unabhängig von seinem Oxidationszustand

von sechs Liganden umgeben sein muss und deshalb in einem permanenten low-spin

Zustand vorliegt. Die Reduktion von met-PAS3855 zu deoxy-PAS3855 führte zu einer

Änderung des Oligomerisierungsgrades, denn es findet die Umwandlung des Tetramers
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in einen Dimer statt.

Die Deletion des Gens OE3855R führt zu keinem erkennbaren Phänotyp. Aus diesem

Grund kann zum gegenwärtigen Zeitpunkt keine Aussage getroffen werden, ob die Häm

bindende Histidinkinase OE3855R in vivo tatsächlich als Redox- oder Sauerstoffsensor

fungiert.





4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Licht in die dunklen Hallen des Wissens

über die weitgehend unerforschten Zwei-Komponenten Systeme (ZKS) des Archaeons

Halobacterium salinarum zu bringen. Eine vorangestellte bioinformatische Analyse

vermochte kaum Erkenntnisse über die Funktionen zu erbringen, lieferte aber einige

Hinweise zur Evolution der ZKS von H. salinarum. In der nachfolgenden praktischen

Analyse wurde das phosphatabhängige Verhalten dieses salzliebenden Organismus so-

wohl auf Ebene der Genregulation als auch im Bereich der Chemotaxis untersucht. Der

zweite praktische Teilbereich der Arbeit widmete sich einer Histidinkinase, die eine Häm

bindende PAS-Domäne enthält.

4.1 Bioinformatische Analyse der halobakteriellen
Zwei-Komponenten Systeme (ZKS)

4.1.1 Die Verbreitung der ZKS in den drei Reichen

Nach aktuellem Stand des Wissens gelten Zwei-Komponenten Systeme als Erfindung der

Bakterien. So verwundert es auch nicht, dass nahezu alle heute beschriebenen Bakteri-

enarten solche Signaltransduktionsmechanismen besitzen. Da Histidinkinasen (HK) und

Antwortregulatoren (RR) funktionelle Einheiten bilden, kodieren die Genome der mei-

sten Bakterien auch etwa ebensoviele HK wie RR, überwiegend sogar in bicistronischen

Operons.

Aus dem Bakterienreich wurden die ZKS durch horizontalen Gentransfer in das Eu-

karyoten- bzw. Archaeenreich „exportiert“ [65]. Folgende Beobachtungen stützen diese

These: (i) bei weitem nicht alle Spezies dieser beiden Reiche enthalten Zwei-Komponen-

ten Systeme und (ii) lassen sich die Histidinkinasen oft nur einer oder wenigen Familien

zuordnen [150].
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Innerhalb des Eukaryotenreiches findet man ZKS in niederen Organismen wie Bier-

hefen und Schleimpilzen aber auch in Pflanzen wie der Ackerschmalwand und dem

Reis [77, 40]. Nahezu alle bislang beschriebenen eukaryotischen HK sind Hybridkina-

sen (HybHK) [77, 57] und lassen sich laut Grebe und Stock in die Familien 1a bis 1c

einordnen [39]. Aufgrund dieser engen Verwandschaft geht man auch davon aus, dass

alle eukaryotischen HK von einem einzelnen lateralen Gentransfer abstammen. Wäh-

rend fast alle bakteriellen „Nicht-Chemotaxis“-ZKS durch DNA-Bindung direkt in die

Gentranskription eingreifen, trifft man in Eukarya auf ein weit heterogeneres Bild. Ne-

ben der direkten Transkriptionsregulation gibt es auch Systeme, die in den MAPK-Weg

münden aber auch solche, die den cAMP-Gehalt der Zelle modulieren [77].

Wie bereits beschrieben, besitzen auch nicht alle Archaeen Zwei-Komponenten Sy-

steme. Lediglich 13 der aktuell 25 sequenzierten Arten enthalten Gene für ZKS (analy-

siert mit SMART [74]). Da aber drei davon nur mit dem Chemotaxis-ZKS CheA-CheY

ausgestattet sind, gibt es in nicht einmal der Hälfte der sequenzierten Archaeen Hinweise

auf transkriptionsregulierende ZKS. Darüber hinaus findet man in Archaeen mehr HK-

als RR-Gene. Wie in Eukaryoten lassen sich die HK der einzelnen archaealen Spezies

wenigen Familien zuordnen. Im Gegensatz zu den Eukaryoten variieren hier die Fami-

lienzuordnungen jedoch von Art zu Art, was für einen unabhängigen Erwerb der ZKS

durch die einzelnen Spezies spricht.

4.1.2 Die halobakteriellen Histidinkinasen und
Antwortregulatoren

H. salinarum ist eine der zehn Archaeenspezies, die neben dem Chemotaxis-ZKS CheA-

CheY noch weitere, bislang nicht charakterisierte HK und RR enthält. Die insgesamt

14 Histidinkinasen können in vier Gruppen eingeteilt werden. Drei dieser Gruppen ent-

sprechen jeweils einer bekannten HK-Familie (Abb. 3.9, S. 27). Diese Konfiguration legt

vier unabhängige Gentransfers nahe, die zu einer stabilen Integration von ZKS-Genen

in das H. salinarum-Genom führten. Im Laufe der Evolution entstanden daraus wohl

durch Duplikationen und nachfolgende Sequenzmodifikationen die anderen, zu diesen

„Urgenen“ paralogen, Kinasen der einzelnen Gruppen.

Abgesehen von CheA besitzen nur einige HK aus der Klasse 3h benachbarte RR. Für

die restlichen, verwaisten Histidinkinasen muss man sich die Frage stellen, ob und wenn



4.1 Bioinformatische Analyse der halobakteriellen ZKS 83

ja, wie diese HK regulierend in die Transkription von bestimmten Genen eingreifen.

Die naheliegendste Antwort lautet: über die Phosphorylierung, quasi Mitbenutzung,

eines der vorhandenen Antwortregulatoren. Die Einteilung in bzw. der Vergleich mit

bekannten HK- und RR-Familien erzielte nicht den erhofften Erkenntnisgewinn bezüglich

des Zusammenwirkens von HK und RR. Dies liegt unter anderem daran, dass mehrere

HK keiner Familie zugeordnet werden konnten oder einer Familie angehören, für die keine

RR-Wechselwirkungen beschrieben sind. Ein weiterer Grund ist die Inkompatibilität

der Familien-Zugehörigkeit der drei biscistronischen HK-RR-Genpaare. Laut Grebe

und Stock arbeiten Familie 3h-Histidinkinasen immer mit Familie H-Empfängerdomänen

zusammen. Die Empfängerdomänen der Antwortregulatoren OE2086F, OE2334R und

OE3854R ähneln aber den Familien A1/A2 (Abbildung 3.8, S. 25).

Ein bekanntes bakterielles Beispiel für Kreuzaktivitäten ist die Histidinkinase CreC.

Diese phosphoryliert in einer Nebenaktivität den Antwortregulator PhoB, der ein bi-

cistronisches Operon mit der Histidinkinase PhoR bildet [4]. Wohlgemerkt, die Haupt-

aufgabe von CreC besteht in der Phosphorylierung seines eigenen RR CreB. B. subtilis

unterhält sogar ein ganzes Netzwerk aus Histidinkinasen (PhoR, ResE) und Antwortre-

gulatoren (PhoB, ResD, SpoA) für die phosphatabhängige Genexpression [15]. Daher

kann ein ähnliches Szenario in H. salinarum nicht von vornherein ausgeschlossen werden.

Bislang zeigten ∆phoB -Mutanten aber in allen untersuchten Bakterienspezies kei-

nerlei Phosphatmangel-Induktion mehr. Dies unterstreicht die zentrale Bedeutung des

Antwortregulators PhoB als ausführende Instanz im Sinne der Transkription des Pho-

Regulons. Deshalb wurden in H. salinarum auch die RR deletiert, um zu prüfen, ob ein

Zwei-Komponenten System die phosphatabhängige Genexpression steuert.

Mehr als zwei Drittel der halobakteriellen Histidinkinasen befinden sich den Vorhersa-

gen zufolge frei diffundierend im Cytoplasma (Tab. 3.1, S. 16). Dieser Anteil ist, vergli-

chen mit der Situation in Bakterien, sehr hoch. Die Lokalisation der Kinasen korreliert

gleichzeitig mit der Zahl an PAS- und GAF-Domänen. Drei der vier membrangebun-

denen HK besitzen weder PAS- noch GAF-Domänen (Tab. 3.3, S. 20). Im Gegenzug

enthalten zwei von ihnen eine HAMP-Domäne, die man auch in allen membranständi-

gen Chemotaxis-Transducerproteinen antrifft. Der Mangel an PAS/GAF-Domänen lässt

sich leicht damit erklären, dass diese als intrazelluläre Signalsensoren gelten. Demnach

observieren die membranständigen HK wohl hauptsächlich extrazelluläre Stimuli.
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H. salinarum legt offensichtlich viel Wert auf die Überwachung intrazellulärer Para-

meter, was sich eben in der Überzahl der cytoplasmatischen HK widerspiegelt. Jede

von ihnen trägt mindestens eine PAS-Domäne, oftmals zusätzlich auch noch eine GAF-

Domäne. Es erscheint unwahrscheinlich, dass alle gefundenen Domänen die gleichen

Funktionen haben bzw. den gleichen Stimulus überwachen. Falls dem aber teilweise

so wäre, handelt es sich um redundante oder zumindest funktionell überlappende Sy-

steme. Dies gäbe H. salinarum die Möglichkeit, bei Ausfall eines der Systeme, z.B.

durch die destruktive Wirkung eines der zahlreichen Insertionselemente, auf einen in-

takten Zweitsensor zurückzugreifen. Für die wissenschaftliche Analyse der Funktionen

der einzelnen HK wäre diese Konfiguration allerdings der „worst case“. Denn als Konse-

quenz daraus müsste man Vielfachmutanten herstellen, um einen Phänotyp beobachten

zu können.

PAS- und GAF-Domänen weisen nur geringe Sequenzähnlichkeiten auf, zeigen aber

strukturelle Ähnlichkeiten [48]. Man ordnet den GAF-Domänen recht verschiedene

Funktionen zu, in jedem Fall aber beeinflussen sie die Wirkungsweise ihrer Trägerprote-

ine abhängig von der Bindung kleiner Moleküle. Dies können cGMP oder cAMP sein,

aber auch Metabolite wie Formiat oder α-Ketoglutarat [5, 79]. Laut aktuellem Wis-

sensstand induziert die Molekülbindung die Dimerisierung der GAF-Domänen, wodurch

sich die Effektordomänen des gleichen Polypeptidstranges näher kommen und aktiv wer-

den [18]. Bei den meisten PAS-Domänen geht man davon aus, dass sie ohne Kofakto-

ren arbeiten, einige wenige benötigen aber Flavine oder Häm zur Funktionstüchtigkeit.

Weiterhin erfüllt die PAS-Domäne des Dioxin-Rezeptors AHR ihre Sensorwirkung wahr-

scheinlich über die Bindung des aromatischen Agens [43].

Nicht im Ergebnisteil dokumentiert sind die experimentellen Versuche, den GAF-

Domänen der Histidinkinasen OE2333R und OE4283R eine dimerisierende Wirkung

zu attestieren. Hierzu wurden Chimären aus den entsprechenden GAF-Domänen und

dem enzymatisch aktiven Kern (Aminosäuren 204-443) der Adenylylcyclase Rv1625 aus

Mycobacterium tuberculosis [42] konstruiert und heterolog in E. coli exprimiert. Die

aus den Untersuchungen dieser Fusionsproteine gewonnenen Daten waren jedoch nicht

aussagekräftig und darüberhinaus nur schlecht interpretierbar, sodass diese Arbeiten (in

Kollaboration mit Prof. Joachim Schultz (Universität Tübingen) durchgeführt) nicht

weiterverfolgt wurden. Im Bereich der PAS-Domänen trug die Analyse wesentlich mehr
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Früchte. Die Ergebnisse dieser Versuche diskutiert dann ausführlich Abschnitt 4.4.1 ab

Seite 103.

Von den ohnehin dünn gesäten Empfängerdomänen liegen nur drei in Antwortregu-

latoren, die das Potenzial besitzen, direkt durch DNA-Bindung transkriptionelle Ver-

änderungen zu verursachen. Einen Wermutstropfen stellen aber die potentiellen DNA-

Bindebereiche dieser Proteine dar, welche nur wenig Anhaltspunkte wie Homologien zu

Helix-Turn-Helix Motiven aufweisen. Dieses Problem findet man auch bei funktionell

untersuchten Transkriptionsfaktoren von H. salinarum. GvpE, der Aktivator des Gasve-

sikeloperons, zeigt nur schwache Homologien zu dem Transkriptionsfaktor PadR. ArcR,

der Regulator des Operons für Argininimport und -fermentation, besitzt zwar starke

Homologie zu IclR, jedoch nur zu dessen C-terminalen Substratbindebereich (beide Er-

kenntnisse basieren auf einer SMART-Analyse der Primärsequenzen).

Das Fazit der bioinformatischen Analyse ist die Erkenntnis, dass den halobakteriel-

len Zwei-Komponenten Systemen ihre Geheimnisse nur durch umfangreiche praktische

Experimente entlockt werden können. Die Mittel der bioinformatischen Vorauswahl

sind einfach zu beschränkt. Eines der wenigen Beispiele, bei denen die Primärsequenz-

analyse einen interessanten Hinweis auf die Funktion des ganzen Proteins lieferte, ist

die Histidinkinase OE3855R. Daher erfolgten hier auch biochemische Arbeiten, um der

tatsächlichen Funktion der Kinase auf die Spur zu kommen.

4.2 Phosphatabhängiges Verhalten auf Ebene der
Genregulation

Die Reaktionen von Modellorganismen wie den Bakterien Escherichia coli und Bacillus

subtilis sowie des Eukaryoten Saccharomyces cerevisiae auf Phosphatlimitierung sind

intensiv studiert und bis ins Detail bekannt [148, 54, 99]. Bislang existiert jedoch keine

tiefgreifende Untersuchung des phosphatabhängigen Verhaltens von H. salinarum oder

das irgendeines anderen Archaeons. Lediglich Sulfolobus acidocaldarius, ein Vertreter

aus der Abteilung der Crenarchaeota, unterwarfen Osorio und Jerez vor einem Jahr-

zehnt einem Phosphatstress [94]. Bei dem Versuch konnte per 2D-Gelelektrophorese

festgestellt werden, dass einige Proteine erst während des Stresses auftauchen. Darüber

hinaus erfolgte aber nie eine Identifikation, um welche Proteine es sich handelt und
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welcher Mechanismus zu der Expression führt.

4.2.1 Kritische Phosphatkonzentration

Die vorliegende Arbeit erbrachte eine kritische Phosphatkonzentration im Medium von

etwa 0,5mM. Unterhalb dieser limitiert der Phosphatgehalt des Mediums die maximal

erreichbare Zelldichte von H. salinarum-Kulturen (Abb. 3.11, S. 30). Solche kritischen

Phosphatkonzentrationen sollten alle Organismen in ihren jeweiligen Habitaten kennen.

Wo diese liegen, hängt von der maximal erreichbaren Zelldichte, der Genom- und Zell-

größe sowie der RNA-Menge pro Zelle ab.

Während H. salinarum bis maximal OD600=2-3 wächst, können beispielsweise Cory-

nebacterium glutamicum-Kulturen Zelldichten bis OD600=60 erreichen, wozu sie aber

auch 13mM Phosphat benötigen [55]. Des Weiteren gilt, je kleiner Zellen sind, desto

größer ist ihr Verbrauch an Phospholipiden im Verhältnis zu ihrem Volumen und damit

zur Zelldichte der jeweiligen Kultur. Für ihr kleines Genom (etwa 500kbp) wiederum

verbraucht eine Mycoplasma genitalium-Zelle nur rund ein Fünftel des Phosphats, das

eine H. salinarum-Zelle für ihr etwa 2,6Mbp großes Genom benötigt.

Neben dieser theoretischen Betrachtung brachte die Untersuchung der kritischen Phos-

phatkonzentration für H. salinarum auch einen unmittelbar praktischen Nutzen. Nach

der Analyse war klar, dass das phosphatabhängige Verhalten dieses Organismus keines-

falls in dem üblicherweise genutzten Halomedium durchgeführt werden konnte. Allein

das in diesem enthaltene Pepton führt zu einem Phosphatgehalt von 4mM. Daher er-

folgten sämtliche Experimente zum phosphatabhängigen Verhalten in synthetischem

Medium.

4.2.2 Alkalische Phosphatase als Messgröße des
Phosphatstresses

Wann eine H. salinarum-Kultur unter einer aufgezwungenen Phosphatlimitierung leidet,

war leicht anhand der Enzymaktivität der sogenannten Alkalischen Phosphatase (Aph)

zu beurteilen. Dieses Enzym findet sich in nahezu allen auf Phosphatstress untersuchten

Organismen. Glücklicherweise exprimiert H. salinarum die Phosphatase nicht konstitu-

tiv wie beispielsweise S. aureus und B. ruminicola [69, 22], sondern sekretiert sie nur

bei Phosphatmangel.



4.2 Phosphatabhängiges Verhalten auf Ebene der Genregulation 87

In vielen Bakterien verbleibt das Enzym dann im periplasmatischen Raum. Die ha-

lobakterielle Aph verteilt sich jedoch im Medium, da sie weder Transmembrandomä-

nen besitzt noch irgendeinen anderen lipophilen Anker. So konnten die Zellüberstände

zur einfachen und schnellen Bestimmung des „gefühlten“ Phosphatstresses herangezogen

werden (Abb. 3.13, S. 33). Im weiteren Verlauf der Untersuchung sollte sich herausstel-

len, dass die erhöhte Enzymaktivität bei Phosphatmangel auf eine erheblich verstärkte

Transkription von aph-mRNA zurückgeht. Erstaunlich an diesem Enzym ist sein unge-

wöhnlich hohes pH-Optimum (Abb. 3.12, S. 32). Aph anderer Organismen benötigen

etwa die zehn- bis hundertfache Protonenkonzentration für optimale Aktivitäten.

H. salinarum lebt z.B. auf gesalzenem Fisch oder auch auf in Salzgewässern verwe-

senem Fisch. Die bei der Zersetzung freiwerdenden Amine beeinflussen den lokalen

pH-Wert beträchtlich. Vielleicht liegt hier der Grund für das hohe pH-Optimum der

halobakteriellen Alkalischen Phosphatase.

4.2.3 Transkriptomanalyse der Phosphatstressantwort

Die Analyse der transkriptionellen Veränderungen, die ein Phosphatmangel in H. sa-

linarum auslöst, erfolgte mit Hilfe in dieser Abteilung hergestellter Mikroarrays. Die

Entwicklung bzw. Etablierung dieser Technologie ging den hier vorgestellten Analysen

voraus und wurde in Zusammenarbeit mit Jens Twellmeyer, einem anderen Doktoranden

dieser Abteilung, durchgeführt.

Die Entwicklungsarbeit mündete in ein hochwertiges Werkzeug zur „whole-genome“-

Analyse mit ausgezeichneter Reproduzierbarkeit. Diese Eigenschaften beeinflusst aber

nicht nur der Mikroarray an sich, sondern auch die zur Rohdatenauswertung verwen-

deten Methoden. Die eingesetzten R-Programme basieren auf anerkannten Algorith-

men und wurden von Dr. Gerhard Welzl (Institut für Biomathematik und Biometrie

(GSF), Neuherberg) geschrieben. Alles in allem braucht die hier etablierte Mikroarray-

Plattform den Vergleich mit anderen Arrays nicht zu scheuen.

In den letzten drei Jahren publizierten zwei Gruppen Transkriptomanalysen von bak-

teriellen Pho-Regulons [55, 68]. Zum einen besaßen die dort verwendeten Mikroarrays

weniger Replikate pro Gensonde (1-3), zum anderen lag die Signifikanzgrenze der be-

trachteten Messwerte bei p=0,05. Im Gegenzug legten beide Arbeitsgruppen einen hö-
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heren Regulationsfaktor fest (3-4), ab dem ein Gen überhaupt erst als reguliert galt.

Zudem basierten die Ergebnisse auf der Analyse von mindestens drei unabhängigen bio-

logischen Replikaten.

Die Vielzahl der nach den angelegten Maßstäben als reguliert angesehenen Gene

erforderte eine genaue manuelle Begutachtung. Diese bestand vordergründig in ei-

ner Ordnung nach Funktionsklassen. Bei Genen mit unbekannter Funktion wurden

Proteinmotiv-Suchmaschinen wie SMART und Pfam [117, 11] eingesetzt, um Anhalts-

punkte zu den möglichen Funktionen zu erhalten.

Mikroarrays zeigen nicht nur Regulationen einer kleinen Zielgruppe von Genen, son-

dern naturgemäß die Regulationen möglichst vieler Gene eines Organismus. Aus diesem

Grund was es auch unerlässlich, aus der Vielzahl der regulierten Gene diejenigen her-

auszusuchen, die für die Phosphatversorgung von H. salinarum wichtig sind. Während

der manuellen Begutachtung des Gesamtdatensatzes kristallisierten sich 18 nach Phos-

phatstress induzierte Gene heraus, deren Translationsprodukte entweder der Aufnahme

oder Mobilisierung von Phosphat dienen (Abb. 3.18, S. 37).

Die Funktionen der in den Pho-Regulons verschiedenster Organismen vereinten Gene

sind äußerst mannigfaltig und haben nicht immer einen direkten Bezug zu dem Phos-

phatmetabolismus der Zelle [143, 93, 6, 55, 68]. Den harten Kern aller Pho-Regulons

kann man aber eingrenzen auf Phosphatasen, gleich ob mit alkalischem oder saurem

pH-Optimum, und phosphatspezifische Transportsysteme. Während sich Bakterien zum

Zweck des Phosphatimports sogenannter ABC-Transporter bedienen, nutzt S. cerevisiae

Na+- und H+-Symporter [99].

H. salinarum besitzt zwei phosphatspezifische ABC-Transporter, Pst1 und Pst2. Die-

ser Umstand geht sehr wahrscheinlich auf eine Genduplikation zurück. Beide Operons

werden als Teil des Pho-Regulons verhältnismäßig stark induziert, wenn auch mit merk-

lich unterschiedlichen Kinetiken. Die vorübergehende Induktion des Pst2-Transporters

lässt sich mit einer niedrigeren Substrataffinität dieses Pi-Transporters deuten. Mithin

wäre eine starke Induktion dieses Transporters unter Bedingungen kleinster Phosphat-

konzentrationen nicht hilfreich für H. salinarum. Die Transkriptmengen des vermutlich

höheraffinen Pst1-Transporters nehmen dagegen im Verlauf des Experiments kontinu-

ierlich zu bzw. verbleiben auch nach 24h auf einem hohen Niveau. Bei den RT-qPCR-

Experimenten in Kapitel 3.2.6 ab S. 48 stellte sich heraus, dass von dem Pi-Transporter
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2 in Zellen ohne Phosphathunger wesentlich mehr Transkripte vorhanden sind, als von

dem Pi-Transporter 1 (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtung steht im Einklang mit

der Hypothese der verschiedenen Substrataffinitäten.

Tabelle 3.4 (S. 29) listet ausser den beiden Pi-ABC-Transportern noch vier weitere,

als Phosphat-Transportsysteme klassifizierte Proteine auf. In der Mikroarray-Analyse

wurde keines von ihnen als reguliert identifiziert. Die unabhängige Überprüfung mittels

RT-qPCR zeigte aber für die Gene phoT2 und OE4236F eine schwache Induktion, die

zu den Zeitpunkten 2-4h (phoT2 ) bzw. 10h (OE4236F) den arbiträren Grenzwert der

„zweifachen Regulation“ überschritt (Tab. 3.6, S. 50). Laut Pfam besitzen die in den

beiden ORFs kodierten Proteine Homologien zu einem Na+-Pi-Symporter aus N. crassa

[144]. Da auch S. cerevisiae solche Systeme bei Phosphatmangel induziert, zeigen sich

hier gewisse Parallelen. Es muss jedoch daraufhin gewiesen werden, dass die „salt-in“-

Strategie, welche H. salinarum zur Wahrung des osmotischen Gleichgewichts nutzt, die

Funktionalität dieses Transporters beeinträchtigen dürfte. In jedem Fall aber ist klar,

dass die Bedeutung der vier Pi-Transporter PhoT2, OE4236F, PhoT3 und OE2113R in

„Friedenszeiten“, also bei ausreichender Phosphatversorgung, größer sein dürfte als bei

akutem Phosphatmangel.

Der in das Medium sekretierten Alkalischen Phosphatase (Aph), zu der die umfang-

reichsten Induktionsdaten vorliegen, obliegt die Mobilisierung von ortho-Phosphat aus

Phosphatestern. Neben dieser im Mikroarray-Experiment eindeutig als induziert er-

kannten Phosphatase, findet sich noch die als „Homolog der p-Nitrophenylphosphatase“

benannte Pho2. Sie überschreitet in den ersten vier Stunden des Phosphatmangelstres-

ses, nur per RT-qPCR nachweisbar, die Grenze der zweifachen Induktion. Das Protein

besitzt aber keine Exportsequenz und verbleibt somit vermutlich im Cytoplasma. Wei-

terhin beruht die Bezeichnung „Homolog zu p-Nitrophenylphosphatase“ auf unsicheren

Vergleichsdaten, denn viele laut BLAST homologe Proteine anderer Organismen liegen

in „Arabinose-Operons“. Daher wäre eine Funktion von Pho2 im Zuckerstoffwechsel sehr

gut denkbar. Aufgrund dieser Hintergrundfakten ist ein Mitwirken von Pho2 bei der

Bekämpfung von Phosphatmangel unwahrscheinlich.

Über die beiden diskutierten Minimalfunktionen hinaus (Phosphatasen und Pi-Trans-

porter), verfügt jeder Organismus noch über eine ganze Reihe weiterer Proteine, deren

Produktion er im Falle eines Phosphatmangels hochfährt. Dazu gehören bei H. salina-
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rum ein Glycerin-3-phosphat-Transporter und zwei Exonukleasen (sowohl per Mikroar-

ray als auch per RT-qPCR nachweisbar), beide sind auch Teil der Pho-Regulons von E.

coli bzw. C. glutamicum [148, 55].

Die beiden Exonukleasen werden von den Genen OE1410F und OE3526R kodiert und

nach der Translation wahrscheinlich sekretiert. Die Proteine besitzen deutliche Nuklea-

semotive und Signalsequenzen zum Export durch das Sec-System (OE1410F) bzw. Tat-

System (OE3526R). Exonukleasen degradieren im Medium schwimmende Nukleinsäu-

ren zu einzelnen Nukleotiden, von welchen dann der Phosphatrest durch die Alkalische

Phosphatase abgespaltet werden kann. Das freigesetzte anorganische Phosphat bildet

sodann das Substrat der Pi-ABC-Transporter. Der ABC-Transportkomplex UgpBAEC

hingegen dient der Phosphataufnahme aus der speziellen Quelle Glycerin-3-phosphat

ohne den Umweg über die Esterspaltung durch Aph. Interessanterweise wandelt H. sa-

linarum die importierte Phosphatquelle im Cytoplasma aber nicht sofort quantitativ zu

anorganischem Phosphat um (Tab. 3.9, S. 64).

Die Induktion des Gens der cytoplasmatisch lokalisierten Glycerophosphoryl-phos-

phodiesterase UgpQ ist zwischen 2h und 10h am stärksten, jedoch nur per RT-qPCR

nachweisbar. Danach sinkt die mRNA-Menge von UgpQ wieder auf das Ausgangsniveau.

Möglicherweise erklärt die Funktion des Enzyms dieses Verhalten. Seine Aufgabe be-

steht in der Freisetzung von Glycerin-3-phosphat aus Phospholipiden auf Glycerinbasis,

deren Isoprenoidanteile zuvor bereits von anderen Enzymen abgespalten wurden. Da H.

salinarum-Zellen nach 24h Phosphatmangel kaum noch wachsen, verringert sich auch die

Biosynthese von Zellmembranen. Demnach sinkt auch der Umsatz an Membranlipiden,

die eventuell wiederverwertet werden müssten. Auch wenn das UgpQ-Homolog GlpQ

in B. subtilis ebenfalls Mitglied des dortigen Pho-Regulons ist [6], so scheint es in H.

salinarum auch noch über einen anderen Regulationsmechanismus an das Zellwachstum

gekoppelt zu sein.

Weitere interessante Strategien zur Bekämpfung von Phosphatmangel sind die Um-

stellung der Synthese der Zellwand und -membran aus phosphatfreien Komponenten.

So induziert B. subtilis Enzyme zur Teichuronsäuresynthese und unterdrückt die En-

zyme der Teichonsäureherstellung [54]. R. sphaeroides aber auch A. thaliana ersetzen

Phospho- durch Sulfolipide als Membranbausteine [14, 154]. Des Weiteren produziert

E. coli Transporter und Enzyme zur Aufnahme bzw. Degradation von Phosphona-
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ten, Substanzen mit stabilen Kohlenstoff-Phosphor-Bindungen [148]. Die vorliegende

Untersuchung lieferte jedoch keinerlei Hinweise darauf, dass H. salinarum eine dieser

Strategien anwendet.

In den bislang per Transkriptom- bzw. Proteomanalyse untersuchten Bakterien- und

Hefe-Pho-Regulons fand man immer auch die regulierenden Elemente, sprich Zwei-

Komponenten Systeme bzw. Cyclin-abhängige Kinasen [143, 93, 6, 55, 68]. Die Mikro-

array-Analyse konnte jedoch keine autoregulierten ZKS enttarnen, in der Retrospektive

zurückzuführen auf den Umstand, dass kein ZKS an der Phosphatregulation beteiligt

ist. Neben den auf Seite 47 erwähnten Regulatoren Lrp und SirR fanden sich unter

den signifikant regulierten Genen noch weitere Kandidaten mit schwachen Homologien

zu Transkriptionsfaktoren. Ob einer von ihnen vielleicht für die phosphatabhängige

Transkription des Pho-Regulons verantwortlich zeichnet, kann wohl nur mit Hilfe einer

umfangreichen Konstruktion und Analyse von Deletionsmutanten der entsprechenden

Gene geklärt werden.

Trotzdem sich die Biosynthese der zwei Pi-Transporter PhoT2 und OE4236F sowie

der Glycerophosphoryl-phosphodiesterase UgpQ durch Phosphatmangel leicht erhöht,

sollten zunächst nur die in Abbildung 3.18 auf S. 37 aufgeführten Gene zum halobak-

teriellen Pho-Regulon gezählt werden. Zwar weist das so gezeichnete Bild sicher noch

einige Lücken auf, für detailliertere Aussagen bedarf es aber eingehenderer praktischer

Untersuchungen.

Bislang nicht besprochen wurden die Gene, welche für PhoU-Homologe kodieren und

ebenfalls durch Phosphatmangel induziert werden. Die Bedeutung dieser verstärkten

Transkription und die mögliche physiologische Relevanz der Proteine diskutiert später

der Abschnitt 4.2.5 ab S. 97 sehr intensiv.

Das Enzym Ipp, die „Anorganische Pyrophosphatase“ von H. salinarum, wird bei

Mangelbedingungen nicht induziert, sondern eher heruntergefahren. Ihr kommt eine

große Bedeutung bei der Nukleotidsynthese zu, wo sie Pyrophosphat in ortho-Phosphat

spaltet und so das Gleichgewicht der Synthese in Richtung Produkt verschiebt. Daher

verwundern auch die relativ großen mRNA-Mengen dieses Gens in nicht gestressten

Zellen keineswegs (nicht gezeigte Daten der RT-qPCR-Experimente). Ebenso logisch

erscheint die Reduktion der Expression unter Hungerbedingungen, welche die Zellen ja

in einen stationären Zustand zwingen. Dies verringert den Umfang von Replikation und
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Transkription und damit automatisch den Bedarf an Pyrophosphatspaltungen.

Technisch gesehen, zeigen die Unterschiede zwischen den Mikroarray- und RT-qPCR-

Daten von phoT2, OE4236F, ugpQ und pho2, dass die Mikroarray-Technik schwache

Regulationen eventuell nur unzureichend wiedergibt. Daher liegt die Menge der Falsch-

negativen, also die Zahl der fälschlicherweise als nicht reguliert identifizierten Gene, im

niedrigen Regulationsbereich sicherlich höher als bei stark regulierten Genen. Die Iden-

tifikationsrate von Genen mit schwachen Änderungen ließe sich erhöhen, indem man die

Grenze der Mindestregulation heruntersetzt. Das setzt aber im Gegenzug die Analyse

von mehr als nur zwei biologischen Replikaten mit einer noch höheren Zahl von Arrays

voraus.

Weiterhin können, bedingt durch den Hochdurchsatz-Anspruch der Mikroarray-Tech-

nik, Regulationsraten nicht über mehrere Größenordnungen hinweg wiedergegeben wer-

den. Ein gutes Beispiel dafür liefern die extrem stark regulierten Operons der drei

ABC-Transporter und der Alkalischen Phosphatase. Während die höchste Induktion

laut Mikroarray bei 35fach liegt, sieht man mit der für diesen Zweck sehr viel besser

geeigneten RT-qPCR Induktionen von bis zu 900fach. Dies liegt mehr als eine Grö-

ßenordnung über der „Array“-Induktion. Deshalb muss dem Anwender von vornherein

klar sein, dass ein Mikroarray-Experiment nicht dazu geeignet ist, die Regulationen

von tausenden Genen bis auf das Komma genau zu bestimmen. Vielmehr dient diese

Hochdurchsatz-Technik dem Erkennen von Trends in der Genregulation [2]. Deswegen

wurde auch darauf verzichtet, die genauen Regulationswerte laut Mikroarray für jedes

einzelne Gen anzugeben.

Abgesehen von dem momentan als Pho-Regulon definierten Satz von Genen, zeigt

die Transkriptomanalyse noch eine Vielzahl weiterer transkriptioneller Änderungen. Es

bleibt ungewiss, welche davon durch das noch unbekannte Signaltransduktionssystem

spezifisch aufgrund des Mangels an Phosphat ausgelöst werden. Man kann aber mit

großer Sicherheit sagen, dass der überwiegende Teil unspezifische Reaktionen auf die

Stresssituation sind, in der sich die Zellen befinden. B. subtilis schaltet beispielsweise

sein generelles σb-Stressregulon bei Phosphatmangel an. Diese Reaktion hängt nicht

von dem PhoR-PhoP Zwei-Komponenten System ab, das die spezifische Phosphatman-

gelantwort vermittelt [1]. So stellt die Expression mehrerer Chaperone möglicherweise

eine Antwort von H. salinarum auf allgemeinen Zellstress dar. Wie bereits im Ergebnis-
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teil erwähnt, spricht weiterhin die Induktion von Enzymen zur Entgiftung von reaktiven

Sauerstoffspezies (ROS) und von DNA-Reparaturgenen für einen Zustand erhöhten „all-

gemeinen Unbehagens“ der H. salinarum-Zellen.

Genauso hängt die starke Repression der ribosomalen Proteine sehr wahrscheinlich mit

dem einsetzenden Wachstumsstopp zusammen und wird nicht durch das phosphatspezi-

fische Sensorsystem beeinflusst. So beschrieben VanBogelen und Neidhardt vor über 15

Jahren die Veränderung der Expression ribosomaler Proteine in E. coli -Kulturen, nach

Hitze- und Kältebehandlung [143]. Genauso fanden Ishige et al. und Krol et al. bei

ihren Mikroarray-Analysen der Phosphatmangelantworten von C. glutamicum bzw. S.

meliloti eine deutliche Verringerung der Transkriptionsstärke der Gene der ribosomalen

Proteine [55, 68].

Auch die Repression der Gene der Atmungskette (Abb. 3.19, S. 39) kann auf das ver-

langsamte Wachstum zurückgeführt werden. Vielleicht handelt es sich aber auch um eine

Reaktion auf das Umsetzen in phosphatfreies, unverbrauchtes Medium durch das ja der

Phosphatmangelschock gesetzt wurde. Sicher war das neue Medium nicht sauerstoffär-

mer, was die Respiration beeinträchtigt hätte. Die Zellen wurden vor und nach dem

Umsetzen der gleichen Lichtquelle ausgesetzt. Somit scheidet die seit langem bekannte

Lichthemmung der Atmung in H. salinarum ebenfalls aus. Ausserdem ist der „bop-

Cluster“ in den ersten vier Stunden leicht heruntergefahren (Abb. 3.21, S. 42). Inter-

essanterweise zeigen die Gene der ATP-generierenden Argininfermentation eine leichte

Erhöhung über den Beobachtungszeitraum hinweg (Abb. 3.22, S. 43), möglicherweise

ein Hinweis auf die Nutzung des Arginins des frischen Mediums für die ATP-Produktion.

Dies bleibt jedoch reine Spekulation, da die Argininfermentation unter aeroben Bedin-

gungen erfahrungsgemäß keinen nennenswerten Beitrag zur Energieversorgung leistet.

4.2.4 Der Phosphatspeicher und seine Bedeutung

H. salinarum enthält relativ große Mengen Phosphat in seinem Cytoplasma. 95% der ca.

40mM liegen als anorganisches ortho-Phosphat (Pi) komplexiert mit Magnesiumionen

vor. Die restlichen 5% sind als Polyphosphat (PolyP) und Glycerol-3-phosphat (G3P)

gebunden [121, 36]. Im Vergleich dazu akkumuliert das Standardbakterium E. coli le-

diglich 10mM anorganisches Phosphat und nur 200µM PolyP [148]. Andere Bakterien
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wie Acinetobacter johnsonii aber auch S. cerevisiae nutzen wiederum PolyP als Haupt-

speicherform und reichern es mit ca. 200mM sehr stark an [66, 7]. C. glutamicum-Zellen

können unter bestimmten Umständen sogar unglaubliche 600mM PolyP enthalten [72].

Für H. salinarum konnte gezeigt werden, dass im Licht und unter Sauerstoffausschluss

eine Konvertierung von Pi zu Glycerin-3-phosphat stattfindet, die durch Sauerstoffzu-

gabe und Lichtdämpfung vollständig reversibel ist [36]. Die in dieser Arbeit verwendeten

Wachstumsbedingungen stellen jedoch sicher, dass nahezu der gesamte Phosphatvorrat

als Pi vorliegt.

Der relativ kleine Phosphatvorrat von E. coli -Zellen verringert sich bei Phosphathun-

ger nur sehr wenig (7mM) [145]. Die Verteidigungslinie der Zellen gegen Phosphatmangel

befindet sich aber auch ausserhalb der Zellen. Erkennen sie einen Versorgungsengpass,

induzieren sie als Gegenmaßnahme sofort das Pho-Regulon [148]. Hefezellen wiederum

enthalten neben den 230mM PolyP noch ca. 20mM Pi, das bei Unterversorgung auf

8mM schrumpft [7]. Anhand dieser beiden Beispielorganismen und H. salinarum kann

man schon erkennen, dass im Bereich von etwa 10mM Pi eine kritische Grenze unter-

schritten wird. Eine weitere Verringerung des Phosphatgehalts verhindern die Organis-

men dann durch simplen Wachstumsstopp. Während also E. coli bereits agiert, wenn

die medialen Phosphatvorräte zur Neige gehen, warten S. cerevisiae und H. salinarum

darauf, dass sich ihre internen, im Vergleich zu E. coli wesentlich größeren Speicher zu

leeren beginnen.

Die Identifikation von internem Phosphat als Messgröße für den Status des Phosphat-

mangels war eine große Überraschung. Nicht nur E. coli, sondern alle bisher daraufhin

untersuchten Prokaryoten induzieren ihre Pho-Regulons in Abhängigkeit von der Kon-

zentration anorganischen Phosphats im Medium. Zwar vermutet man für Synechocystis

sp. PCC6803 ebenfalls eine interne Phosphatmessung, da die regulierende Histidin-

kinase keine Transmembranbereiche besitzt [129], doch bislang fehlen entsprechende

experimentelle Daten.

Saccharomyces cerevisiae nutzt den internen Pi-Speicher als Indikator für den Phos-

phatmangel, wobei es seinen PolyP-Vorrat sehr effektiv als Puffer einsetzt [134]. Der

Transkriptionsfaktor Pho4 wird bei normalen Phosphatkonzentrationen von dem Cyclin-

abhängigen Kinasekomplex Pho80/ Pho85 phosphoryliert, was zum Kernexport von

Pho4 führt. Dies verhindert zwangsläufig die Transkription der Gene des Pho-Regulons.
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Bei Phosphatmangel inaktiviert der CDK-Inhibitor Pho81 den Pho80/Pho85-Komplex

und Pho4 kann an seinen Zielpromotoren wirken [7]. Bislang fehlt jedoch noch das Bin-

deglied zwischen der internen Phosphatkonzentration und dem aktiven CDK-Inhibitor

Pho81.

Die Pufferwirkung von PolyP funktioniert folgendermaßen: sinkt der Pi-Gehalt der

Zellen, führt dies zur Mobilisierung, sprich Hydrolyse, des Polyphosphats in der Va-

kuole. Da Hefe etwa zehnmal mehr Polyphosphat als Pi speichert, bedeutet ein nied-

riger Pi-Gehalt nicht sofort den Stopp des phosphatabhängigen Anabolismus. In der

Anfangsphase des Phosphatmangels werden, noch vor dem vollständigen Verbrauch des

PolyP, hochaffine Pi-Transporter verstärkt exprimiert. Zu einem späteren, bedrohliche-

ren Zeitpunkt des Phosphatmangels erhöht sich dann auch die Expression der Sauren

Phosphatase Pho5 [134].

Nun kann H. salinarum nicht auf einen PolyP-Vorrat zurückgreifen. Die Zellen ent-

halten zwar mehr Pi als Hefezellen, dennoch liegt der Gesamtphosphatvorrat weit unter

dem der Hefe. Warum also wartet der Organismus erst auf das Absinken seiner internen

Vorräte, anstatt mit Hilfe externer Detektion viel schneller auf einen bevorstehenden

Phosphatmangel zu reagieren? Wahrscheinlich ist eine schnellere Reaktion schlichtweg

nicht nötig. Immerhin gehen die Zellen im durchgeführten Phosphatmangelversuch erst

im Laufe der etwa 24h in den stationären Zustand über. Das Pho-Regulon hingegen

wird „bereits“ nach wenigen Stunden angeschaltet.

Im übrigen erklärt sich auch die verhältnismäßig lange Ansprechzeit des Pho-Regulons

nach Applikation des Phosphatmangels durch die interne Zustandsmessung. Bakterien

mit „Aussenmessung“ erkennen den gesetzten Phosphatmangel sehr schnell und tran-

skribieren schon nach 30min große Mengen mRNA der Gene des Pho-Regulons [51]. H.

salinarum reagiert dagegen erst nach mehreren Stunden, weil (i) der interne Pi-Speicher

zunächst spürbar verbraucht werden muss und (ii) die Geschwindigkeit des Pi-Verbauchs

von der Wachstumsrate abhängt.

Die Generationszeit von H. salinarum beträgt unter Laborbedingungen bestenfalls

fünf Stunden, kann sich aber in freier Wildbahn auf mehrere Monate verlängern. Da-

mit vergeht wesentlich mehr Zeit, bevor der Sensor Alarm schlägt. Und bei mehreren

Monaten Generationszeit ist es effizienter, auf Fluktuationen des Phosphatgehalts des

Habitats zu spekulieren, als sofort nach dem Eintritt einer temporären Unterversorgung
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energieintensive Genexpression zu betreiben.

Hat H. salinarum den Phosphatmangel aber erst einmal erkannt, reagiert es genauso

energisch wie viele Bakterien. Dort wurden Induktionsraten von eintausendfach für

einige Gene des Pho-Regulons gemessen [148, 68]. Mit einer 400-900fachen Induktion

der ABC-Transportsysteme steht H. salinarum diesen Raten kaum nach (Tab. 3.6, S.

50).

Setzt man Phosphathunger leidenden Zellen wieder geringe Mengen Phosphat zu

(1mM im Medium), so füllen sie ihren internen Speicher bis auf unglaubliche 170mM

anorganisches Phosphat auf (Tab. 3.7, S. 52). Dieses Verhalten, vermutlich zurückzu-

führen auf die Aktivität der stark exprimierten ABC-Transporter Pst1 und Pst2, erhöht

automatisch die Toleranz gegenüber erneutem Phosphatmangel. Denn mit dem Vierfa-

chen des normalen intrazellulären Phosphatvorrats sind die Zellen natürlich viel länger

in der Lage, ihren normalen „Geschäften“ nachzugehen.

4.2.5 Der Weg vom auslösenden Signal bis zur zellulären
Reaktion

Die zweite große Überraschung war die Feststellung, dass H. salinarum für seine phos-

phatabhängige Genregulation keines seiner Zwei-Komponenten Systeme benötigt. Der

Beweis dafür wurde mit Hilfe von Deletionsmutanten geführt, denen jeweils eines der

6 Gene fehlt, die eine funktionelle Empfängerdomäne kodieren. Die Überprüfung der

Phosphatmangelantwort der Mutanten erfolgte mittels Phosphatase-Tests. Alle Stämme

zeigten ein ähnliches Induktionsverhalten wie der wildtyp-Stamm (Tab. 3.8, S. 55).

Trotz der bekannten Vernetzungen zwischen Signalwegen der Phosphatregulation, ge-

nügte bislang in allen untersuchten Bakterien die Deletion eines einzelnen Antwortregu-

lators, um den Signalfluss zum Erliegen zu bringen. Daher kann man davon ausgehen,

dass die phosphatabhängige Genexpression in H. salinarum nicht von einem klassischen

Zwei-Komponenten System gesteuert wird.

Gleichwohl ist eine funktionelle Redundanz der Antwortregulatoren von H. salinarum

nicht grundsätzlich auszuschliessen. Sie wäre sehr wahrscheinlich das Resultat einer

Genduplikation und würde als solche auf Sequenzähnlichkeiten mindestens in den Ef-

fektorbereichen der RR beruhen. Diese Abschnitte der RR zeigen dafür aber zu geringe

Homologien untereinander, womit eine befürchtete funktionelle Redundanz sehr unwahr-



4.2 Phosphatabhängiges Verhalten auf Ebene der Genregulation 97

scheinlich wird. Laut dieser Kausalitätskette sollten Mehrfachdeletionen von halobak-

teriellen Antwortregulatoren zu dem gleichen, bereits vorliegenden Ergebnis kommen,

dass sich der Schalter des Pho-Regulons nicht in den Reihen der Zwei-Komponenten

Systeme versteckt.

Grundsätzlich kann man sich zwei Möglichkeiten vorstellen, wie dieser Schalter funk-

tioniert. Zum Einen könnte der Regulator selbst ein Phosphat bindendes Protein sein,

das entweder bei Substratsättigung negativ oder in phosphatfreiem Zustand positiv auf

die Promotoren des Pho-Regulons wirkt. Dieses Funktionsprinzip erfordert nicht mehr

als eine Proteinkomponente. Die zweite Möglichkeit des Schaltens besteht in einer post-

translationalen Modifikation, vorzugsweise einer Phosphorylierung. Ein solches System

müsste wiederum aus mindestens zwei Komponenten bestehen, von denen die eine das

Signal „niedriger Phosphatvorrat in der Zelle“ wahrnimmt und eine zweite Komponente

modifiziert. Der zweiten Komponente obläge dann die Steuerung der Transkription.

Natürlich können beide funktionellen Komponenten in einem Protein fusioniert sein.

Ein Szenario, mit dem sich das Zwei-Komponenten Schema umgehen lässt, bestünde

darin, die Phosphorylierung des Regulators direkt an den Spiegel von ATP oder eines

anderen energiereichen Phosphatdonors wie Acetyl- oder Carbamoylphosphat zu kop-

peln. Abhängig von der Höhe des Spiegels wird der Regulator phosphoryliert, was seine

regulativen Eigenschaften bezüglich der Zielgene ändert.

An dieser Stelle kommen die PhoU-Homologen von H. salinarum ins Spiel. PhoU-

Homologe finden sich nur in Bakterien und Archaeen. Von Studien in E. coli weiss man,

dass PhoU für die Regulation der phosphatabhängigen Genexpression im Zusammen-

spiel mit Pst und PhoR essentiell ist (siehe auch Abb. 3.10, S. 28). Bei dem Trans-

portvorgang des Pi-ABC-Transporters Pst hingegen spielt dieses Protein keine Rolle

[124]. Der genaue molekulare Mechanismus der Mediatorfunktion von PhoU bleibt al-

lerdings bis heute ein Mysterium. Daneben gibt es auch Bakterien wie B. subtilis, an

deren Pst-Transportern kein PhoU assoziiert und deren Phosphatregulation ohne dieses

Mediatorprotein arbeitet [54].

Der aufmerksame Leser∗ stellt sich in diesem Zusammenhang sicher sofort die Frage,

wozu H. salinarum überhaupt PhoU-Proteine braucht? Schliesslich benutzt der Orga-

∗Aus Gründen der Leserlichkeit wird nur die maskuline Form benutzt, obwohl natürlich beide Ge-

schlechter angesprochen sind.
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nismus ja auch keine Zwei-Komponenten Systeme zur Phosphatregulation. Nun, die

Möglichkeit der Regulation über eine Histidinkinase und eine weitere „Nicht-Antwortre-

gulator“-Komponente kann bislang nicht völlig ausgeschlossen werden. Folgerichtig wäre

auch ein Zusammenspiel einer solchen HK mit dem Pst-Transporter über PhoU denkbar.

H. salinarum leistet sich den Luxus, gleich vier zu E. coli -PhoU homologe Proteine

zu kodieren. Zwei davon befinden sich am Ende der polycistronischen Operons der Pst-

Transporter (OE1674R nach phoX2-pstC2A2B2 und OE4476R nach phoX1-pstC1A1B1),

die anderen zwei sind in monocistronischen Operons kodiert (OE1681F und OE2128F).

Die genauere Betrachtung dieser vier Proteine offenbart einige bemerkenswerte Unter-

schiede. Die Analyse der Primärsequenz ergab eine Aufspaltung in zwei Lager (Abbil-

dung 4.1A). OE1674R (229 Aminosäuren) bildet eine Gruppe mit den Vergleichssequen-

zen der PhoU-Proteine von E. coli (241AS) und Clostridium acetobutylicum (219AS).

Die drei anderen PhoU-Homologen OE4476R (372AS), OE1681F (334AS) und OE2128F

(342AS) versammeln sich in einer zweiten Gruppe. Als Vergleichssequenzen für den Ver-

wandschaftsbaum in Abbildung 4.1A dienten ein ribosomales Protein (Rps3, 302AS), ein

halobakerieller Transducer (Car, 452AS) sowie die beiden Phosphatbindeproteine von

H. salinarum (PhoX1, 379AS und PhoX2, 344AS).

Rps3

0,1

PhoX2

PhoX1

Car

Ecol-PhoU
Cace-PhoU

OE2128F

OE1681F

OE4476R

O1674R

Ecol-PhoU

A B

OE1674R

OE1681F

AS

Abbildung 4.1: Bioinformatische Analyse von PhoU-Homologen. A: Verwandschaftsbaum. Die bei-
den Gruppen mit PhoU-Proteinen sind mit grauen Ellipsen hervorgehoben. Darüber hinaus enthält der
Baum noch die Vergleichsproteine Rps3, Car, PhoX1 und PhoX2. B: SMART-Darstellung von ausge-
wählten PhoU-Homologen. Die Vierbuchstaben-Abkürzungen der Organismennamen sind im Anhang
auf S. 142 nachzuschlagen.

Eine SMART-Analyse offenbart nur bei OE1674R zwei Pfam-PhoU-Bereiche, wie man
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sie auch in E. coli - und C. acetobutylicum-PhoU findet (Abbildung 4.1B). Damit handelt

es sich bei OE1674R um das einzige „echte“ PhoU von H. salinarum. Die anderen

drei PhoUs sind ca. 100 Aminosäuren länger und enthalten nur einen, bei OE4476R

und OE2128F kaum detektierbaren Pfam-PhoU-Bereich. Am N-Terminus dieser drei

„unechten“ PhoU-Homologen befindet sich aber ein etwa 60 AS langer Bereich, der

Homologien zu den Transkriptionsfaktoren AbrB bzw. SpoVT besitzt (in Abbildung

4.1B anhand von OE1681F beispielhaft dargestellt). Beide Faktoren regulieren in B.

subtilis ein Vielzahl von Genen und spielen eine wichtige Rolle bei dem Eintritt in die

stationäre Phase bzw. der Sporenbildung [30, 8]. Daneben verringert sich die Induktion

des Pho-Regulons bei einem B. subtilis ∆abrB -Stamm um 80% [54]. Weiterhin wurde

die DNA-Bindeaktivität von AbrB auf die ersten 55 Aminosäuren eingegrenzt [152],

eben jenen Bereich, zu dem die drei AbrB-PhoU-Chimären homolog sind.

Diese Verschmelzung von Ähnlichkeiten mit DNA bindenden Bereichen (AbrB) und ir-

gendwie in die Phosphatregulation involvierten Bereichen (PhoU) findet sich ausschließ-

lich in archaealen Genomen (SMART-Suche mit der OE1681F-Sequenz nach Proteinen

mit ähnlicher Domänen-Organisation bzw. -Zusammensetzung).

Die Mikroarray-Analyse zeigte für drei PhoU-Homologe eine phosphatabhängig variie-

rende Genexpression. Das vierte, nicht regulierte PhoU-Homolog OE2128F ist gleichzei-

tig das Protein mit der schwächsten Konservierung des PhoU-Motivs. OE1681F sitzt ge-

nau am anderen Ende der Skala. Unter den AbrB-PhoU-Chimären besitzt es die stärkste

Konservierung sowohl des AbrB/SpoVT-Bereichs als auch des PhoU-Teils. Ausserdem

zeigt dieses Gen eine ähnliche Kinetik wie der stark induzierte Pst1-Transporter.

Zusammengefasst: (i) die phosphatabhängige Genexpression benötigt keine klassi-

schen Zwei-Komponenten Systeme, (ii) in H. salinarum existieren mehrere AbrB-PhoU-

Chimären mit wahrscheinlich DNA bindenden Bereichen und (iii) einige davon sind

selbst phosphatabhängig reguliert. Die Hinweise verdichten sich also, dass eines der

AbrB-PhoU-Homologen der Schalter des Pho-Regulons von H. salinarum darstellt. Auf-

grund der Sequenz- und Regulationsähnlichkeit von OE1681F und OE4476R ist eine

funktionelle Redundanz hier eher wahrscheinlich als auszuschließen. Sollte sich die Hy-

pothese der Phosphatregulation über diese Chimären bestätigen, würde dies eine für

Archaeen exklusive Steuerung des Pho-Regulons darstellen.
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4.3 Die Phosphattaxis von H. salinarum

4.3.1 Phosphattaxis im Prokaryotenreich

H. salinarum ist nicht nur der dritte Prokaryot, bei dem eine phosphatabhängige Che-

motaxis gefunden wurde, sondern gleichzeitig das erste Archaeon überhaupt mit dieser

Fähigkeit. Damit reiht es sich neben den beiden Bakterien Pseudomonas aeruginosa

und Enterobacter cloacae ein [59, 71]. Deren Taxien werden erst durch Phosphatmangel

induziert und von dem Zwei-Komponenten System CheA-CheY vermittelt, was mit der

vorliegenden Arbeit auch für H. salinarum bestätigt werden konnte.

Während die Sensoren in E. cloacae bislang unentdeckt blieben, identifizierten Wu et

al. gleich zwei Transducerproteine in P. aeruginosa [151]. Das konstitutiv transkribierte

CtpH erkennt dabei Phosphatquellen mit 5mM oder höheren Konzentrationen. CtpL

hingegen kann nur Phosphatquellen von etwa 10-100µM lokalisieren, zudem wird seine

Biosynthese erst durch Phosphatmangel induziert.

Die Sensorbereiche dieser Proteine besitzen keine nennenswerten Homologien zueinan-

der, geschweige denn zu einem der halobakteriellen Transducerproteine. Damit handelt

es sich wahrscheinlich um analoge, also unabhängig voneinander hervorgegangene, che-

motaktische Sensoren.

In E. cloacae funktioniert die Phosphattaxis nur mit einem intakten Phosphat-ABC-

Transportsystem (Pst) [71]. Diese Beobachtung spricht dafür, dass das hochspezifische

Phosphatbindeprotein des Pst-Transporters in einer zweiten Funktion mit dem Taxis-

sensor wechselwirkt. Ein seit langem bekanntes Beispiel solch einer Doppelfunktion ist

das Maltosebindeprotein in E. coli [155]. Weiterhin wird für den konstitutiv transkri-

bierten Sensor CtpH ein posttranskriptioneller Mechanismus angenommen, durch den

das Pst-System die Translation unter phosphatgesättigten Bedingungen verhindert, da

∆Pst-Mutanten auch ohne Phosphathunger eine Taxis auf 10mM anorganisches Phos-

phat zeigen [151].

4.3.2 Auslöser und Sensoren der halobakteriellen Phosphattaxis

Aus der Untersuchung von H. salinarum ∆aph geht zweifellos hervor, dass anorganisches

Phosphat (Pi) der Auslöser der Phosphattaxis ist. Denn gleichgültig wo es detektiert

wird, nur Pi erhöht in diesem Stamm sowohl die extra- als auch intrazelluläre Phos-
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phatkonzentration und löst damit eine Taxis aus (Abb. 3.38, S. 63 und Tab. 3.9, S.

64).

Die sich daraus unmittelbar ergebene Frage lautet, ob ein Transducerprotein dieses

winzige Molekül selbst bindet oder dazu die Hilfe eines zusätzlichen Bindeproteins (BP)

in Anspruch nimmt. Beispiele eines solchen Zusammenspiels finden sich gleich zwei in

H. salinarum, BasB und CosB. Diese BPs binden verzweigte Aminosäuren bzw. kom-

patible Osmolyte und wechselwirken anschließend mit ihrem jeweiligen Transducer [64].

Die bisher vorliegenden Kristallstrukturen von Bindeproteinen zeigen zwei aneinander

gelagerte globuläre Domänen, in deren Kluft sich die Ligandenbindetasche befindet [102].

Abgesehen von der Pi-Spezifität der Taxis ist nicht zweifelsfrei feszustellen, wo die

Überwachung der Phosphatkonzentration stattfindet. Die konstante Orientierung in-

nerhalb des Phosphatgradienten (Abb. 3.34, S. 59) bei 100-200µM spricht auf den

ersten Blick für die Messung extrazellulären Phosphats. Diese Schlussfolgerung stützt

sich auf die Beobachtung, dass die ∆aph-Mutante, welche Organophosphate nicht zu Pi

degradieren kann, nur noch bei Pi Taxisringe zeigt (Abb. 3.38, S. 63).

Der Vorteil der Observation des externen Phosphats liegt in der kurzen Ansprechzeit

des Systems auf Veränderungen. Fluktuationen der Konzentration können unmittelbar

erkannt und in eine gerichtete Zellbewegung umgesetzt werden, wohingegen die interne

Detektion zunächst den Import des Phosphats erfordert. Weiterhin bliebe die intra-

zelluläre Konzentration trotz des Imports zunächst niedrig, da in hungernden Zellen

anabolische Prozesse „frisches“ Phosphat sofort verbrauchen würden.

H. salinarum besitzt zwei extrazelluläre Pi-Bindeproteine, die jeweils Teil der Pi-

spezifischen ABC-Transportsysteme Pst1 und Pst2 sind. Wie bereits für E. cloacae

und P. aeruginosa vermutet, könnte eines der beiden BPs in zweiter Instanz mit einem

Transducer interagieren. Zu dieser Idee passt, dass alle bekannten Bindeproteine ihre

Liganden im mikromolaren Bereich binden [102]. Zur Erinnerung, die Taxisringe von H.

salinarum treten ebenfalls im mikromolaren Bereich der Phosphatkonzentration auf.

Die Suche nach weiteren potentiellen Pi-BPs anhand konservierter Sequenzmotive der

Pi-Bindetasche war leider erfolglos, da nur eine Hand voll Aminosäurereste das Phos-

phatmolekül koordiniert [146]. Zu allem Überfluß verteilen sich diese wenigen Reste

auch noch über einen breiten Bereich des Proteins, sodass mit Hilfe bioinformatischer

Methoden kein Informationsgewinn möglich ist.
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Trotz der oben aufgeführten Bedenken gegen die Perzeption des intrazellulären anor-

ganischen Phosphats, schließen die experimentellen Daten diese Möglichkeit nicht grund-

sätzlich aus. ∆aph-Zellen wandeln aufgenommenes Glycerin-3-phosphat nicht quantita-

tiv in Pi um, sondern akkumulieren es offensichtlich. Der Beweis für die Aufnahmefä-

higkeit ist dabei das Wachstum auf Glycerin-3-phosphat (Abb. 3.38, S. 63). Doch trotz

der Aufnahme steigt der interne Pi-Vorrat nicht signifikant an (Tab. 3.9, S. 64) und die

Zellen zeigen auch keine Taxis gegenüber Glycerin-3-phosphat.

Als Beispiel für die Steuerung der Chemotaxis über intrazelluläre Substratmengen

sei hier die Arginintaxis genannt [128]. Im Hinblick auf das Phosphat wäre die interne

Messung vielleicht auch von Vorteil, da sie den Verbrauch durch anabolische Prozesse be-

rücksichtigt. Demnach sollte die Adaptation und damit die Verringerung der gerichteten

Bewegung später einsetzen als bei externer Messung. Letztendlich ist auch unbekannt,

wie schnell die Pst-Transporter verglichen mit der Fortbewegungsgeschwindigkeit der

Zellen das Phosphat in die Zelle pumpen. Man muss hier bedenken, dass Halobakte-

rien etwa zehnmal langsamer schwimmen als Eubakterien. Pumpen die halobakteriellen

Pi-Transporter also genauso schnell wie ihre bakteriellen Verwandten, füllt sich das Ge-

samtsystem H. salinarum-Zelle im Vergleich zu einer Bakterienzelle mit der zehnfachen

Menge Phosphat pro zurückgelegter Wegstrecke.

4.3.3 Vereinbarkeit mit der Transkriptomanalyse und Erklärung
der Ringwanderung

Der Umstand, dass die Phosphattaxis nur bei Zellen im Hungerzustand auftritt, aber

bei der Transkriptomanalyse kein interessanter Transducer reguliert gefunden wurde,

lässt sich mit interner wie externer Signaldetektion erklären. Ein membrangebundener,

extern detektierender Transducer benötigt wahrscheinlich ein Bindeprotein. Die dazu

geeigneten Pi-Bindeproteine der ABC-Transporter Pst1 und Pst2 werden durch Phosph-

atmangel induziert und können somit auch erst bei Phosphatmangel für die Chemotaxis

zur Verfügung stehen. Ein cytoplasmatischer Transducer, der die interne Phosphat-

konzentration misst, könnte bei normalen intrazellulären Phosphatkonzentrationen von

40mM gesättigt sein und würde erst durch das Absinken auf 10mM „aktiviert“.

Auch der ungewöhnliche Phänotyp der wandernden Ringe kann sowohl mit der De-

tektion von internem als auch von externem Phosphat erklärt werden. Bei der internen
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Messung verhindert die erwähnte Sättigungsgrenze des Sensors eine Taxis nach dem

Auffüllen des Phosphatvorrats. Die potentiellen, für die externe Messung benötigten

Bindeproteine besitzen sicherlich ebenfalls eine Sättigungsgrenze, beispielsweise von ei-

nigen hundert Mikromolar, oberhalb derer keine Unterschiede mehr in den Phosphat-

konzentrationen eines Gradienten wahrnehmbar wären.

4.4 Die PAS-Domäne von OE3855R

4.4.1 PAS-Domänen allgemein und in H. salinarum

PAS-Domänen sind überaus zahlreich und ubiquitär auf Spezies aller Reiche verteilt.

SMART zählt gegenwärtig ca. 5400 von ihnen. H. salinarum enthält 29 PAS-Domänen,

72% davon in Histidinkinasegenen. Die restlichen 8 PAS-Domänen befinden sich in

Transkriptionsfaktoren und Chemotaxissensoren. Warum sich die PAS-Domänen aus-

schließlich auf Proteine verteilen, die der Signaltransduktion zugeordnet werden können,

geht aus ihrer Funktion hervor. Sie dienen als Sensoren für so unterschiedliche Signale

wie Licht, Änderungen von Redoxpotentialen, Sauerstoff oder Spannungsschwankungen

[132]. Die Detektion der Signale verändert die Protein-Protein-Wechselwirkungen der

PAS-Domänen, was zu Konformationsänderungen bis hin zu Änderungen der Oligome-

risierung führt. Möglicherweise erklärt diese Eigenschaft, warum in den 18 halobakte-

riellen Sensoren der Chemotaxis (Htr) nur 4 PAS-Domänen anzutreffen sind. Kristall-

strukturen haben gezeigt, dass diese Proteine auch ohne Ligandenbindung als Dimere

vorliegen [61]. Somit benötigen sie auch nicht die oligomerisierende Wirkung der PAS-

Domänen. Vielleicht ist der Grund für die geringe Zahl von PAS-Domänen in den Htr

aber auch viel trivialer. Die meisten bisher funktionell charakterisierten Htr erkennen

kleine Biomoleküle wie Aminosäuren oder Glycin-Betain, doch für diese Aufgabe hat

die Natur die PAS-Domänen einfach nicht geschaffen.

Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit PAS-Domänen, um den funktionell nicht

charakterisierten Histidinkinasen (HK) von H. salinarum Funktionen zuzuordnen. Die

Arbeit konzentrierte sich auf Häm bindende PAS-Domänen. Dies geschah aus mehreren

praktischen Erwägungen heraus: (i) die Fähigkeit zur Hämbindung ist experimentell

leicht nachweisbar, (ii) die nachgewiesene Hämbindung engt das Spektrum der Stimuli,

die die entsprechende PAS-Domäne detektiert, stark ein und (iii) nur eine einzelne halo-
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bakterielle PAS-Domäne ähnelt den wenigen biochemisch charakterisierten bakteriellen

Häm-PAS-Domänen (Abb. 3.43, S. 69). Dabei handelt es sich um die PAS-Domäne der

Histidinkinase OE3855R (PAS3855), die etwa gleiche Abstände zu allen untersuchten

Häm-PAS-Domänen aufweist. Sie enthält einen Histidinrest an der gleichen Position,

wo auch in FixL der Häm-Kofaktor bindet. Damit besitzt PAS3855 sehr gute Voraus-

setzungen, um tatsächlich Häm binden und koordinieren zu können. Darüber hinaus

kennt man in H. salinarum bereits einen Häm bindenden Htr und weiss von der Exi-

stenz von Cytochrom B [52, 46]. Der Htr HemAT enthält ein Häm des Typs B in

einer globinähnlichen Faltung und vermittelt das aerophobe Schwimmverhalten von H.

salinarum.

4.4.2 Die Expression von PAS3855

PAS3855 wurde mit einer Hexahistidinmarkierung (Histag) versehen und heterolog in E.

coli exprimiert. Die Untersuchung dieses Polypeptids sollte klären, ob die PAS-Domäne

von OE3855R den Vorhersagen entsprechend tatsächlich einen Häm-Kofaktor aufneh-

men kann. Die Expression erbrachte zum großen Teil lösliches PAS3855 und nur geringe

Mengen unlöslicher „inclusion bodies“ (Abb. 3.44, S. 70). Weiterhin zeigte die Abundanz

des Faltungshelfers DnaK, dass selbst die lösliche PAS3855-Form wahrscheinlich nicht

korrekt gefaltet ist. Dies verwundert nicht sehr, da H. salinarum die „salt-in“-Strategie

anwendet, um dem enormen osmotischen Druck seines Habitats standzuhalten. Die

intrazellulären Salzkonzentrationen in E. coli liegen deshalb weit unter den molaren

Konzentrationen in H. salinarum.

Dazu passt auch die Beobachtung, dass die gereinigte PAS-Domäne nur sehr wenig

Häm enthält. Nun kann man argumentieren, die zur Reinigung verwendete Histidin-

markierung (Histag) beeinflusst das Bindeverhalten von Häm an den Histidinrest in der

vorgesehenen Bindetasche. Wäre der Histag aber per se in der Lage Häm zu binden,

müssten alle damit exprimierten Proteine Hämverunreinigungen mitschleppen, was de

facto nicht zu beobachten ist. Neben dieser grundlegenden Überlegung beschrieben aber

auch mehrere Gruppen, dass die von ihnen verwendeten Histags keinen Einfluss auf die

Eigenschaften der Hämbindung der untersuchten Proteine haben [153, 52].

Daher geht der in Spuren enthaltene Kofaktor von PAS3855 auf eine spezifische Wech-



4.4 Die PAS-Domäne von OE3855R 105

selwirkung zwischen dem Faktor und der Domäne zurück. Photometrische und massen-

spektroskopische Untersuchungen identifizierten den Kofaktor als HämB. Die genaue

Kenntnis des Hämtyps erlaubte überhaupt erst die Rekonstitution der Holodomäne.

Auch die Phosphodiesterase 1 aus Acetobacter xylinum (AxPDEA1) sowie die PAS-

B-Domäne des eukaryotischen neuronalen PAS protein 2 (NPAS2) bauen nur geringe

Mengen Häm ein, wenn man sie in E. coli exprimiert. Diese Proteine wurden daher

ebenso durch nachträgliche Zugabe von Häm rekonstituiert [20, 67].

Laut den durchgeführten Gelfiltrationen lagert sich das Apo-Polypeptid PAS3855

überwiegend zu Multimeren von je fünf Domänen zusammen. Daneben existiert noch

ein kleine Menge von ca. 11% (Berechnung anhand der A280) in dimerer Form (Abb.

3.47, S. 72). Die Pentamerbildung stimmt mit der bereits geäußerten Schlussfolgerung

überein, dass heterolog exprimiertes Apo-PAS3855 nicht korrekt faltet. Auch für die

oben erwähnte PAS-B-Domäne von NPAS2 wurde eine hohe Multimerisierung beob-

achtet. Die Apodomäne liegt hier in einer Form größer als ein Hexamer vor. Diese

Konfiguration ändert sich allerdings auch nach der Rekonstitution mit Häm nicht [67].

Die Autoren halten dieses Verhalten für ein Artefakt der Expression der PAS-B-Domäne

ohne weitere angrenzende Aminosäuren. Diese Schlussfolgerung lässt sich allerdings nur

schwer nachvollziehen, da das exprimierte PAS-Polypeptid eine Länge von 175 Ami-

nosäuren (AS) besitzt und damit ca. 40 AS länger als eine komplette PAS-Domäne

ist.

4.4.3 Die Oligomerisierung von PAS3855

Im vorliegenden Fall verursacht die Zugabe des Häm-Kofaktors jedoch eine Änderung der

Domänen-Multimerisierung. Die rekonstituierte, in der Fe3+-Form vorliegende PAS3855-

Holodomäne (met-PAS3855) bildet Tetramere. Diese Änderung der Größe von PAS3855-

Komplexen nach Hämzugabe spricht für eine Kofaktor induzierte Faltung von PAS3855

in eine andere, vermutlich korrekte Konformation. Beispiele für solche Kofaktor indu-

zierten Faltungen sind Flavodoxin und Cytochrom C, welche sich erst in Anwesenheit

ihrer Kofaktoren FMN bzw. HämC korrekt falten [17, 29].

Der gängigen Lehrmeinung zufolge, erfüllen PAS-Domänen ihre Funktion durch ge-

genseitige Wechselwirkungen. Wirft man einen Blick in die Literatur, so stößt man auf
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unterschiedlichste Befunde bezüglich der Oligomereigenschaften weiterer Häm binden-

der PAS-Domänen. NPAS2-PAS-B bildet, wie bereits erwähnt, Strukturen größer als

ein Hexamer. E. coli Dos (EcDos) enthält zwei PAS-Domänen, von denen nur PAS-A

Häm bindet. Isoliert exprimiertes EcDos-PAS-A liegt in der met-Form als Dimer vor

[26, 113]. Volllängen-EcDos bildet hingegen Tetramere, unabhängig von der Oxidati-

onszahl des Häm-Eisenions [153]. Die persistente Tetramerisierung von EcDos beisst

sich im übrigen nicht mit der Beobachtung, dass Histidinkinasen nur als Dimere funk-

tionieren. EcDos ist nämlich keine HK, sondern besitzt eine Phosphodiesterasedomäne

C-terminal von seinen beiden PAS-Domänen. Für FixL aus Sinorhizobium meliloti sieht

die Lage schon wieder völlig anders aus. Die isolierte PAS-Domäne liegt monomer vor,

wohingegen das Protein inklusive der HK-Domäne dimerisiert (in beiden Fällen wurden

nur die Fe3+-Formen untersucht) [33, 34].

Den Tetramer von met-PAS3855 könnte man auch als Dimer von Dimeren bezeichnen.

Die Reduktion des Häms unterbindet demnach die „zweite“ Dimerisierung. Nach Zu-

gabe von Natriumdithionit geht PAS3855 in eine dimere (76%) sowie pentamere (10%)

Form über (Abb. 3.51, S. 77). Daneben liegen aber noch 14% des detektierten Häms

in einer nicht identifizierten Spezies mit kleiner gleich 9kDa Größe vor. Betrachtet man

nur die Dimere und Pentamere, so beträgt deren Verhältnis etwa 9 zu 1. Diese starke

Dimerbildung nach Zugabe von Na2S2O4 legt eine Änderung der Tertiärstruktur von

PAS3855 abhängig von dem Oxidationszustand des Häm-Kofaktors nahe. Da Histidin-

kinasen als Dimere aktiv sind, darf man auf eine redoxabhängige Kinaseaktivität von

OE3855R spekulieren.

Generell zeigt die isoliert exprimierte PAS-Domäne von OE3855R eine zügige Verän-

derung der Quartärstruktur. Zwar ändert sich das Spektrum der Holodomäne auch nach

mehreren Wochen Inkubation bei 4◦C nicht. Die Multimerisierung von Holo-PAS3855

ändert sich hingegen bereits 24h nach dem Abschluss der Rekonstitution (also 24h nach

Abschluss der Übernachtdialyse) von dem Tetramer in Richtung Pentamer (Daten nicht

gezeigt). Diese Instabilität der Multimerisierung könnte erklären, warum bislang alle

Versuche, die Domäne zu kristallisieren, erfolglos blieben.
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4.4.4 Die Wechselwirkungen zwischen HämB und PAS3855

Die Auswertung der Absorptionsspektren der PAS3855-Domäne ergab eine sechsfach

koordinierte low-spin Konfiguration für met- und deoxy-PAS3855 (Abb. 3.49, S. 74).

Aus diesem Befund lässt sich auf ein oktaedrisches Ligandenfeld schließen, welches das

Häm-Eisenion in den Oxidationszuständen II und III umgibt. Damit zeigt PAS3855

große Ähnlichkeit zu EcDos (Abbildung 3.50, S. 75). SmFixL scheidet dagegen als

Vorlage zur Abschätzung der Funktionsweise aus, denn hier liegen die zentralen Fe-

Ionen der met- und deoxy-Formen in high-spin Zuständen vor.

Der physiologische Zweck der Phosphodiesterase (PDE)-Aktivität von EcDos ist noch

völlig unerforscht. Anfänglich von Delgado-Nixon et al. als Sauerstoffsensor (D irect

oxygen sensor) beschrieben [26], legte inzwischen eine Konkurrenzgruppe um Toru Shi-

mizu Daten vor, die EcDos eine redoxabhängige Funktion zuordnen. Die oxy-Form

ist instabil und geht relativ schnell in die met-Form über [113]. Sowohl oxy- als auch

met-EcDos besitzen nur einen Bruchteil der PDE-Aktivitat von deoxy-EcDos.

Der permanente low-spin Zustand des Eisenions geht auf das mehrfach beschriebene

oktaedrische Ligandenfeld zurück. Kristallstrukturen zeigen in met-EcDos ein Wasser-

molekül als distalen axialen Liganden. Die Reduktion zu deoxy-EcDos führt zu einer

Verdrängung des Wassers durch Methionin-95. Diese Veränderungen lösen eine scheren-

artige Bewegung des PAS-Dimers aus, welche den Abstand der PDE-Domänen zweier

EcDos-Proteine und somit die PDE-Aktivität kontrolliert [70]. Bei genauer Betrachtung

der Aminosäuresequenz von PAS3855 stellt man fest, dass in der gleichen Region, in der

sich das Met95 von EcDos befindet, auch in PAS3855 ein Methionin liegt (Met101).

Die Konstruktion und spektroskopische Untersuchung einer Met101Ala-Mutante sollte

es erlauben, die Wechselwirkung dieser Aminosäure mit dem Häm-Eisenion zu beweisen

oder zu widerlegen.

Ein weiterer Anhaltspunkt für die mögliche Redoxsensorfunktion von PAS3855 ist das

Fehlen eines oxy-Spektrums. Nach Belüftung der mit Na2S2O4 reduzierten Lösung geht

das deoxy-Spektrum sofort in das met-Spektrum über. Sollte PAS3855 ein Sauerstoff-

sensor sein, würde man jedoch eine höhere Stabilität von oxy-PAS3855 erwarten. Den

Beweis für die sofortige Bildung von met-PAS3855 nach Belüftung liefert die Zugabe

der Oxidationsmittel K3Fe(CN)6 bzw. K2Cr2O7, da sich das Spektrum der belüfteten
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PAS-Domäne dadurch nicht verändert.

Sicher ist dem Leser nicht entgangen, dass die Soretbande des Häms direkt nach der

Expression und Proteinreinigung ein anderes Maximum besitzt (397nm), als die Soret-

bande der rekonstituierten Holodomäne (414nm). Diese Beobachtung kann wiederum

mit der unvollständigen Faltung der Apo-PAS-Domäne erklärt werden. Zur Wiederho-

lung, bei der Reinigung bleibt DnaK abundant und Apo-PAS3855 bildet Pentamere.

Während die Zugabe von milden Oxidationsmitteln zu Holo-PAS3855 keinen Effekt

hat, führt die Behandlung mit H2O2 zu einer sehr starken Abnahme der Absorption,

verbunden mit der Verschiebung der Soretbande zu 397nm (Daten nicht gezeigt). Das

applizierte H2O2 denaturiert offensichtlich das Polypeptid, was die elektronische Um-

gebung des Häms verändert. Diese Änderung bezieht sich im Wesentlichen auf die

Wechselwirkung des Eisenions mit den axialen Liganden.

4.4.5 Die physiologische Bedeutung von OE3855R

Besitzt OE3855R tatsächlich eine redoxgesteuerte Signalfunktion, so erweitert sich das

Spektrum der Redoxmediatoren weit über den Sauerstoff hinaus. Denn im Gegensatz zu

FixL, wo die Sauerstoffbindung den Schalter darstellt, würde der Sauerstoff hier nur als

eines von vielen oxidierenden bzw. reduzierenden Agenzien der Zelle die Signalfunktion

beeinflussen. Der unter aeroben Bedingungen vorhandene Sauerstoff beeinflusst zwar

das Redoxpotential einer Zelle in nicht unerheblichem Maße, doch andere oxidierende

Agenzien können auch unter anaeroben Bedingungen das zelluläre Potential verändern.

Mit der Konstruktion des Deletionsstamms sollte der Histidinkinase OE3855R eine

Funktion in der Physiologie von H. salinarum zugeordnet werden. Es erfolgte eine

phänotypische Beschreibung des Wachstums unter vier verschiedenen Bedingungen im

Vergleich zu dem Wildtyp. Doch weder bei der aeroben noch einer der drei anaeroben

Wachstumsbedingungen (mit Licht, DMSO bzw. Arginin als Energieträger) unterschied

sich der ∆OE3855R-Stamm von dem wt-Stamm. Die Wachstumsbedingungen waren

dabei so gewählt, dass ein möglichst großer Bereich von oxidierenden bis hin zu redu-

zierenden Bedingungen abgedeckt wurde, der auch in der natürlichen Umgebung des

Organismus herrschen kann. Das Überleben von H. salinarum hängt unter diesen Be-

dingungen von speziellen Energiekonvertern ab: Bacteriorhodopsin, DMSO-Reduktase
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bzw. Arginintransporter und -deiminase. Für alle drei Systeme sind die regulieren-

den Transkriptionsfaktoren bereits bekannt und offensichtlich unabhängig von OE3855R

[41, 87, 109]. So verwundert es auch nicht mehr, dass der ∆OE3855R-Stamm zumindest

noch seine grundlegende Energieversorgung aufrecht erhalten kann.

Das Ausbleiben eines Phänotyps mag mehrere, bereits im Ergebnisteil besprochene

Ursachen haben: die Regulation nichtessentieller Gene, die De-Repression von Genen,

ungünstig gewählte Wachstumsbedingungen oder die Funktionslosigkeit von OE3855R.

Ein Blick in die Literatur offenbart, dass nahezu alle funktionell untersuchten HK

nichtessentielle Zielgene regulieren. Eine der wenigen Ausnahmen ist das ZKS YycFG

aus B. subtilis, welches wichtige Gene für die Zellteilung und die Zellwandsynthese re-

guliert [53]. Mehrere ZKS, bespielsweise ArcAB und NarLX aus E. coli, besitzen neben

einem Satz an aktivierten Genen noch einen weiteren Satz an Genen, dessen Transkrip-

tion sie hemmen [115, 141]. Man findet aber auch Zwei-Komponenten Systeme, die ihre

Zielgene ausschliesslich negativ regulieren. Genannt seien hier CutRS aus Streptomy-

ces lividans (Repression der Synthese eines Polyketid-Antibiotikums) und CovRS aus

Streptococcus pyogenes (Repression mehrerer Virulenzfaktoren) [21, 38].

Vielleicht blieb die Suche nach einem Phänotyp deshalb erfolglos, weil bislang am

falschen Ende des Redoxbereichs gesucht wurde. Physiologisch betrachtet kann nur

spekuliert werden, ob PAS3855 im lebenden Halobakterium überwiegend in der Fe2+-

oder Fe3+-Form vorliegt. Das Habitat von H. salinarum, 4M NaCl und 40◦C Wasser-

temperatur, besitzt zumindest eine geringe Sauerstofflöslichkeit. Darüber hinaus wird

in die Zelle gelangener Sauerstoff schnell veratmet. Daran sieht man schon, dass der

Redoxbereich durch anaerobe Wachstumsbedingungen zum negativen Ende hin ausge-

reizt ist. Bei aerobem Wachstum dürfte jedoch die Zugabe von H2O2 oder KMnO4 den

Oxidationsstress für H. salinarum enorm verstärken. In jedem Falle entlocken wohl erst

zukünftige Mikroarray-Analysen dem Zwei-Komponenten System OE3854R-OE3855R

seine Geheimnisse.
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5 Materialien und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Stämme
Stamm Beschreibung Quelle

E.c. DH5α - Invitrogen
E.c. TOP10 OneShot - Invitrogen
E.c. M15 pREP4 - Qiagen
E.c. M15 His-PAS3855 E.c. M15 pREP4 mit pQE30-PAS3855 diese Arbeit
H.s. R1 ∆OE2088F Deletion durch pAW-∆2088 diese Arbeit
H.s. R1 ∆OE2086F Deletion durch pAW-∆2086 diese Arbeit
H.s. R1 ∆OE2333R Deletion durch pAW-∆2333 diese Arbeit
H.s. R1 ∆OE2334R Deletion durch pAW-∆2334 diese Arbeit
H.s. R1 ∆OE3855R Deletion durch pAW-∆3855 diese Arbeit
H.s. R1 ∆OE3854R Deletion durch pAW-∆3854 diese Arbeit
H.s. R1 ∆OE7042R Deletion durch pAW-∆7042 diese Arbeit
H.s. R1 ∆OE2712R Deletion durch pAW-∆2712 diese Arbeit
H.s. R1 ∆OE5192R Deletion durch pAW-∆5192 diese Arbeit
H.s. Flx15 ∆cheY - [108]
H.s. S9 ∆cheB - Wilfried Staudinger

(unveröffentlicht)

5.1.2 Plasmide

Herstellung von Deletionsplasmiden für H. salinarum

Die Strategie zur Herstellung von halobakteriellen Deletionsstämmen ist in Abb. 5.1
skizziert. Zunächst wurden 300 bis 500bp lange DNA-Fragmente der unmittelbar strom-
auf- und stromabwärts liegenden Bereiche des entsprechenden Gens per PCR amplifiziert
und jeweils mit einer (BamHI- o. NheI-) bzw. XbaI-Schnittstelle versehen. Weiterhin
fügten die Primer den beiden PCR-Fragmenten 10bp des jeweils anderen Fragmentes an,
so dass durch eine zweite PCR ein zusammenhängendes DNA-Fragment erzeugt werden
konnte. Dieses wurde mit (BamHI o. NheI) und XbaI inkubiert. Die so geschnittene
DNA konnte dann mit pMKK100 (ebenfalls (BamHI o. NheI) und XbaI inkubiert)
ligiert und in E. coli transformiert werden.

Zur heterologen Expression in E. coli wurden folgende Plasmide benutzt:

Plasmid Beschreibung Quelle

pQE30 - Qiagen
pQE30-PAS3855 pQE30 mit aa5-150 von OE3855R diese Arbeit
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Abbildung 5.1: Herstellung von Plasmiden zur Deletion von Genen in H. salinarum.

Zur Herstellung von Deletionsmutanten in H. salinarum wurden folgende Plasmide
benutzt:

Plasmid Beschreibung Quelle

pMKK100 - [63]
pHAW-∆2088 pMKK100 mit Fragmenten vor/hinter OE2088F diese Arbeit
pHAW-∆2086 pMKK100 mit Fragmenten vor/hinter OE2086F diese Arbeit
pHAW-∆2333 pMKK100 mit Fragmenten vor/hinter OE2333R diese Arbeit
pHAW-∆2334 pMKK100 mit Fragmenten vor/hinter OE2334R diese Arbeit
pHAW-∆3855 pMKK100 mit Fragmenten vor/hinter OE3855R diese Arbeit
pHAW-∆3854 pMKK100 mit Fragmenten vor/hinter OE3854R diese Arbeit
pHAW-∆7042 pMKK100 mit Fragmenten vor/hinter OE7042R diese Arbeit
pHAW-∆2712 pMKK100 mit Fragmenten vor/hinter OE2712R diese Arbeit
pHAW-∆5192 pMKK100 mit Fragmenten vor/hinter OE5192R diese Arbeit

Das Fragment für die Ligation in den pQE30-Vektor wurde durch PCR von genomi-
scher DNA aus H. salinarum mit den Primern AviN-3855PAS-for und AviN-3855PAS-rev
hergestellt. Nach anschließender Restriktion mit SacI und PstI erfolgte die Ligation in
das identisch behandelte Plasmid pQE30. pQE30-PAS3855 wurde in E. coli M15 pREP4
transformiert. Somit exprimiert dieser Stamm nach IPTG-Zugabe ein N-terminal 6xHis-
markiertes Polypeptid mit den Aminosäuren 5-150 des Gens OE3855R.
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5.1.3 Oligonukleotide

Zur Konstruktion und Sequenzierung von Plasmiden zur Herstellung von Deletionsmu-
tanten in H. salinarum wurden folgende Oligonukleotide verwendet:

Oligonukleotid 5’- Sequenz -3’

3854-front5’ GCTAGGATCCGACGACGACGCGCTGACGGATC
3854-front3’ GTCGCGGCTCGGACTGGTCGGGGTGTGTCTCG
3854-back5’ CGACCAGTCCGAGCCGCGACAGCAGATCCTCG
3854-back3’ GCGCTCTAGAGCCAGGTATCGAGCGCTGAATCG
2086-front5’ GCTGGATCCCGTCTTTCTCCGTGGAGTTGAACG
2086-front3’ CATTCGTCAGACTGGCCGTTCGTGCTACGTTGG
2086-back5’ AACGGCCAGTCTGACGAATGCACGTTCACCGGA
2086-back3’ GCGCTCTAGACGATCATCTGTGCGGCGATGCTG
2334-front5’ GCGCGGATCCTCTGCGTCCAGTCGATGGCGTCG
2334-front3’ CCGTCGGGCGGTGATGGGAGTGAACGTATTTATGG
2334-back5’ CCATCACCGCCCGACGGCGACACTGATGACG
2334-back3’ CGCTCTAGAGGCGTCGAGGCGCTGGATCGC
2333-front-5’ GCTAGGATCCGACATCTCCGCGCCGGCGCG
2333-front-3’ TCACCACCGCTCGAGTTCCGCACCGACGGC
2333-back-5’ CGGAACTCGAGCGGTGGTGATTGCGGCCGC
2333-back-3’ GCGCTCTAGAGACGTCAAAACGGCGTACAGCGG
2088-front5’ GCGCGGATCCCATCAGGGGCTGCTGCCCTCG
2088-front3’ ACCGGGACGCGGATGGCCGACCGCAGGTTCC
2088-back5’ TCGGCCATCCGCGTCCCGGTGCTAGCTTAGGC
2088-back3’ GCGTCTAGACTCACTGTGGATGGGACCGCGAGC
3855-front-for GATCGCTAGCTGGCTGTACATTACGATCGCCCACCAAG
3855-front-rev GTGAATCGCGCGTCGAGACCGGTATCAGTGTCGG
3855-back-for GGTCTCGACGCGCGATTCACGATCCACACACAATGAC
3855-back-rev CGTATCTAGAGACGGGCTTCTGGATGTACTCGTCG
7042-front-for CGTAGCTAGCGCGTACGCGGCCATCCTGTGGGCC
7042-front-rev CCCGAACAAGGCGGTCGAACACGGCGGGGAGG
7042-back-for GTTCGACCGCCTTGTTCGGGCCATACGCCATACCAGG
7042-back-rev CGTATCTAGACTCGTACTCGACCAATAGCCATGCTTCCG
4283-front-for3 GATCGCTAGCGTGGGTGACACGGGAGGGCGTC
4283-front-rev3 ACACGGCACCGATCCCTGACCGCGGTGCTAGTCG
4283-back-for3 GTCAGGGATCGGTGCCGTGTGACTGAACTGCTATCC
4283-back-rev2 CGTATCTAGACCGTTCTGTATCGTAGGAATTGGTTTATGGC
5192-front5’ GCGCGGATCCACGTGCAACAGGGTCACGATCC
5192-front3’ GCGCCGCAGCGTGACTCTGTGGTGTGCGGTG
5192-back5’ ACAGAGTCACGCTGCGGCGCTCGGTGTGT
5192-back3’ GCGCTCTAGAGTGTGTCCTGTGACCACGCTC
2712-front-for2 CGATGCTAGCGGACCGAAGTCACCCGCCAGACCG
2712-front-rev2 CACGGTGGGCGCAGTACGTCCGAGGTGGTGGTGGG
2712-back-for2 GACGTACTGCGCCCACCGTGAGCGACTGACCACAC
2712-back-rev2 GTACTCTAGACGAGCAGTTCGGCCAGCCCGTCG
pHAW01-seq2-for GTCTGAGCACCGATTGATATC
pHAW01-seq2-rev CGCGGAAACGATGAAAATGCG

Zur heterologen Expression von halobakteriellen Proteindomänen wurden folgende
Oligonukleotide verwendet:

Oligonukleotid 5’- Sequenz -3’

AviN-3855PAS-for CGCTTAATTAAACATATGACCGAGCTCGGGCCGTCCGCCGACACTG
AviN-3855PAS-rev TTAGTTAGTTACCGGATCCCCTGCAGTTAGTCTTGGAGCGATTCGAGCG

TGG

Zur Durchführung von RT-qPCR-Experimenten wurden folgende Oligonukleotide ver-
wendet:
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Oligonukleotid 5’- Sequenz -3’

ugpA-qRT-for CCTCTACTATCCGGGCCTCG
ugpA-qRT-rev TTGAGGTCAGCAGCTGAACG
ugpB-qRT-for TCACTCGTGGATGCAGATCG
ugpB-qRT-rev AAGTTAGTCTCCGTGGGTCGG
ugpQ-qRT-for CGTCGAACTCAAATCCCCC
ugpQ-qRT-rev ACGACGAGAACATCACGGG

phoX1-qRT-for CAGCCGTGAGATCGTTGACA
phoX1-qRT-rev CCGACCAGTTCGTGATCTCC
pstC1-qRT-for AAGGCGGTGACGTTTCTGAT
pstC1-qRT-rev CGCACGAGTAAGAACGCAAC
pstC2-qRT-for GGGCATCGTGGAGTTCCTTA
pstC2-qRT-rev GATCATCACCATCAGCGTCG
aph-qRT-for TGTTCAGCCAGGAGAGCCAC
aph-qRT-rev AGGTTGGGTTGTGTGTTCTCG
qRT-ipp-for AAAGGCGAGCGGAACAAATA
qRT-ipp-rev CCGACGGGTAATGGACGTT
qRT-1410F-for TCTGTGACCTCTGCGAAGAATG
qRT-1410F-rev TGCAGAAGGCTTTGGCGT
qRT-2299F-for TGTTCCTGACGAACAACCCC
qRT-2299F-rev GGATCGCTGGAGGTACGTGA
qRT-5078F-for GTACTCTCGACGACCCTCGC
qRT-5078F-rev GGTGTCGTCGGATTCGAAAC
qRT-5132F-for TCCCGGCGTTTCTGACC
qRT-5132F-rev CCGCTCCACCGACGAG
qRT-4236F-for TCATCCCGAGTTTCGCCAT
qRT-4236F-rev GTACCCCGAGCCGATGATC
qRT-2113R-for GAAACGATGGGCAGCGATAT
qRT-2113R-rev GACAGGAAGATCACCAGCGTC
RT-3855-for CGAGATCCAGCTGTCCATCAC
RT-3855-rev GTAGGCTTTCTGGCGGGAG
RT-3854-for CGTAGTCGTCTTCGAGCCAGA
RT-3854-rev CGCGATTCACGATCCACAC
fdx-qRT-for GAGTACATCCTCGAAGCCGC
fdx-qRT-rev TGAGGATCTGCTGCATGTCC

Alle für diese Arbeit benutzten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Mar-
tinsried) synthetisiert. Weiterhin kamen zur unspezifischen cDNA-Synthese Random
Hexamer Primer (Promega) bzw. Random Nonamer Primer (CyScribe-Kit, Amersham
Biosciences) zum Einsatz.

5.1.4 Antikörper

Zur Detektion von immobilisierten DNA-Fragmenten durch Southern Blot (siehe Ab-
schnitt 5.4.11) wurden Anti-Digoxygenin-AP, Fab fragments von Roche Diagnostics ver-
wendet.

5.1.5 Chemikalien
Agarose SeaKem LE (BioWhittaker) Ampicillin (Roth)
Bacto Agar (Difco Laboratories) Bacto Trypton (Difco Laboratories)
Bäckerhefe t-RNA (Roche Diagnostics) Desoxynukleosidtriphosphate (Peqlab)
Dig Easy Hyb (Roche Diagnostics) 1-Methylimidazol (Fluka)
peqGOLD RNAPure (Peqlab) RNaseZap (Ambion)
Triton-X100 (Carl Roth) Protogel-Lösung (National Diagnostics)
TEMED (Biorad) IPTG (Gerbu)
Bromphenolblau (Serva) Coomassie R-250 (Serva)
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Ethidiumbromid (Boehringer Mannheim) Blocking Reagent (Roche Diagnostics)

Nicht aufgeführte Chemikalien wurden von Merck, Sigma oder ICN bezogen.

5.1.6 Enzyme, Proteine, Marker
BSA Fraktion V (Serva) TaKaRa LaTaq (BioWhittacker)
Hot-Star Taq DNA-Polymerase (Qiagen) Phusion DNA-Polymerase (Biometra)
CIP (New England Biolabs) T4 DNA Ligase (Gibco BRL)
Thrombin (Pharmacia Biotech) Superscript III (Invitrogen)
Superscript II (Invitrogen) Restriktionsendonukleasen (NEB)
RNA 6000 Leiter (Ambion) 1kb DNA-Leiter (Gibco BRL)
100bp DNA-Leiter (MBI Fermentas) 1kb DNA-Leiter (MBI Fermentas)
DNA Molecular-Weight Marker VII, DIG-labeled (Roche Diagnostics)
Benchmark His-tagged Protein Standard (Invitrogen)
Protein Marker, Broad Range (New England Biolabs)

5.1.7 Kommerzielle Kits
CyScribe First-strand cDNA labeling kit (Amersham Biosciences)
Cy5-dUTP und Cy3-dUTP (Amersham Biosciences)
TURBO DNAfree (Ambion) RNA 6000 Nano LabChip Kit (Agilent)
DNAfree (Ambion) QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)
BCA Protein Assay (Pierce) InVision His-tag In-gel stain (Invitrogen)
ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems)
CDPStar detection reagent (Amersham Biosciences)
LMW Gelfiltration Calibration Kit (Amersham Biosciences)
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

5.1.8 Sonstige Materialen
CMT-GAPS II Coated Slides (Corning) Färbekästen mit Einsatz (Roth)
Hybri-Slip HS (Sigma) Hybridisierungskammern (Corning)
MicroCon YM 30 (Millipore) MultiScreen 96 PCR (Millipore)
Hybond N+ (Pharmacia Biotech) Filterpapiere (Whatman)

5.1.9 Geräte
Zentrifugen: Tischzentrifuge Centrifuge 5415C (Eppendorf)

Tischzentrifuge Centrifuge 5417R (Eppendorf)
Sorvall RC 5C Plus Centrifuge (SS34) (Beckmann)
Optima LE-80K Ultracentrifuge (Ti60) (Beckmann)
Roto Silenta / RP (Hettich)
Rotixa 120R (Hettich)
Rotixa / KS (Hettich)

Photometer: Klett-Summerson Photoelectric Colorimeter (Klett Manufactoring)
Ultrospec 3000 (Amersham Biosciences)
Pharmaspec UV-1700 (Shimadzu)
Victor3 1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer)

Gelsysteme: Agarosegel-Elektrophoresekammern (Werkstatt, MPIBC)
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Agilent Bioanalyser 2100 (Agilent)
XCell SureLock (Invitrogen)
MightySmall SE250 (Hoefer)
MightySmall Dual Gel Caster SE245 (Hoefer)

Waagen: Analysenwaage HL52 (Mettler-Toledo)
Laborwaage PB1502 (Mettler-Toledo)

Inkubatoren: Brutschränke (Memmert)
Multitron HT (Infors)
Labshaker (Kühner) + MPI-Aufsatz
Shaker 3033 (GFL)
Wasserbad (GFL)
Minifridge II (Boekel)
Hybridisierungsofen OV5 (Biometra)
Heizblock BT3 (Grant)
Thermostat 5320 (Eppendorf)

Rührer/Schüttler: Vortex Genie 2 (Scientific Industries)
Magnetrührer RO & RCT (Ikamag)
Wipptisch WT16 (Biometra)
3D rocking plattform STR9 (Stuart Scientific)

Thermocycler: GeneAmp PCR-System 9700 (Perkin Elmer)
GeneAmp 5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems)
Multi Cycler PTC-200 (MJ Research)
Thermocycler T3 (Biometra)

Zellaufschluß: Sonifier 450 (Branson)
Sonifier Celldisrupter B15 (Branson)

FPLC: SMART System (Pharmacia Biotech)

Chromatographie: Superdex 75 (Pharmacia Biotech)
Ni-NTA Superflow Agarose (Qiagen)

Autoklaven: Varioklav (H+T Labortechnik)
Autoklav 23 (Melag)

Elektroporationsgerät: GenePulser (Biorad)

Videodokumentation: Bio-Print Photodoc mit BIO-CAPT V.97 (Vilber Lourmat)
Video Copy Processor (Mitsubishi)

Sonstige Geräte: Gilson Pipetten 2-1000µl (Abimed)
Pipetus Akku
FIREBOY plus (INTEGRA Biosciences)
Mikrowelle NN-5556/5506 (Panasonic)
MultiScreen Vakuum Manifold (Millipore)
Reinstwasseranlage MilliQPLUS (Millipore)
SpeedVac Concentrator (Bachhofer)
Vakuumpumpe RP12C (Vakubrand)
Sterilbank HA 2448 GS (Heraeus)
pH-Meter pH 525 (WTW)
Durchlichtscanner SnapScan 600 (Agfa)
-80◦C-Truhe UF80-450S (Colora)
handelsübliche Kühl- und Gefrierschränke
Eismaschine Scotman AF10
Scanner GenePix 4000B (Axon)
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ChipWriter Pro (Virtek)
Kaffeeautomat Magic de luxe (Saeco)

5.1.10 Computerprogramme, Datenbanken etc.
AISMIG http://aismig.dkfz.de/service.php [16]
Bioedit 7.0.1 http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html [45]
Clonemanager 7 Sci Ed Central
ClustalX ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/ [136]
Corel Graphics Suite 11 Corel
ESPript http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/ [37]
GeneAmp 5700 Manager Perkin-Elmer
GenePix Pro 6 Axon Instruments
Halolex https://edman.rzg.mpg.de

(externe Version: http://www.halolex.mpg.de)
miktex http://www.miktex.org/
MS Office 2002 Microsoft
Oligonucleotide Properties Calculator http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
Origin 6.1G Origin Lab
Primer Express 2.0 Applied Biosystems
Pubmed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&itool=toolbar
R-Programme von Dr. G. Welzl Twellmeyer et al., in preparation
RasTop www.geneinfinity.org/rastop/download.htm
SMART http://smart.embl-heidelberg.de/
SSPro-Sekundärstrukturvorhersage http://www.igb.uci.edu/tools/scratch/ [100]
Statistik-Umgebung R http://www.r-project.org/
SwissModel http://swissmodel.expasy.org/ [118]
TexnicCenter http://www.toolscenter.org/front_content.php?idcat=26
TIGR Mev http://www.tm4.org/mev.html [110]
Treeview http://molbiol-tools.ca/molecular_biology_freeware.htm [96]
Web of Science

5.2 Allgemeine Methoden

5.2.1 Absorptionsmessungen

Abhängig vom Gegenstand der Messungen kamen verschiedene Photometer zum Ein-
satz. Zur Bestimmung der Zelldichte von aerob wachsenden H. salinarum-Zellen und
E. coli -Zellen, zur Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA sowie für Enzym-
tests wurde ein UltroSpec 3000-Spektrometer (Amersham Biosciences) benutzt. Die
Zelldichte von anaerob wachsenden H. salinarum-Zellen wurde mit Hilfe eines Klett-
Photometers (Klett Manufactoring Co.) in speziellen sog. Klettkolben gemessen. Diese
Klettkolben besitzen einen seitlich angebrachten Reagenzglasfortsatz und einen Schliff.
Für photometrische Messungen an heterolog exprimierten Proteindomänen wurde ein
PharmaSpec UV-1700 (Shimadzu Corp.) verwendet.

5.2.2 Antibiotika

Die verwendeten Antibiotika wurden wie folgt eingesetzt:

E. coli : Ampicillin 100µg/ml (100mg/ml Stammlösung)
Kanamycin 20µg/ml (20mg/ml Stammlösung)
Chloramphenicol 50µg/ml (100mg/ml Stammlösung)
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H. salinarum: Mevinolin 25µM (25mM Stammlösung)
Novobiocin 1-2µg/ml (5mg/ml Stammlösung)

5.3 Mikrobiologische Methoden

5.3.1 Propagierung und Aufbewahrung von E. coli

E. coli Zellen wurden in Luria-Bertani-Medium (LB) inokuliert. Für Übernachtkulturen
(ÜNK) wurden 5ml Medium angeimpft und bei 37◦C mit 250rpm geschüttelt. Für die
Stammsammlung wurden jeweils 1ml ÜNK mit derselben Menge Glyzerin versetzt und
bei -70◦C gelagert.

LB-Medium: Bacto Trypton 10g
Bacto Hefeextrakt 5g
NaCl 10g
ad 1l H2Obidest
mit NaOH auf pH 7,0-7,2 einstellen und autoklavieren

5.3.2 Propagierung und Aufbewahrung von H. salinarum

Für die Anzucht von Halobacterium salinarum wurden 35ml Halomedium (HM) [92]
bzw. synthetisches Medium (SM) entweder von Agarplatten oder mit 1ml Flüssigkultur
angeimpft und bei 40◦C mit 100rpm geschüttelt. Für das anaerobe Wachstum dienten
Seitenarmkolben (Klettkolben) mit Schliff, welche mit einem Silikonseptum luftdicht
verschlossen wurden. Für die Stammsammlung wurden die Zellen in HM luftdicht ver-
schlossen bei Raumtemperatur gelagert.

Halomedium: 4,3M NaCl 250g
80mM MgSO4·7H2O 20g
27mM KCl 2g
10mM Na3Citrat·2H2O 3g
Bacto Pepton 10g
ad 1l H2Obidest
mit NaOH auf pH 7,2 einstellen und autoklavieren

Haloplatten: 1l HSM + 15g Bacto Agar

Synthetisches Medium: Lösung 1 800ml
Lösung 3 1ml
Lösung 4 150ml
Lösung 5 50ml
mit NaOH auf pH7,2 einstellen, steril
filtrieren und bei 4◦C lagern.
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Bei der Abfüllung in Kolben für H. salinarum-Wachstum wurde noch 0,05% Lösung 6
hinzugefügt und auf 2% Glycerin eingestellt. Der Phosphatgehalt wurde durch Zugabe
von 0,5M Na-Phosphat eingestellt.

Lösung 1: 4mol NaCl 235g
40mmol MgSO4·7H2O 10g
27mmol KCl 2,44g
1mmol KNO3 0,1g
1,7mmol Na3Citrat·2H2O 0,5g
in 800ml H2Obidest lösen

Lösung 3: CuSO4·5H2O 5mg
FeCl2·4H2O 230mg
MnSO4·H2O 30mg
ZnSO4·7H2O 44mg
Ascorbinsäure 2g
NaMoO4·2H2O 241mg
CoCl2·6H2O 237mg
in 100ml H2Obidest lösen und bei 4◦C im Dunkeln lagern

Lösung 4: L-Arginin 2g
L-Isoleucin 2,2g
L-Leucin 4g
L-Lysin·H2O 1,12g
L-Methionin 1g
L-Threonin 2,5g
L-Valin 1,25g
L-Serin 3,05g
L-Phenylalanin 0,5g
in 750ml H2Obidest lösen, auf pH7,0 einstellen, steril filtrieren
und bei -20◦C lagern

Lösung 5: L-Tyrosin 0,2g
in 20ml 1M HCl lösen, mit H2Obidest auf 50ml verdünnen und
bei -20◦C lagern

Lösung 6: Thiamin 0,1g
Folsäure 0,1g
Biotin 0,01g
in 10ml H2Obidest lösen und bei -20◦C lagern

5.3.3 „Chemical-in-cuvette“-Test (CIC-Test)

Der CIC-Test dient der Begutachtung von chemotaktischem Verhalten von H. salina-

rum-Zellen. Die Zellen werden in Hepes-gepuffertem Basalsalz (BSH) mit 0,25% Agar
in Petrischalen gegossen, die verschiedene Chemikalien in seitlich angebohrten (1mm
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Lochdurchmesser) Küvetten enthalten.
Die Zellsuspension setzt sich aus folgenden Teilen zusammen: 12,5ml BSH mit 0,5%
Agar (vorgewärmt bei 55◦C) und 12,5ml BSH mit Zellen der Dichte OD600=2. Dazu
wird ein entsprechendes Volumen H. salinarum-Kultur bei 5500g für 25min abzentrifu-
giert und in 12,5ml BSH aufgenommen. Die Zellsuspension wird auf 37◦C vorgewärmt.
Die seitlich angebohrten, in der Plattenmitte befindlichen Küvetten werden mit 0,5%
Agar/BSH abgedichtet und mit den in BSH gelösten Chemikalien befüllt. Die vorge-
wärmten Teile der zu gießenden Suspension werden vermischt und in der Petrischale
ausgegossen. Nach dem Aushärten der Plattenfüllung bei Raumtemperatur werden die
Platten in einem Plastikbehälter auf Lichtkästen für mehrere Tage inkubiert. Im Ab-
stand von ca. 24h werden die Platten so gescannt (300dpi, Durchlicht), dass auf beiden
Seiten der Küvetten keine Schatten die Sicht auf die Hof- bzw. Ringbildung behindern.

Hepes-gepuffertes Basalsalz: 25% (w/v) NaCl 250g
2% (w/v) MgSO4·7H2O 20g
0,3% (w/v) Na3Citrat·2H2O 3g
0,2% (w/v) KCl 2g
20mM Hepes 20ml 1M Hepes (pH7,0)
ad 1l H2Obidest

5.4 Molekularbiologische Methoden

5.4.1 Isolierung chromosomaler DNA aus H. salinarum

Die Isolierung erfolgte nach der „Schnelle Lyse“-Methode. Dazu wurde 1ml logarith-
misch wachsender Zellen 2min bei 12000rpm zentrifugiert und das Pellet in 400µl H2O
resuspendiert. Dabei lysierten die Zellen sofort. Um die im Lysat enthaltenen Prote-
ine zu denaturieren, erfolgte anschließend eine 15-minütige Inkubation bei 70◦C. Dieses
DNA-Protein-Gemisch ist geeignet zur unmittelbaren Verwendung für PCR-Reaktionen
und präparative DNA-Restriktionen für Southern Blots.

5.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Für die Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli wurden 3ml ÜNK in LB-Medium mit
dem entsprechenden Antibiotikum bei 37◦C und 250rpm angezogen. Die anschließende
Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem Plasmid-Mini-Kit der Firma Qiagen, bei
dem die Zellen durch alkalische Lyse aufgeschlossen wurden und die Plasmid-DNA mit-
tels hydrophober Interaktionschromatogaphie von der genomischen DNA und den übri-
gen Zellbestandteilen getrennt wurde.

5.4.3 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Ein Aliquot der Lösung mit doppelsträngiger DNA (dsDNA) bzw. einsträngiger RNA
(ssRNA) wurde mit H2O verdünnt und die Absorbtion bei 260 und 280 nm gemessen. In
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proteinfreien Proben sollte das Verhältnis A260/A280 ca. 2 (dsDNA) bzw. 1,8 (ssRNA)
betragen. Die Konzentration der Ausgangslösung berechnet sich nach folgender Formel:

c(dsDNA) = 50 · A260 · Verdünnungsfaktor [µg/ml]
c(ssRNA) = 40 · A260 · Verdünnungsfaktor [µg/ml]

5.4.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligationsreaktionen wurden mit T4-DNA-Ligase (Invitrogen) durchgeführt. Je An-
satz wurden ca. 100ng DNA (linearisierter Vektor und zu klonierendes Fragment) mit
kompatiblen Enden in einem molaren Verhältnis von 3:1 üN bei 12◦C inkubiert.

5.4.5 Transformation von E. coli-Zellen

Die Transformation von Plasmiden in E. coli wurde entweder mit chemisch- oder elek-
trokompetenten Zellen durchgeführt. Nachfolgend sind beide Methoden näher erläutert.

Herstellung RbCl-kompetenter E. coli -Zellen

Diese Methode stellt eine leichte Abwandlung der Standardmethode nach Cohen et al.

[24] dar. Vom gewünschten, zu transformierenden E. coli -Stamm wurde eine 3ml ÜNK
erstellt. Mit 1ml dieser ÜNK wurden 50ml LB-Medium (evtl. mit Antibiotikum) in
einem Erlenmeyerkolben inokuliert und bis zu einer OD600 von etwa 0,8 bei 37◦C ge-
schüttelt (ca. 3h). Nach der anschließenden 15-minütigen Inkubation auf Eis folgte eine
10-minütige Zentrifugation der Zellen bei 3500rpm und 4◦C. Das Pellet wurde in 16ml
RF1-Lösung resuspendiert, 1h auf Eis inkubiert und dann erneut 10min bei 3500rpm und
4◦C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 4ml RF2-Lösung
aufgenommen. Diese Suspension wurde für 15min auf Eis gestellt, à 200µl aliquotiert
und in flüssigem Stickstoff schockgeforen. Die kompetenten Zellen wurden bis zum Ge-
brauch bei -70◦C gelagert.

RF1-Lösung: RbCl 1,2g
MnCl2·4H2O 0,99g
K2Acetat 3ml einer 1M Lösung
CaCl2·2H2O 0,15g
Glyzerin 15g
ad 100ml H2Obidest
mit 0,2M Essigsäure pH 5,8 einstellen und steril filtrieren

RF2-Lösung: MOPS 2ml einer 0,5M Lösung
RbCl 0,12g
CaCl2·2H2O 1,1g
Glyzerin 15g
ad 100ml H2Obidest
mit NaOH pH 6,8 einstellen und steril filtrieren
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Transformation RbCl-kompetenter E. coli -Zellen

Zur Transformation wurde die benötigte Anzahl an Aliquots kompetenter Zellen 30min
auf Eis aufgetaut (100µl je Ligationsansatz). Anschließend erfolgte die Zugabe der zu
transformierenden DNA (ca. 100ng Plasmid oder 20µl Ligationsansatz). Nach einer 20-
minütigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen 2min in ein 42◦C-Wasserbad überführt.
Pro Ansatz wurde nun je 1ml LB-Medium zugegeben, dann für mindestens 1h bei 37◦C
und 250rpm inkubiert. Während dieser sogenannten Genexpressionsphase erfolgt die
Ausbildung plasmidal kodierter Resistenzen; sofortiges Ausplattieren auf antibiotikahal-
tige Platten würde alle Transformanten abtöten, da die die Antibiotika inaktivierenden
Enzyme erst synthetisiert werden müssen. Schließlich wurden die Bakterien für 2min
bei 12000rpm abzentrifugiert. Bei Antibiotika-Resistenzen, die durch periplasmatische
Enzyme vermittelt werden, wie z.B. Ampicillinresistenz durch β-Lactamase, wurden die
Zellen zwecks Vermeidung von Mikrokolonien aufgrund spontaner Zelllyse noch zweimal
mit antibiotikahaltigem Medium gewaschen. Dann wurde der größte Teil des Über-
standes verworfen, das Zellpellet im Restvolumen resuspendiert und vollständig oder in
Form verschiedener Verdünnungen auf antibiotikahaltige LB-Platten ausplattiert.

Transformation elektrokompetenter E. coli -Zellen

Hierfür wurden „One Shot TOP10“-Zellen (Invitrogen) verwendet. Die Zellen wurden
20min auf Eis aufgetaut. Je Aliquot (50µl) wurden 0,1-2µl Ligationsansatz zugege-
ben und nochmals 20min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in eine
Elektroporationsküvette (Biorad) überführt und mit 2,5kV, 25µF und 400Ω elektropo-
riert. Unmittelbar danach erfolgte die Zugabe von 500µl SOC-Medium und eine ca. 1-
stündige Inkubation bei 37◦C und 250rpm. Abschließend wurden Aliquots von 50-200µl
des Transformationsansatzes auf LB-Platten mit geeignetem Antibiotikum ausplattiert
und üN bei 37◦C inkubiert.

5.4.6 Transformation von H. salinarum-Zellen

Für die Herstellung kompetenter H. salinarum-Zellen wurde 35ml Halomedium mit Zel-
len angeimpft und bei 37◦C mit 250rpm geschüttelt. Erreichten die Zellen eine Dichte
von 60-80 Klett, so wurden 1ml Zellen in weitere 35ml Halomedium überimpft und
diese unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Erreichte die dritte Kultur eine Zell-
dichte von 60-80 Klett, wurden 2ml Kultur abgenommen, 7min bei 4000rpm zentrifugiert
und der Überstand abgenommen. Die Zellen wurden in 200µl SPH-Puffer durch leich-
tes Schwenken des Eppendorfgefäßes resuspendiert. Durch Zugabe von 10µl 250mM
EDTA in SPH-Puffer wurden Sphäroplasten erzeugt und deren Ausbildung im Mikro-
skop verfolgt. Nun wurden 5µg Plasmid-DNA zu der Sphäroplastenlösung gegeben,
der Transformationsansatz vorsichtig gemischt und für 10min bei RT inkubiert. An-
schließend wurden 200µl 60% PEG600 in Sphäroplastenpräparations-Puffer (SPH) in
den Deckel des Reaktionsgefäßes pipettiert und nach dem Schließen des Deckels durch
Schwenken mit dem Reaktionsansatz gemischt. Nach 20min wurden der verklumpenden
Zellsuspension 1,5ml Sphäroplastenverdünnungs-Puffer (SV) zugegeben und der Ansatz
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nach 5min Inkubationszeit für 5min bei 4000rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
3ml Halomedium aufgenommen und üN bei 37◦C und 100rpm in einem schräggestellten
RG inkubiert. Von der transformierten Halokultur wurden Aliquots von 50-200µl auf
Mevinolin- und X-Gal-haltige Haloplatten ausplattiert und solange bei 40◦C inkubiert
bis Einzelkolonien zu sehen waren. Die Blaufärbung einer Kolonie deutet daraufhin, dass
diese das Plasmid aufgenommen hat, da nur eine exprimierte β-Galaktosidase das X-
Gal zu einem blauen Farbstoff zersetzen kann. Die blauen Kolonien wurden also gepickt
und in Halomedium zweimal bis zur stationären Phase geschüttelt. Von dieser Kultur
wurden Verdünnungen ausplattiert, von denen nach 1 Woche rote Kolonien gepickt und
per Colony-PCR und Southern Blot überprüft wurden, ob sie Deletionsmutanten oder
revertierte Wildtyp-Kolonien waren [63].

SPH-Puffer: 2M NaCl 11,7g
25mM KCl 186mg
50mM Tris 606mg
15% (w/v) Sucrose 15,0g
ad 100ml H2Obidest
mit Salzsäure pH 8,75 einstellen und steril filtrieren

SV-Puffer: 4,3M NaCl 25,1g
80mM MgSO4·7H2O 1,97g
27mM KCl 201mg
1,4mM CaCl2·2H2O 20,6mg
10mM Na3Citrat·2H2O 294mg
50mM Tris 606mg
15% (w/v) Sucrose 15,0g
ad 100ml H2Obidest
mit Salzsäure pH 7,4 einstellen und steril filtrieren

PEG-SPH-Puffer: 60% (v/v) Polyethylenglycol 600 33,8g
ad 50ml SPH-Puffer

EDTA-SPH-Puffer: 250mM EDTA 3,65g
ad 50ml H2O

5.4.7 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Für Kontrollspaltungen wurde 1µl Vektor-DNA mit 0,5µl je Restriktionsenzym in 10µl
Endvolumen bei der vom Hersteller angegebenen Temperatur und Zeit inkubiert (meist
1h bei 37◦C). Präparative Spaltungen von Plasmiden und PCR-Produkten wurden mit
mehreren µg DNA in 80-100µl Endvolumen mit je 5µl Enzym in den vom Hersteller
empfohlenen Puffern durchgeführt. Für Southern Blots wurden 20µl chromosomaler
DNA (siehe Abschnitt 5.4.1) mit 5µl je Restriktionsenzym in 100µl Endvolumen 3-5h
bei 37◦C inkubiert. Durch anschließende 15-minütige Inkubation bei 70◦C wurden die
Enzyme hitzeinaktiviert.
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5.4.8 Polymerasekettenreaktionen

Die Amplifikation von kurzen DNA-Strängen erfolgte mit Hilfe der Polymeraseketten-
reaktion, kurz PCR [111]. Für die Amplifikationen wurden verschiedene PCR Kits
benutzt. Alle PCRs, bei denen eine möglichst geringe Fehlerrate wichtig war, wurden
mit Polymerasen mit einer „Proofreading“-Aktivität durchgeführt (Phusion, Biometra;
VentR, New England Biolabs; Takara LATaq, BioWhittacker). Handelte es sich ledig-
lich um Kontroll-PCRs, bspw. zur Überprüfung von RNA auf DNA-Kontaminationen,
so wurde die Polymerase HotStar-Taq (Qiagen) benutzt. Alle PCR-Reaktionen wurden
mit dem vom Hersteller gelieferten Reaktionspuffer, 0,5µM Primern, je 0,1mM dATP,
dTTP, dCTP bzw. dGTP und der empfohlenen Menge Enzym durchgeführt. Zur Un-
terdrückung von Sekundärstrukturen aufgrund hoher GC-Gehalte wurde den Reaktions-
ansätzen in Einzelfällen noch 3-4% (v/v) DMSO zugesetzt. Das Temperaturprofil einer
PCR folgte diesem Prinzip:

94 − 98◦C 30s − 15min
94 − 98◦C 15 − 30s
55 − 72◦C 15 − 30s
72◦C 30s − 1min pro 1kb











30 − 40x

4◦C ∞

Quantitative PCR

Diese Methode dient der Quantifizierung von RNA-Mengen in Zellproben. Die Reak-
tionen wurden mit Hilfe des SYBR Green PCR Master Mix Kits (Applied Biosystems)
in einem GeneAmp 5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems) durchge-
führt. Sowohl Reaktionsgemisch als auch Temperaturprofil entsprachen den Angaben
des Herstellers. Die einzelnen Quantifizierungsreaktionen erfolgten als 3-4fache Repli-
kate in jeweils 25µl Reaktionsansatz. Die Endkonzentration der Primer betrug 0,2µM.
Als Vorlage für die PCR dienten 0,5-1µl der cDNA-Synthese (siehe Abschnitt 5.4.14, S.
129). Die PCR-Primer wurden mit dem Programm Primer Express 2.0 (Applied Biosy-
stems) nach den Standardvorgaben für eine RTPCR selektiert und nochmals mit dem
„Oligonucleotide Properties Calculator“ auf Sekundärstrukturen überprüft.

Kolonie-PCR

Zur Vorauswahl von erfolgreich transformierten E. coli -Klonen, die kein religiertes Plas-
mid tragen und von H. salinarum Deletionsmutanten, wurden sogenannte Kolonie-PCRs
durchgeführt. Die Rezeptur entsprach dabei einer Standard-PCR mit Hotstar-Taq (Qia-
gen). Als Primer wurden genspezifische Oligonukleotide verwendet, die auch zur Her-
stellung des transformierten Plasmids zum Einsatz kamen. Zu einem gebrauchsfertigen
PCR-Ansatz wurden durch Eintauchen eines Zahnstochers einige Zellen des fraglichen
Klons hinzugefügt. Ergab die Reaktion ein spezifisches Produkt mit der richtigen Größe,
so war es sehr wahrscheinlich, dass es sich bei dem transformierten Plasmid nicht um
eine Religation handelte.
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DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Fragmenten erfolgte nach der Kettenab-
bruchmethode durch PCR mit fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden unter Ge-
brauch des ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits (Ap-
plied Biosystems). Der Reaktionsmix wurde gebrauchsfertig geliefert und besteht aus
Puffer, dNTP, basenspezifischen fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden und einer
thermostabilen DNA-Polymerase. Für eine Sequenzierung wurden 0,5-1µg Vektor-DNA
bzw. 0,2-0,5µg eines gereinigten PCR-Produkts eingesetzt. Eine typische Sequenzierung
hatte folgende Zusammensetzung:

DNA 1µl
Primer [10µM] 1µl
BigDye Reaktionsmix 2µl
BigDye Puffer 1µl
5M Betain 2µl
H2O 3µl

Temperaturprofil einer typischen Sequenzierungsreaktion:

94◦C 30s
60◦C 4min

}

30x

4◦C ∞

Der Sequenzierungsansatz wurde über MicroSpin G50 Gelfiltrationssäulen von Amers-
ham Biosciences nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und anschließend in einer
Vakuumzentrifuge (SpeedVac-Concentrator) zur Trockne eingeengt. Die Sequenzierung
erfolgte per Gelelektrophorese in einem DNA-Sequenzierer (Modell 373A von Applied
Biosystem).

5.4.9 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Lösungen

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde eine Flachbettgelelektrophorese in TAE-
Puffer bei 60-80V durchgeführt. Die Agarosegele enthielten 0,8-2% Agarose in TAE-
Puffer und wurden nach abgeschlossener Elektrophorese 10-20min in einer Ethidium-
bromid-Lösung [0,1mg/l] inkubiert und 10-20 min in H2O gewaschen. Zur Detektion
der DNA-Fragmente wurde das Geldokumentationssystem TFPM/WL VilberLourmat
(LTF Labortechnik) benutzt.

50x TAE-Puffer: 2M Tris 242g
Eisessig 57,1ml
50mM EDTA 37,2g
ad 1l H2Obidest
mit Essigsäure pH 8,5 einstellen

5x Auftragspuffer: 50% Saccharose 50g
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0,1mM EDTA 100µl 0,1M Lsg.
0,1% Bromphenolblau 100mg
0,1% SDS 500µl 20% SDS-Lsg.
ad 100ml H2Obidest und auf pH7 einstellen

5.4.10 Reinigung von DNA-Fragmenten

DNA in Form von PCR-Produkten oder Restriktionsfragmenten wurde entweder direkt
aus dem Reaktionsansatz heraus oder in Form von Gelstücken nach erfolgter Gelelektro-
phorese gereinigt. Für beide Methoden wurde das Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System von Promega benutzt. Alle Arbeitsschritte folgten der Anleitung des Herstellers.
Die gereinigte DNA wurde jeweils mit 50µl heissem Wasser eluiert.

5.4.11 Southern Blot und Hybridisierung von DNA

Diese Techniken wurden angewendet, um den Genotyp von transformierten H. sali-

narum-Kulturen zu bestimmen. Dazu wurde zunächst genomische DNA isoliert, mit
einem geeigneten Restriktionsenzym geschnitten und auf einem Agarosegel aufgetrennt.
Der nachfolgende Transfer der DNA aus der Gelmatrix auf eine Nylon-Membran wird
nach seinem Erfinder als Southern Blot bezeichnet. Nun wurde die Membran mit
Digoxygenin(DIG)-markierten PCR-Fragmenten hybridisiert und gewaschen. Abschlie-
ßend wurde die Lage der hybridisierten DIG-Sonden mittels Chemilumineszenz detek-
tiert.

Herstellung DIG-markierter DNA-Sonden

DIG-markierte DNA-Sonden für eine Southern-Hybridisierung wurden mittels PCR her-
gestellt, wobei dem Standard-Reaktionsansatz zusätzlich 1µl DIG-markiertes dUTP bei-
gefügt wurde. Die Sonde wurde anschließend durch Agarosegelelektrophorese und Gel-
extraktion gereinigt.

Fixierung der DNA auf Membranen

Die analysierten DNAs stammten aus H. salinarum und wurden mit der „Schnelle Lyse“-
Methode (siehe Abschnitt 5.4.1) hergestellt. Anschließend folgte eine präparative Re-
striktionsreaktion wie unter Abschnitt 5.4.7 beschrieben. 20µl der erhaltenen DNA-
Fragmente wurden auf einem Agarosegel separiert und mittels Vakuumblot auf eine
Nylonmembran (Hybond N+, Amersham Biosciences) übertragen. Als Größenstan-
dard diente der DNA molecular-weight marker VII, DIG-labeled von Roche. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel durch 5min 0,25M HCl, 30min Alkalilösung und 30min
Neutralisierungslösung (bei 4◦C) für den Transfer vorbereitet.

Die Vakuum-Blot-Apparatur wurde mit einer Gummimaske abgedichtet, sodass eine
Fläche wenig kleiner als das Gel offen blieb. Darauf wurden 2 mittelstarke, in 10xSSC-
Puffer getränkte Whatman-Papiere und die Nylon-Membran gelegt, die etwas größer sein
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sollte als das Gel. Darauf wurde das Gel gelegt, ohne Luftblasen einzuschliessen. Nun
wurde für 2h ein Vakuum von ca. 50mbar angelegt, danach die Nylon-Membran abge-
nommen und die DNA in einem UV-Crosslinker (auto-crosslink, 1200x 100µJ) kovalent
auf der Membran fixiert.

Alkalilösung: 1M NaCl 23,37g
0,5M NaOH 8g
ad 400ml H2Obidest

Neutralisierungslösung: 3M NaCl 70,11g
0,5M Tris 24,23g
ad 400ml H2Obidest
mit HCl pH7,5 einstellen

20xSSC-Puffer: 3M NaCl 175,32g
0,3M Na3Citrat·2H2O 88,23g
ad 1l H2Obidest
mit HCl pH7,0 einstellen, autoklavieren

Hybridisierung DIG-markierter DNA-Sonden

Nach der Fixierung der DNA wurde die Membran mit etwa 10-15ml DIG Easy Hyb
Lösung (Roche) in einer Rollerflasche im Hybridisierungsofen bei 42◦C 30min prähybri-
disiert. Während dessen wurden 5-15µl der DIG-Sonde in 3-4ml DIG Easy Hyb Lösung
10min in kochendem H2O erhitzt und 5min in Eis schockgekühlt. Zur Hybridisierung
wurde die Prähybridisierungslösung verworfen und die denaturierte DIG-Sonde zu der
Membran gegeben und üN bei 42◦C unter Drehen inkubiert. Am nächsten Tag folgten
mehrere Waschschritte: 2x 15min bei RT in 50ml Waschlösung I und 2x 30min bei 68◦C
in 50ml Waschlösung II. Beide Schritte wurden in der Rollerflasche durchgeführt.

Waschlösung I: 2x SSC-Puffer 100ml 20xSSC-Puffer
0,1% (v/v) SDS 10ml 10% SDS-Lösung
ad 1l H2Obidest

Waschlösung II: 0,1x SSC-Puffer 5ml 20xSSC-Puffer
0,1% (v/v) SDS 10 ml 10% SDS-Lösung
ad 1l H2Obidest

10% (w/v) SDS-Lösung: 40g SDS
ad 400ml H2Obidest

Detektion der hybridisierten DNA

Nach der Hybridisierung wurde die Membran 5min in 50ml Waschpuffer und 30min
in 30ml Puffer II inkubiert. Es folgte eine immunologische Detektion durch das Anti-
Digoxygenin Alkalische Phosphatase Fab-Fragment (Roche) gegen die DIG-Reste der
DNA-Sonde. Die Membran wurde 30min mit dem Antikörper in einer Verdünnung
von 1:10000 (in 20 ml Puffer II) bei RT inkubiert. Nach 2x 45min Waschen mit 50ml
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Waschpuffer wurde 1ml gebrauchsfertiger CDP-Star Detektionslösung (Amersham Bios-
ciences) auf der Membran verteilt und für 5min im Dunkeln inkubiert. Danach wurde
die Detektionslösung von der zwischen zwei Folien liegenden Membran gewischt und
diese möglichst falten- und luftblasenfrei eingeschweißt. In einer Expositionskassette
wurde ein Röntgenfilm (Curix HC1.00G, AGFA) auf die Membran gelegt und dieser je
nach Intensität der Lumineszenz exponiert und entwickelt.

Waschpuffer: 0,3% (v/v) Tween20 3ml
ad 1l Puffer I

Puffer II: 1% Blocking Lösung 10ml 10% Blocking Lösung
ad 100ml Puffer I

Puffer I: 0,1M Maleinsäure 11,7g
0,15M NaCl 8,8g
ad 1l H2Obidest
mit NaOH pH7,5 einstellen und autoklavieren

Blocking Lösung: 10% (w/v) Blocking Reagent 25g
ad 250ml Puffer I, autoklavieren und bei 4◦C lagern

5.4.12 Isolierung von Gesamt-RNA aus H. salinarum

Zur Isolierung halobakterieller Gesamt-RNA wurde ein kommerzielles Phenol-Guanidi-
niumisothiocyanat-Gemisch verwendet (peqGOLD RNApure, peqLab). Die zur Isolie-
rung bestimmten Zellen wurden 5min bei 12000g im SS34-Rotor bei 4◦C zentrifugiert.
Das Pellet wurde, je nach Zelldichte und -menge, mit 3-6ml peqGOLD RNAPure Lö-
sung versetzt und so lang gemischt (durch pipettieren und vortexen), bis eine homo-
gene Lösung entstand. Diese Proben wurden in der Regel bei -70◦C bis zur weiteren
Verarbeitung aufbewahrt. Alle weiteren Isolierungsschritte wurden nach der Vorschrift
des Herstellers durchgeführt. Nach dem zweiten EtOH-Waschschritt folgte eine Luft-
trocknung des RNA-Pellets. Das glasige Pellet wurde dann in 50-80µl H2ODEPC durch
pipettieren resupendiert.

5.4.13 DNase-Behandlung der Gesamt-RNA

DNA-Kontaminationen der Gesamt-RNA wurden mit DNaseI (DNA free, Ambion) be-
seitigt. Alle Arbeitsschritte wurden nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. An-
schließend folgte die Bestimmung der Konzentration und die Kontrolle der Unversehrt-
heit der RNA mittels des Agilent 2100 Bioanalyzer und des RNA6000-Nano-LabChip-
Kits (Agilent) entsprechend den Angaben des Herstellers. Bis zur weiteren Verwendung
wurden die RNA-Proben bei -70◦C gelagert.

5.4.14 Synthese von cDNA

Die Synthese von cDNA war für zwei verschiedene Methoden notwendig, die quantita-
tive PCR und die Mikroarray-Analyse. Im Folgenden werden die Herstellungsverfahren
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beider cDNA-Typen beschrieben.

Synthese von cDNA für quantitative PCR

Die Synthese erfolgte unter Verwendung der Reversen Transcriptase SuperScriptII (In-
vitrogen). Als Vorlage dienten 2µg Gesamt-RNA, welche mit 500ng Random Hexamer-
Primer (Promega) den Herstellerangaben folgend in cDNA umgeschrieben wurde.

Synthese fluoreszenzmarkierter cDNA für Mikroarray-Analysen

Hier war darauf zu achten, dass die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe so wenig wie mög-
lich Licht ausgesetzt wurden. Nur so konnte ein vorzeitiges Ausbleichen, welches mit
einem Informationsverlust der hybridisierten Mikroarrays einhergeht, verhindert wer-
den.
Zur Herstellung der fluoreszenten cDNA wurde das CyScribe First-Strand cDNA La-
beling Kit (Amersham Biosciences) verwendet. Als Primer diente das mitgelieferte
Random Nonamer Primer-Gemisch. Die Farbmarkierung wurde durch Einbau von Cy3-
dUTP und Cy5-dUTP (Amersham Biosciences) in die cDNA erreicht. Die gesamte
Synthese folgte den Herstellerangaben unter Verwendung von 5µg Gesamt-RNA.
Nach 90minütiger Inkubation bei 42◦C wurde die Reaktion durch Zugabe von 2,5µl
0,5M EDTA pH8 gestoppt und die RNA durch Zugabe von 5µl 1M NaOH und 30min
Inkubation bei 65◦C hydrolysiert. Abschließend wurde die Hydrolyse durch Zugabe von
12,5µl 1M Tris/HCl pH7,5 beendet.
Bevor die cDNA-Ansätze zu der Hybridisierungslösung gegeben werden können, müssen
diese noch von überschüssigen Primern, RNA-Bruchstücken und nicht eingebauten Farb-
stoffen befreit werden. Dazu wurden die beiden farbmarkierten cDNA-Ansätze vereinigt,
mit 420µl TE-Puffer aufgefüllt und mit 1µl Bierhefe-tRNA (4mg/ml, Roche) versetzt.
Durch Ultrafiltration mit MicroCon YM-30 Säulen (Millipore) wurde die cDNA auf ein
Endvolumen von maximal 17µl eingeengt.

TE-Puffer: 10mM Tris 1,2g
1mM EDTA0,37g
ad 1l H2Obidest
mit Salzsäure pH8,0 einstellen und autoklavieren

5.4.15 Herstellung von Mikroarrays

Zur Herstellung des Genom-Mikroarrays von H. salinarum wurden PCR-Produkte be-
nutzt, die mit Hilfe des Array-Druckers ChipWriter Pro (Virtek) in einem klimatisierten
Raum auf CMT-GAPS II Coated Slides (Corning) gedruckt wurden (Kollaboration mit
Dr. Markus Panhuysen, MPI für Psychiatrie). Die DNA-Sonden wurden in jeweils fünf
Replikaten pro Mikroarray aufgebracht. Die Reinigung der PCR-Produkte, die alle per
Agarosegel-Elektrophorese und stichprobenartige Sequenzierungen untersucht wurden,
erfolgte mit Hilfe von MultiScreen PCR 96well Platten (Millipore). Die gereinigten
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DNAs wurden nach der Methode von Diehl et al. [28] resuspendiert, gedruckt und die
Mikroarrays entsprechend nachbehandelt.

5.4.16 Prähybridisierung eines Mikroarrays

Die Mikroarrays wurden in einem Glasbehälter in 250ml vorgewärmtem Prähybridisie-
rungspuffer (PH-Puffer) 30min bei 50◦C in einem Hybridisierungsofen inkubiert. Zum
Waschen wurden die prähybridisierten Arrays bei RT unter Rühren jeweils 30s in 250ml
H2Obidest und 250ml anschließend in Isopropanol getaucht und danach unverzüglich
durch Zentifugation für 5min bei 1500rpm in 50ml Reaktionsgefäßen getrocknet.

PH-Puffer: 3,5x SSC-Puffer 43,75ml 20x SSC-Puffer
0,1% (v/v) SDS 2,5ml 10% SDS-Lösung
1% (w/v) BSA Fraktion V 2,5g
ad 250ml H2Obidest

5.4.17 Hybridisierung der cDNA auf dem Mikroarray

Zur Hybridisierung wurden Ansätze mit einem Gesamtvolumen von 30µl aus den fluo-
reszenzmarkierten und gereinigten cDNAs, 3,75µl 20x SSC-Puffer und 1,25µl 50x Den-
hardtslösung hergestellt. Die Hybridisierungsansätze wurden 2min auf 98◦C erhitzt, auf
Raumtemperatur abgekühlt und mit 2µl einer 1%-igen SDS-Lösung versetzt. Diese Mi-
schung wurde in die Mitte eines Deckgläschens der passenden Größe pipettiert. Darauf
wurde der prähybridisierte Mikroarray so platziert, dass sich der Hybridisierungsansatz
zwischen Array und Deckgläschen auf dem mit Sonden bedruckten Bereich möglichst
blasenfrei verteilt. Ein Vorteil der Hybridisierung mit Deckgläschen ist, dass geringe
Volumina verwendet werden können, was die Konzentration der markierten cDNA er-
heblich vergrößert. Abschließend wurde jedes Mikroarray in eine Hybridisierungskam-
mer (Corning) gelegt, diese festverschlossen, mit Aluminiumfolie umwickelt und üN bei
64◦C inkubiert.
Nicht oder nur unspezifisch gebundene cDNA wurde entfernt, indem der Array mit
Waschlösung gespült wurde. Durch diese Prozedur wird die Signalintensität in den
nicht mit Sonden bedruckten Bereichen entscheidend verringert und somit der Signal-
Rausch-Abstand erhöht. Dabei ist darauf zu achten, dass die Mikroarrays während des
gesamten Waschvorgangs nicht trocknen. Nach der Hybridisierung wurden die Hybridi-
sierungskammern auseinander genommen und die Arrays in Waschlösung I getaucht. Die
Deckgläschen wurden durch leichtes Rühren der Waschlösung von den Arrays entfernt
und diese jeweils zweimal 5min in den Waschlösungen I und II gespült. Abschließend
wurden die Arrays durch Zentrifugation für 5min bei 1500rpm in 50ml Reaktionsge-
fäßen getrocknet. Bis zur Detektion wurden die Mikroarrays bei Raumtemperatur in
lichtgeschützten Objektträgerkästen gelagert.

50x Denhardts-Lösung: 2% (w/v) Ficoll 400 10g
2% (w/v) Polyvinylpyrrolidon 10g
2% (w/v) BSA Fraktion V 10g
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ad 500ml H2Obidest
mit Salzsäure pH7,0 einstellen, autoklavieren und
Aliquots bei -20◦C lagern

Waschlösung I: 0,5x SSC-Puffer 12,5ml 20x SSC-Puffer
0,01% (v/v) SDS 500µl 10%-iger SDS-Lösung
ad 500ml H2Obidest

Waschlösung II: 0,06x SSC-Puffer 1,5ml 20x SSC-Puffer
0,01% (v/v) SDS 500µl 10%-iger SDS-Lösung
ad 500ml H2Obidest

5.5 Biochemische Methoden

5.5.1 Heterologe Expression von 6xHis-OE3855R-PAS

Die His-markierte PAS-Domäne der Histidinkinase OE3855R wurde in E. coli M15
pREP4 überexprimiert und anschließend nativ über eine NiNTA-Affinitätschromato-
graphie gereinigt. Dazu wurden 1l LB-Medium (mit Ampicillin und Kanamycin) mit
einer ÜNK auf OD600=0,05 angeimpft und mit 220rpm bei 37◦C bis zu einer OD600=0,4
geschüttelt. Jetzt erfolgte die Zugabe von IPTG bis zu einer Endkonzentration von
1mM. Die Kultur wurde weitere 3h bei 220rpm und 37◦C geschüttelt. Dann wurden die
Zellen durch 40minütige Zentrifugation bei 4◦C und 5000g geerntet. Das Pellet wurde
bis zum Zellaufschluss bei -70◦C gelagert.
Zur Reinigung wurde das Zellpellet in 80ml Lysepuffer resuspendiert und dreimal 1min
mit Ultraschall behandelt. Dazu wurde eine dicke Spitze mit ca. 1cm Durchmesser be-
nutzt, es wurde 50% der Zeit beschallt und die Energie auf das Maximale gestellt, ohne
Schaum zu erzeugen. Zur Kühlung wurde die Zellsuspension während des Aufschlusses
in Eiswasser gelagert. Um die Zelltrümmer vom Cytoplasma zu trennen, wurde eine
Ultrazentrifugation für 30min bei 4◦C und 48000g durchgeführt. Der Überstand wurde
mit 4ml NiNTA-Suspension versetzt und langsam 2h bei 4◦C rotiert. Danach wurde die
Suspension in eine Kartusche gefüllt, um die nicht gebundenen Bestandteile des Zell-
lysates abzutrennen. Die so entstandende NiNTA-Säule wurde nun mit jeweils 10ml
Waschlösung 1-3 langsam gewaschen. Das in den 4ml Elutionslösung enthaltene Imida-
zol verdrängte abschließend das His-markierte PAS-Polypeptid von der Säulenmatrix.
Zur Entfernung der großen Menge Imidazol wurde die Elutionslösung über Nacht bei
4◦C gegen 4l Dialysepuffer dialysiert.

Lysepuffer: 50mM Tris/HCl pH8 4ml 1M Lsg.
100mM NaCl 1,6ml 5M Lsg.
10mM β-Mercaptoethanol 56µl
ad 80ml H2Obidest

Waschlösung 1: 50mM Tris/HCl pH8 0,5ml 1M Lsg.
500mM NaCl 1ml 5M Lsg.
2mM MgCl2 20µl 1M Lsg.
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5mM Imidazol 100µl 0,5M Lsg.
ad 10ml H2Obidest

Waschlösung 2: 50mM Tris/HCl pH8 0,5ml 1M Lsg.
500mM NaCl 1ml 5M Lsg.
200mM KCl 0,67ml 3M Lsg.
2mM MgCl2 20µl 1M Lsg.
10mM Imidazol 200µl 0,5M Lsg.
7mM Na2ATP 38,5mg
ad 10ml H2Obidest

Waschlösung 3: 50mM Tris/HCl pH8 0,5ml 1M Lsg.
200mM KCl 0,67ml 3M Lsg.
2mM MgCl2 20µl 1M Lsg.
10mM Imidazol 200µl 0,5M Lsg.
10mM Na2ATP 55mg
ad 10ml H2Obidest

Elutionslösung: 50mM Tris/HCl pH8 0,5ml 1M Lsg.
200mM KCl 0,67ml 3M Lsg.
2mM MgCl2 20µl 1M Lsg.
100mM Imidazol 2ml 0,5M Lsg.
ad 10ml H2Obidest

Dialysepuffer: 50mM Tris 6,06g
0,5M NaCl 37,25g
0,5M KCl 1,626g
2mM MgCl2 1ml 1M Lsg.
ad 1l H2Obidest mit HCl auf pH7,5 einstellen

5.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Eine Auftrennung von Proteingemischen wurde mittels SDS-PAGE durchgeführt. Diese
erfolgte entweder mit selbst gegossenen PA-Gelen oder mit kommerziellen Tris-Glycin-
PA-Gelen (Anamed) in 1x SDS-Laufpuffer bei 80-120V. Das Gießen eigener Gele erfolgte
in Mighty Small SE245 Dual Gel Caster Apparaturen (Hoefer). Dazu wurde zuerst das
Trenngel gegossen und mit H2O überschichtet. Anschließend wurde das H2O entfernt
und das Sammelgel gegossen. In dieses wurden sofort die Teflonkämme eingesteckt.
Nach dem vollständigen Auspolymerisieren der Gele wurden diese in feuchte Papiertü-
cher und Haushaltsfolie gewickelt und bei 4◦C aufbewahrt.

Trenngel (10%ig): 6,2ml H2Obidest
5ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid
3,8ml 1,5M Tris/HCl pH8,8
7,5µl TEMED
150µl APS

Sammelgel (5%ig): 2,78ml H2Obidest
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0,67ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid
0,5ml 1M Tris/HCl pH6,8
4µl TEMED
40µl APS

10x SDS-Laufpuffer: 1% SDS 10g
1,92M Glycin 144g
0,25M Tris 30g
ad 1l H2Obidest
mit HCl auf pH8,8 einstellen

5.5.3 Detektion von Proteinen nach PAGE

Detektion von His-markierten Proteinen

In PA-Gelen aufgetrennte His-markierte Proteine wurden zunächst spezifisch mit dem
InVision His-tag In-gel Stain (Invitrogen) gefärbt. Dazu wurden die Fixierungs- und
Entfärbelösungen entsprechend den Herstellerangaben für Tris-Glycin-Gele angesetzt.
Die Färbeprozedur folgte ebenfalls den Angaben des Herstellers. Zur Detektion wurde
das Geldokumentationssystem TFPM/WL von VilberLourmat (LTF Labortechnik) be-
nutzt. Die Aufnahmezeit unter UV-Licht betrug 5-10s. Zur Verstärkung des Kontrastes
wurde ein SYBR safe photographic filter (Molecular Probes) vor dem Kameraobjekt
platziert.

Detektion von Proteinen im Allgemeinen

Alle Proteine können unabhängig von einer speziellen Markierung mit Hilfe von Coomas-
sie-Blau gefärbt werden. Dazu wurde das PA-Gel 45min in Färbelösung und mehrmals
für 20min in Entfärbelösung geschwenkt.

Färbelösung: 40% Ethanol
10% Essigsäure
0,4% Coomassie R250
ad 1l H2Obidest

Entfärbelösung: 40% Ethanol
10% Essigsäure
ad 1l H2Obidest

5.5.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Konzentration jeglicher Proteingemische unbekannter Zusammensetzung kann mit
der Bicinchonsäure(BCA)-Methode bestimmt werden. Liegt ein Protein mit bekannter
Aminosäuresequenz sehr rein vor, kann dessen Konzentration auch durch die Absorbtion
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von Licht der Wellenlänge 280nm (hervorgerufen durch Tryptophane und Tyrosine)
bestimmt werden.

Konzentrationsmessung mittels BCA-Assay

Hierzu wurde der BCA Protein Assay Kit (Pierce) eingesetzt. Die Konzentrationsbe-
stimmung folgte den Angaben des Herstellers.

Konzentrationsmessung mittels Lichtabsorbtion

Die Lichtabsorbtion der Aminosäuren Tryptophan (ε280nm=5700 M-1·cm-1) und Tyro-
sin (ε280nm=1470 M-1·cm-1) ermöglicht die photometrische Konzentrationsbestimmung
sehr reiner Proteinlösungen mit bekannter Aminosäurezusammensetzung. Diese Ab-
sorptionskoeffizienten gelten allerdings nur für das denaturierte Protein. Daher wird je
eine Messung mit denaturiertem und nativem Protein durchgeführt. Der theoretische
Extinktionskoeffizient des denaturierten Proteins kann dann an die Bedingungen des
nativen Proteins angepasst werden. So berechnet sich ε280nm,nativ folgendermaßen:

ε280nm,nativ =
(ε280nm,denaturiert · A280nm,nativ)

A280nm,denaturiert

5.5.5 Gelfiltration von PAS3855

Zur Größenbestimmung von PAS3855-Multimeren unter nativen Bedingungen wurde
eine Sephadex 75-Säule benutzt. Zur Analyse wurde die Säule in ein SMART-System
(Pharmacia) eingebaut und mit dem Puffer äquilibriert, in dem sich auch die expri-
mierte Domäne befand (Dialysepuffer aus Abschnitt 5.5.2, +/- 20mM Na2S2O4). Nach
dem Einspritzen einer kleinen Menge PAS3855 (20-40µl der Proteinlösung) in eine Sam-
melschleife (100µl Volumen) wurde diese vom SMART-System auf die Säule geladen.
Während des anschließenden Beschickens mit 3ml Puffer (60µl/min) wurde der Inhalt
des Säulendurchflusses bei den Wellenlängen 280nm und 405nm/420nm überwacht.

5.5.6 MS-Analyse von Proteinen und Kofaktoren

Mit Hilfe der Massenspektrometrie (MS) kann die Identität von Proteinen und deren
eventuellen Kofaktoren aufgedeckt werden. Zur Bestimmung von Proteinidentitäten
wurden die interessanten Banden eines PA-Gels ausgeschnitten, mit Trypsin in meh-
rere Fragmente gespalten und im Massenspektrometer analysiert. Die Molekülmasse
von exprimierter PAS-Domäne und deren gebundenem Kofaktor wurde mittels LC-MS
bestimmt. Beide Analysen wurden vom „Massen“-Service des MPI für Biochemie durch-
geführt.

5.5.7 Phosphatase-Aktivitätsmessungen

Die Phosphatase-Aktivitäten von Proben (Zelllysate, Zellüberständen etc.) wurden
durch Spaltung von para-Nitrophenylphosphat (pNpp) bei pH11 gemessen, um dem
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Aktivitätsoptimum der Alkalischen Phosphatase aus H. salinarum Rechnung zu tra-
gen. Die Reaktion setzt den gelben Farbstoff p-Nitrophenolat frei, dessen Konzentration
durch Absorptionsmessung bei 405nm bestimmt werden kann. Es wurden pro Ansatz
100µl Probe mit 500µl Messpuffer gemischt und wurde bis zu einer sichtbaren Gelbfär-
bung bei 37◦C inkubiert. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von 250µl Stoplösung
abgebrochen, die Zeit notiert und die Absorption des Gemisches nach Zentrifugation
(1,5min bei 12000rpm) bei 405nm gemessen.

Berechnung der Enzymaktivität:

Aktivität [U/min] =
A405 · Messvolumen [ml] · 1000

Inkubationszeit[min] · 18,5 · Probenvolumen [ml]

Messpuffer: 0,1M Glycin 1,5014g
0,1M NaCl 1,1688g
5mM pNpp 0,371g
ad 200ml H2Obidest
mit NaOH auf pH11 einstellen, steril filtrieren und
bei 4◦C aufbewahren

Stoplösung: 0,5M NaOH 2g
ad 100ml H2Obidest
steril filtrieren

5.5.8 Messung intrazellulärer Phosphatkonzentrationen

Die intrazellulären Phosphatkonzentrationen von H. salinarum-Zellen wurden komple-
xometrisch bestimmt. Man nutzt dazu die Eigenschaft von Molybdänionen aus, im Sau-
ren unter reduzierenden Bedingungen mit Phosphationen einen intensiv blauen Komplex
zu bilden.

Eine bestimmte Menge von Zellen (0,2-1ml, die genaue Menge variierte je nach Zell-
dichte und geschätztem Phosphatgehalt der Zellen) wird zunächst durch Zentrifugation
pelletiert, mit 0,5ml Basalsalz (BS) gewaschen und abschließend in 0,25ml BS aufge-
nommen. Diese Suspension spritzt man in eine Mischung aus 0,5ml kaltem Stopmix +
0,25ml BS und zentrifugiert sie 5min bei 13000rpm. Von dem Überstand werden 0,5ml
in 0,25ml Messlösung gegeben und gemischt. Nach 10min Inkubation bei RT erfolgt die
Messung der Absorption bei 691nm.

Anhand einer zuvor aufgenommen Standardkurve mit bekannten Phosphatkonzentra-
tionen kann die Phosphatkonzentration der gemessenen Gesamtlösung bestimmt werden.
Sind Zelldichte (OD600) und eingesetztes Volumen bekannt, lässt sich daraus die Phos-
phatmenge pro Zellvolumen bestimmen. Die Berechnung des Zellvolumens erfolgt nach
Koch und Oesterhelt [63].
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Zell-Phosphat [mM] =
Phosphat in Gesamtlsg. [mM] · 6 · 250µl

Zellvolumen [µl]

Zellvolumen [µl] = OD600 · Probenmenge [ml] · 1,4

Stopmix: 15% Trichloressigsäure
5% Ascorbinsäure
ad 100ml H2Obidest
steril filtrieren und bei 4◦C aufbewahren

Messlösung: 1% Ammoniummolybdat
ad 100ml H2Obidest
steril filtrieren

5.6 Bioinformatische Methoden

5.6.1 Sequenzvergleiche, Ähnlichkeitsanalysen, Klonierungen

Für Sequenzvergleiche aller Art (Auswertung von Sequenzierungen, manuelle Vergleiche
von Gen-/Proteinsequenzen etc.) war das Programm Bioedit 7.0.1 [45] die erste Wahl. In
diesem ist auch ClustalW [135] implementiert. Für Vergleiche von Genen oder Proteinen
mit solchen aus H. salinarum wurde die in Halolex integrierte BLAST-Funktionalität
[3] eingesetzt. Das Programm Clonemanager 7 (Sci Ed Central) diente zur Planung und
in silico Herstellung aller Vektorkonstrukte. Die Sequenzvergleiche in den Abbildungen
3.1, 3.3, 3.40 und 3.43 wurden mit ESPript visualisiert [37].

5.6.2 Sekundärstrukturvorhersage und Modellierung

Für die Bestimmung der Kernbereiche der PAS-Domänen mussten die Sekundärstruktu-
ren der analysierten Kandidaten vorhergesagt werden. Dies geschah mittels des Online-
Werkzeugs SSPro (http://www.igb.uci.edu/tools/scratch/) [100].

Die Modellierung der Tertiärstruktur der PAS-Domäne von OE3855R erfolgte mit
SwissModel (http://swissmodel.expasy.org/) [118]. Alle Proteinstrukturbilder wurden
mit dem AISMIG-Server (http://aismig.dkfz.de/service.php) [16] visualisiert.

5.6.3 Phylogenetische Analysen

Die phylogenetischen Analysen der Histidinkinasen, Antwortregulatoren, PAS-Domänen
und PhoU-Homologen wurden mit Hilfe der Programme Bioedit, ClustalX [136] und
Treeview 1.6.6 [96] durchgeführt.

5.6.4 Programme zur RT-qPCR-Analyse

Zur Durchführung und Auswertung der RT-qPCR-Experimente waren die Programme
Primer Express 2.0 (Auswahl der optimalen Primer), Oligonucleotide Properties Calcu-
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lator (Online-Interface, Prüfung von Sekundärstrukturen der Primer) sowie GeneAmp
5700 SDS (Steuerung der Maschine und Extraktion der Rohdaten) von Nöten. Die
Berechnungen der Genregulationen nach der 2∆∆Ct-Methode erfolgten mit MS Excel.

5.6.5 Array-Auswertung

Die Auswertung der Fluoreszenzdaten der einzelnen Mikroarrays erforderte einen gan-
zen Strauss an Software. Die Fluoreszenzen der Sonden auf den Arrays wurden mit
einem Laserscanner, der mit Genepix Pro V4 gesteuert wurde, eingelesen und mit der
wesentlich verbesserten V6 aus den Bildern extrahiert. Aus den Rohdaten wurden mit
MS Excel die relevanten Datenkolonnen selektiert, neu angeordnet und als Textdatei
gespeichert. Eine solche Datei enthielt neben der Gen-ID die genauen Koordinaten
der Sonden (Reihe/Spalte innerhalb des Druckkopf-Blocks und Reihe/Spalte des Blocks
selbst) sowie die Fluoreszenzen (Sonden- und Hintergrundwerte beider Anregungswel-
lenlängen (532nm u. 635nm)) jedes Gens von allen, zu dem jeweiligen Experiment
gehörenden Mikroarrays. Diese Datensammlung wurde mit R-Routinen von Dr. G.
Welzl (GSF, Neuherberg) bearbeitet. Am Ende der Bearbeitungsschritte stehen die
normierten, Hintergrund bereinigten Rohwerte. Danach mussten die Daten zunächst
in MS Excel neu arrangiert werden um mit TIGR-MEV die Signifikanzanalyse (ttest)
durchführen zu können.





6 Abkürzungsverzeichnis

ADI-Weg Arginin-Deiminase-Weg
APS Ammoniumpersulfat
Aph Alkalische Phosphatase
AS Aminosäuren
Attraktant Lockstoff
BCA Bicinchoninsäure
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BSH Hepes-gepuffertes Basalsalz
bzw. beziehungsweise
ca. circa
CarbP Carbamoylphosphat
CIC „Chemical in cuvette“
CIP Calf Intestine Phosphatase
COX Cytochrom C Oxidase
Ct Cycle threshold, PCR-Zyklus in dem ein bestimmter Fluoreszenz-

wert überschritten wird
dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytosintriphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat
dGTP Desoxyguanosintriphosphat
DIG Digoxygenin
DMSO Dimethylsulfoxid
dNTP Mischung aus den 4 Desoxynukleotiden dATP, dTTP, dCTP, dGTP
dTTP Desoxythymidintriphosphat
εpNp molarer Extinktionskoeffizient von para-Nitrophenol
EtOH Ethanol
GAF Acronym aus cGMP bindende Phosphodiesterasen, Adeny-

latcyclasen in Anabaena und Transkr.faktor FhlA von E. coli

Gly3P Glycerin-3-phosphat
Glc1P Glucose-1-phosphat
Glc6P Glucose-6-phosphat
HAMP Acronym aus Histidine kinase, Adenylyl cyclase, Methyl-

accepting chemotaxis protein und Phosphatase
HK Histidinkinase
HM Halomedium
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Htr Halobakterieller Transducer
HybHK Hybridkinase
kbp Kilobasenpaare
kDa Kilodalton
LB Luria-Bertani
LC-MS liquid chromatography-mass spectrometry
Lsg. Lösung
Mbp Megabasenpaare
MS Massenspektrometrie / Massenspektroskopie
MTP Mikrotiterplatte
NaPi Natriumphosphat
Ni-NTA Ni-Nitriloacetic acid
OD optische Dichte bei bestimmter Wellenlänge
ONPG ortho-Nitrophenyl-β-D-Galaktosid
ORF open reading frame
PA Polyacrylamid
PAC „PAS associated domain“, funktioneller Teil von PAS-Domänen
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PAS Acronym der Vertreter Per, ARNT und Sim
PCR Polymerase Kettenreaktion
pH umgekehrter dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Pi anorganisches Phosphat
Pintra intrazelluläre Phosphatkonzentration
pNp para-Nitrophenol
pNpp para-Nitrophenylphosphat
qPCR quantitative PCR
Repellent Schreckstoff
RG Reagenzglas
rpm rounds per minute
RR Antwortregulator (engl. „response regulator“)
RT Raumtemperatur bzw. Reverse Transkription (je nach Kontext)
SM synthetisches Medium
SDS Sodiumdodecylsulfat
sigpep Signalpeptid
SMART Simple Modular Architecture Research Tool
SuccDH Succinat-Dehydrogenase
TEMED N,N,N,N,-Tetramethylethylendiamin
TMAO N,N,N-Trimethylamin-N-oxid
üN über Nacht
ÜNK Übernachtkultur
vgl vergleiche
X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranosid
ZKS Zwei-Komponenten Systeme



7 Anhang

7.1 Gennummern der Transkriptomanalyse

Abschnitt 3.2.5 ab S. 32 zeigt mehrere Abbildungen zur Transkriptomanalyse. In den
meisten Abbildungen sind die Gene entsprechend ihren biologischen Funktionen zu-
sammengefasst und nicht namentlich genannt. Daher können hier im Anhang die Num-
mern aller besprochenen Gene nachgeschlagen werden. Mit Hilfe der Halolex-Datenbank
(http://www.halolex.mpg.de) sind somit die Eigenschaften jedes regulierten Gens ein-
zusehen. Gene, die in den Abbildungen 3.18-3.27 mit einem Stern gekennzeichnet sind
(nicht hinreichend signifikant oder nicht mindestens zweifach reguliert), erscheinen in
den folgenden Listen kursiv.

Abbildung 3.18 (S. 37) Abbildung 3.19 (S. 39) Abbildung 3.22 (S. 43)
OE1675R OE2697R OE4419R
OE1676R OE3644F OE4420R
OE1678R OE3646F OE3486R
OE1679R OE3648F OE5203F

OE4479R OE1954F OE3556R
OE4480R OE1956F OE3554F

OE4483R OE1957F OE5201F

OE4485R OE1958F OE5202F
OE1674R OE1959F OE5204R

OE1681F OE1960F OE5205R
OE4476R OE1963F OE5206R
OE5166F OE1964F OE5208R

OE5168F OE1965F
OE5169F OE1967F Abbildung 3.25 (S. 45)
OE5170F OE3349F OE2378R

OE5192R OE1872R OE2379R

OE1410F OE1874R OE2380R-2

OE3526R OE1876R OE2381R

OE4070R OE2383R
Abbildung 3.21 (S. 42) OE4073R OE2385R

OE3106F OE4077F OE2386R-2
OE3102R OE7065F OE2390R

OE3101R OE7066F OE2392R

OE3093R OE2220F OE2414R
OE3468R OE2222F OE2474R-2

OE2223F OE3347F-2
Abbildung 3.24 (S. 44) OE3978R OE3611R

OE3541R OE3984R OE3612R
OE5083R OE3985R
OE3925R OE3986R
OE4122R OE3987R

OE2906R OE3988R

OE5186R OE3989R

OE3899R OE3991R

OE3579F OE3992R

OE4677F
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Abbildung 3.26 (S. 46) Abbildung 3.27links (S. 47) Abbildung 3.27rechts (S. 47)
OE5113R OE1279R OE1818R
OE5114R OE1637R OE2809R
OE5116R OE2631F OE2159R
OE5118R OE2637F OE2165R
OE5119R OE2638F OE2627F
OE5121R OE4739R OE2628F
OE5122R OE4740R OE2629F
OE5123R OE4741R OE2635F
OE5124R OE4742R OE2641F
OE5125F OE4743R OE3062F
OE5127F OE1372R OE3395F
OE5128F OE2267F OE3400F
OE5129F OE2678R OE3405F
OE7022R OE3872R OE3408F
OE7023R OE3874R OE3410F
OE7024R OE1372R OE3415F
OE7026R OE7059R-2 OE4532F
OE7027R OE7186F OE4735R
OE7028R OE7214R-2 OE4736R
OE7030R OE1797R OE1294R
OE7031R OE3923F OE2600R
OE7032R OE2601R
OE7033R OE2602R
OE7034F OE2603R
OE7036F OE2632F
OE7037F OE2633F
OE7038F OE2662F

OE3388F
OE3389F
OE3390F
OE3392F
OE3394F
OE3402F
OE3404F
OE3407F
OE3411F
OE3412F
OE3413F
OE3414F
OE3416F
OE3417F
OE1687F
OE4572R

Für einige Gene wurden im Laufe der Chipentwicklung mehrere Sonden hergestellt
und auf dem Microarray platziert. Sonden solcher Gene enthalten neben dem Gennamen
(OE1234F) noch die Kennung „-2“ oder auch „-3“.

7.2 Verwendete Abkürzungen von Speziesnamen

Acau Azorhizobium caulinodans Adia Adiantum sp.
Axyl Acetobacter xylinum Bjap Bradyrhizobium japonicum

Bper Bordetella pertussis Bsub Bacillus subtilis

Cace Clostridium acetobutylicum Ccre Caulobacter crescentus

Ecol Escherichia coli Hhal Halorhodospira halophila

Hsal Halobacterium salinarum Hsap Homo sapiens

Koxy Klebsiella oxytoca Kpne Klebsiella pneumoniae
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Mmus Mus musculus Ncra Neurospora crassa

Pput Pseudomonas putida Rsph Rhodobacter sphaeroides

Smel Sinorhizobium meliloti

7.3 Für phylogenetische Analysen verwendete

Aminosäuresequenzen

Sequenzen für die phylogenetische Analyse in Abbildung 3.7 (S. 24):

>ActR(rme) IQRPGERVEPPENPMSADRVRWEHIQRVYEMCERNVSETARRLNMHRRTLQRILAKRAPK

>OE2086F TVETLRDRLAYSDDLQELYALLSKRALLETNPDAADTDAYDDLDDRIDALRADLTDTVSEFSHDDFRAAFHDLTPQDPEGGANAN

>FixJ(bja) ESAIRQAEPAAKSEAVAQDIAARVASLSPRERQVMEGLIAGLSNKLIAREYDISPRTIEVYRANVMTKMQANSLSELVRLAMRAGMLND

>OE2334R TVGRLQRRSTYDDTVAEFFAAARKQALLSESDDPTITDSAEFSALESDLASLRDDLDDVVADFDDADYEVLFRQLSGPDGDTDDG

>LytR(sau) NKVRATKAKDDNNASAIANDMSANFDQSLPVEIDDKIHMLKQQNIIGIGTHNGITTIHTTNHKYETTEPLNRYEKRLNPTYFIRIHRSYIINTKHIKEVQQWFNYTYMVILTNGVKMQ

VGRSFMKDFKASIGLL

>NtrC(eco) ERAISHYQEQQQPRNVQLNGPTTDIIGEAPAMQDVFRIIGRLSRSSISVLINGESGTGKELVAHALHRHSPRAKAPFIALNMAAIPKDLIESELFGHEKGAFTGANTIRQGRFEQADG

GTLFLDEIGDMPLDVQTRLLRVLADGQFYRVGGYAPVKVDVRIIAATHQNLEQRVQEGKFREDLFHRLNVIRVHLPPLRERREDIPRLARHFLQVAARELGVEAKLLHPETEAALTRL

AWPGNVRQLENTCRWLTVMAAGQEVLIQDLPGELFESTVAESTSQMQPDSWATLLAQWADRALRSGHQNLLSEAQPELERTLLTTALRHTQGHKQEAARLLGWGRNTLTRKLKELGME

>OE2416R LSGHSEELVAAVERVASADPTAGHDVEMEPASPPDATTSEYADNPTLLIGASTGGPNVVESILASLPAEADFRVLIVQHMPDQFTSRFADRLDAASQYDITEAEDGSRIGGGEGLVAR

GDYHMRVSGYSNGRLRVRLDQSERLHSVRPAIDVTFKSAAERVTDPLVSVVLTGMGSDGADGVRAVKDAGGATLAQNEATSAVFGIPERAIETGCVDDVLPVDQLTEAIADSIRRTT

>OmpR(eco) RAVLRRQANELPGAPSQEEAVIAFGKFKLNLGTREMFREDEPMPLTSGEFAVLKALVSHPREPLSRDKLMNLARGREYSAMERSIDVQISRLRRMVEEDPAHPRYIQTVWGLGYVFVP

DGSKA

>CheB(bsu) IKEQLVERVVAAGLSGKRKRPVSQTVRPEPIVRAVVKPELSKPKPGTGRQIVCIGTSTGGPRALQKVIPKLPKDLNAPVVVVQHMPEGFTASLADRLNHLSDIQVKEAKDGEAALNGC

VYIAPGGKNISVIKNSEGLQVVLDNHDTPSRHKPSADYLFRSVGKLTDYEKVAVIMTGMGSDGTAGLKDMLTAGNVKAIAESEESCVVYGMPKAAVKAGLIHEIKHVEDIAASITSCV

KKERV

>OE3854R VVARLRTLNQYDDSIDELYRVTQKLATLEAQLSERALADNDEYQRLRERKATLSEAADAALDAAGTSTDALGDEFARLF

>CitB(kpn) ERFARYRSSLRSSEQASQLHVDALFNIQAREQTEPASAPLRGIDESTFQRVLQLFADPTVVHTADSLARILGSSKTTARRYLEQGVKNDFLEAEISYGKVGRPERIYHGKQTYPEQR

>ComE(spn) EQNIFYTKSMLLENEDVVDYFDYNYKGNDLKIPYHDILYIETTGVSHKLRIIGKNFAKEFYGTMTDIQEKDKHTQRFYSPHKSFLVNIGNIREIDRKNLEIVFYEDHRCPISRLKIRK

LKDILEKKSQK

Sequenzen für die phylogenetische Analyse in Abbildung 3.8 (S. 25):

>DcuR(eco) INVLIIDDDAMVAELNRRYVAQIPGFQCCGTASTLEKAKEIIFNSDTPIDLILLDIYMQKENGLDLLPVLHNARCKSDVIVISSAADAATIKDSLHYGVVDYLIKPFQASRFEE

AL

>ComE(spn) MKVLILEDVIEHQVRLERILDEISKESNIPISYKTTGKVREFEEYIENDEVNQLYFLDIDIHGIEKKGFEVAQLIRHYNPYAIIVFITSRSEFATLTYKYQVSALDFVDKDIND

EMFKKRI

>DegU(bsu) VNIVIIDDHQLFREGVKRILDFEPTFEVVAEGDDGDEAARIVEHYHPDVVIMDINMPNVNGVEATKQLVELYPESKVIILSIHDDENYVTHALKTGARGYLLKEMDADTLIEAV

>FixJ(bja) GHIYVIDDDAAMRDSLNFLLDSAGFGVTLFDDAQAFLDALPGLSFGCVVSDVRMPGLDGIELLKRMKAQQSPFPILIMTGHGDVPLAVEAMKLGAVDFLEKPFEDDR

>ArcB_RR(eco) LNVLLVEDIELNVIVARSVLEKLGNSVDVAMTGKAALEMFKPGEYDLVLLDIQLPDMTGLDISRELTKRYPREDLPPLVALTANVLKDKQEYLNAGMDDVLSKPLSVPALTAMI

>LytR(sau) MKALIIDDEPLARNELTYLLNEIGGFEEINEAENVKETLEALLINQYDIIFLDVNLMDENGIELGAKIQKMKEPPAIIFATAHDQYAVQAFELNATDYILKPFGQKRIEQAV

>CheY(eco) LKFLVVDDFSTMRRIVRNLLKELGFNNVEEAEDGVDALNKLQAGGYGFVISDWNMPNMDGLELLKTIRADGAMSALPVLMVTAEAKKENIIAAAQAGASGYVVKPFTAATLEEKL

>Spo0F(bsu) EKILIVDDQYGIRILLNEVFNKEGYQTFQAANGLQALDIVTKERPDLVLLDMKIPGMDGIEILKRMKVIDENIRVIIMTAYGELDMIQESKELGALTHFAKPFDIDEIRDAV

>PhoB(kpn) RRILVVEDEAPIREMVCFVLEQNGFQPVEAEDYDSAVNQLNEPWPDLILLDWMLPGGSGLQFIKLLKREAMTRDIPVVMLTARGEEEDRVRGLETGADDYITKPFSPKELVARI

>Slr2099(syn) ATVLIVDDSPDTLTMLSGLLKDHYRIKIASKGEQALAIAASMPPPDLILLDIMMPEIDGYEVCTKLKADTQTKNIPVIFLTAKTDVADEQHGFSLGAVDYITKPISPPILLARV

>CheB(rme) ARVLVVDDSATMRGLISAVLNADPDITVVGQAADALEARQAIKQLDPDVVTLDIEMPNMNGLEFLDKIMRLRPMPVIMVSTLTHRGAEATIAALEIGAFDCVGKPQPGDTHPFRD

>MoxX(pde) LQILIVDDHPVVAEGWGRIIRTKTACEIASAPSASEGWRAWRQARPDLMVVDLSIGRNKIAGIRLIERLRRVDPDLPILVFTMHRSPVLARRALMFGANGIIKDSPPAEICAA

FTEVARG

>FixL_RR(rle) VLVVEDDARVRRVAVARLASMGYTVREAENGHRALDLLKENPDVALLFTDIVMPGGMTGDELAKEVRILRPDIAVLFTSGYSEPGLAGNDTVPGAQWLRKPYTAKELALRVRELL

DAK

>CorR(psy) SSILLIDDHALFRSSVALMLEMRLPRTTVSERSRIEEASAQACRPPDLILLDLQMKGTNGLETIALLQERWSSARVVIVSAFDRDQVCEAIQRGAVEFHSKAECPEHLLQRIQAL

LS

>MTH445(mth) dadillvednptdaeltiralkknnlanklhwvkdgaealdyifasgsysdrdpenlpklilldlrmpkvdglevlqeikrndstskipvvvltsskedrdivesyklgvnsyvs

kpvefdefisav

>CKI1(ath) krvlvvddnfisrkvatgklkkmgvseveqcdsgkealrlvtegltqreeqgsvdklpfdyifmdcqmpemdgyeatreirkveksygvrtpiiavsghdpgseearetiqagmd

afldkslnqlanvireieskrh

>Slr1759_RR1(syn) KQVLIVDDNETNRRILQDQCQAWGLVCHCFTSGESALDWFARCPDLDAAILDLQMPNMDGITLAHHLRQFAQGKDLPIILLSSGLVAGADELSVFQTVLNKPVRQSLIFDSLVNI

FQGS
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>OE4283R (REC: 12-133aa) VHVLYVNDDDDFAELTRRKLQSAPASFTVTTVGTAADALARLDESAIDCVVTSYSLPDTTGIDLLERIHDTDHDPPTILFTGRGSERIASEATRAGVSDYLPIHAGQ

RSFEL

>OE2086F (REC: 1-120aa) MSSQAGTVLIVDDDAALTDVYAAWLADDYPVETATSGAAALDVIDDHVDIVLLDRRMPGLSGDDVLAEIRADGHDCRVAMVTGVEPTTDVIAMGFDEYLVKPVDSDD

LHR

>OE2334R (REC: 15-129) TVLVVDDERGLADLYTIWLEDDYDVKTAYSGTEAIDAIDPTIDVALLDRQMPDVSGDDVLDELRERGIECRVAMVTAVEPELDIIGLGFDDYLQKPVDRDTLLE

>OE2416R (REC: 2-132aa) TEALVVDDSHFMRTVISDILEDGGVDVVGTAENGARALDAVTDVQPDVITMDVEMPEMDGIEATAEIMREQPTPILMVSALTTEDADATLEAMEKGAIDTFAKPGGT

ISTE

>OE7042R (REC: 93-213aa) IQVLHVDDEPDFADMAAEFLEREDDRLTVESATSASEGLDRLDEHDYDCIVSDYDMPGMDGVEFLETVRKAYPNLPFILFTGKGSEQVASEAIAAGVNDYLQKGSGS

EVYELLGNRITNHV

>OE3854R (REC: 6-120aa) VVLVVDDEPRVAEAFALWLEDDYEVRTATSGAAALEAADDDVSVALLDRQMPTMTGDEVLAALRERALDIRVAMVTGIDPDFDIVEMPFDEYIQKPVDGDTLHD

>OE2417R (REC: 3-120aa) KQVLLVDDSEFMRNLLREILEEEFEIADEAENGVEAVEMYKEYDPDLVMMDIVMPIRDGIEATSEIKEFDAGAHIIMCTSIGQEEKMKKAVKAGADGYITKPFQKPSV

Sequenzen für die phylogenetische Analyse in Abbildung 3.41 (S. 67):

>PYP-Hhal DGLAFGAIQLDGDGNILQYNAAEGDITGRDPKQVIGKNFFKDVAPCTDSPEFYGKFKEGVASGNLNTMFEYTFDYQMTPTKVKVHMKKALSGDSYWVFVKRV

>LOV2-Adia RIGKSFVITDPRLPDNPIIFASDRFLELTEYTREEVLGNNCRFLQGRGTDRKAVQLIRDAVKEQRDVTVQVLNYTKGGRAFWNLFHLQVMRDENGDVQYFIGVQQEMV

>HERG-Hsap GQSRKFIIANARVENCAVIYCNDGFCELCGYSRAEVMQRPCTCDFLHGPRTQRRAAAQIAQALLGAEERKVEIAFYRKDGSCFLCLVDVVPVKNEDGAVIMFILNFEVVM

>FixL-Smel DTVPDATVVSATDGTIVSFNAAAVRQFGYAEEEVIGQNLRILMPEPYRHEHDGYLQRYMATGEKRIIGIDRVVSGQRKDGSTFPMKLAVGEMRSGGERFFTGFIRDL

>FixL-Acau DTVPDAMIVIDERGIMQSFSITAERLFGYSPSEVIGRNVSMLMPNPHRDQHDLYLSRYLTTGERRIIGIGRVVTGERKDGATFPMELAVGEMHSVSGRFFTGFIRDL

>Dos/YddU[1]-Ecol QNMMGAVLINENDEVMFFNPAAEKLWGYKREEVIGNNIDMLIPRDLRPAHPEYIRHNREGGKARVEGMSRELQLEKKDGSKIWTRFALSKVSAEGKVYYLALVRDA

>Dos/YddU[2]-Ecol HLDRPVIVLDPERHIVQCNRAFTEMFGYCISEASGMQPDTLLNIPEFPADNRIRLQQLLWKTARDQDEFLLLTRTGEKIWIKASISPVYDVLAHLQNLVMTFSDITEERQIRQL

>NifL[1]-Kpne EQASVAISLTDARANITYANPAFCRQTGYSLAQLLNQNPRLLASSQTPREIYQEMWQTLLQRQPWRGQLINQARDGGLYLVDIDITPVLNPQGELEHYLAMQRDI

>NifL[2]-Kpne NNIPAAVVVVDEQDRVVMDNLAYKTFCADCGGKELLVELQVSPRKMGPGAEQILPVVVRGAVRWLSVTCWALPGVSEEASRYFVDSAPARTLMVIADCTQQRQQQEQGR

>Aer-Pput RFPSGQRLISATDTASLITYCNPEFAAISGYSDAELIGSPHNLVRHPDMPPAVYELMWRYLKAGKSWMGIVKNRCRNGDYYWVNAYVTPILEGGRVVGYESVRVCPT

>ArcB-Ecol DASPDLVFYRNEDKEFSGCNRAMELLTGKSEKQLVHLKPADVYSPEAAAKVIETDEKVFRHNVSLTYEQWLDYPDGRKACFEIRKVPYYDRVGKRHGLMGFGRDI

>PpsR[1]-Rsph EMETRYRVVLDVSRDPMVLVSMSTGRIVDLNSAAGLLLGGVRQDLLGAAIAQEFEGRRRGEFMETMTNLAATESAAPVEVLSRRSQKRLLVVPRVFRAAGERLLLCQID

>PpsR[2]-Rsph HEGVDGIVFSDADGTIRGANEAFLNMTDSSSLAAIRGRSIADFLARGSVDLRVLIDSVRRTGQLRLYATRLTTDFAGQIAAEISATWLDDRERPLLVLVVRDTS

>YtvA-Bsub DHVRVGVVITDPALEDNPIVYVNQGFVQMTGYETEEILGKNCRFLQGKHTDPAEVDNIRTALQNKEPVTVQIQNYKKDGTMFWNELNIDPMEIEDKTYFVGIQNDI

>Q9ABE3-Ccre SATRMAMIVADATQPDIPIIFANDAFLRLTGYARDEVIGRNCRFLQGPDTDPKAIQAVRDALAAGEDVAVDLLNYRKDGSPFWNALNMSPVRNDAGQLVYFFGSQVDV

>AtoS-Ecol ENAADGVIAIDRQGDVTTMNPAAEVITGYQRHELVGQPYSMLFDNTQFYSPVLDTLEHGTEHVALEISFPGRDRTIELSVTTSRIHNTHGEMIGALVIFSDL

>CitA-Kpne ESVFEGLIAIDSDYKITAINQTARRLLNLSQPEPTLIGKRISSVISQEVFFYDAPQTNKKDEIVTFNQIKVIASRMAVILNNEPQGWVISFRS

>DcuS-Ecol QSIKEGVVAVDDRGEVTLINDAAQELLNYRKSQDDEKLSTLSHSWSQVVDVSEVLRDGTPRRDEEITIKDRLLLINTVPVRSNGVIIGAISTFRD

>RcsC-Ecol ASAPVGICILRTADGVNILSNELAHTYLNMLTHEDRQRLTQIICGQQVNFVDVLTSNNTNLQISFVHSRYRNENVAICVLVDVSS

>NtrB-Koxy NSLINSILLVDDDLAVHYANPAAQQLLAQSSRKLFGTPLPELLSYFSLNIGLMQESLAAGQGFTDNEVTLVIDGRSHILSLTAQRLPEGYILLEMAP

>NtrB-Smel NAIQNPVILVDENGFVAFANWEAESFFGASANHLARHDISAFIPFGSPLLTLIEQVRERRAAVNEYRVDLSSPRLGADKLVDLYVAPVLSQPGSVVIVFQE

>NifU-Cyanoth KIHLKIDEATQIILDARFQTFGCASAIASSSALTELLVGKTLDEALSLTNREIAEFLGGLPEEKMHCSVMGQEALEAAIFNYRGIPLDHHEDDEGALICKCFGV

>ARNT[1]-Mmus LEAADGFLFVVAAETGRVIYVSDSVTPVLNQPQSEWFGSTLYEQVHPDDVEKLREQLCTSENSITGRILDLKTGTVKKEGQQSSMRMCMGSRRSFICRMRCGNAP

>AhR[1]-Mmus LQALNGFVLVVTADALVFYASSTIQDYLGFQQSDVIHQSVYELIHTEDRAEFQRQLHWALNPDSAQGVDEAHGPPQAAVYYTPDQLPPENASFMERCFRCRLRCLLDNSSGFL

AMNFQGRLKYLHG

>AhR[2]-Mmus EIRTKNFIFRTKHKLDFTPIGCDAKGQLILGYTEVELCTRGSGYQFIHAADMLHCAESHIRMIKTGESGMTVFRLFAKHSRWRWVQSNARLIYRNGRPDYIIATQRPLTD

>ARNT[2]-Mmus MSVPTEFLSRHNSDGIITFVDPRCISVIGYQPQDLLGKDILEFCHPEDQSHLRESFQQVVKLKGQVLSVMYRFRTKNREWLLIRTSSFTFQNPYSDEIEYVICTNTNVKQL

>KinA[1]-Bsub QTKTDIHAVLASNGRIIYISANSKLHLGYLQGEMIGSFLKTFLHEEDQFLVESYFYNEHHLMPCTFRFIKKDHTIVWVEAAVEIVTTRAERTEREIILKMKVLETY

>KinA[2]-Bsub NLPSPLCISVKGKIVYVNSAMLSMLGAKSKDAIIGKSSYEFIEEEYHDIVKNRIIRMQKGMEVGMIEQTWKRLDGTPVHLEVKASPTVYKNQQAELLLLIDI

>KinA[3]-Bsub SIDTIAVIHNGKWVFMNESGISLFEAATYEDLIGKNIYDQLHPCDHEDVKERIQNIAEQKTESEIVKQSWFTFQNRVIYTEMVCIPTTFFGEAAVQVILRDISE

>BvgS-Bper TPNPIYVRDKEGRMLLCNDAYLDTFGVTADAVLGKTIPEANVVGDPALAREMHEFLLTRVAAEREPRFEDRDVTLHGRTRHVYQWTIPYGDSLGELKGIIGGWID

>PDEA1-Axyl ATVIIGQENEIIFYNQAAESLWGIPRADVIGRNVDCLVPTRLRHEHDRYIDRNRETGHNRIVGTSREVEFTRADGEYICGELSLSKVCIGQGDKRLTYYMGVMKNVTEE

>PhoR-Ecol DAVVLTTEEGGIFWCNGLAQQILGLRWPEDNGQNILNLLRYPEFTQYLKTRDFSRPLNLVLNTGRHLEIRVMPYTHKQLLMVARDVTQMHQLEGARRNFFANVSHELRTPLT

>NtrY-Acau SGVGAGVIGLDSQERITILNRSAERLLGLSEVEALHRHLAEVVPETAGLLEEAEHARQRSVQGNITLTRDGRERVFAVRVTTEQSPEAEHGWVVTLDDITELISAQ

>PleC-Ccre EAARCGIWEWDLNGDQVYLSDVTGAMFGWGGGGVVSGQDLLERISIDHRERVRQALANAAMYGAFDVSFRVPASEQGARSLWIDARGQGFGKPGSEGHARIIGVALDVT

>KinC-Bsub LQEIVFQTNAKGEITYLNQAWASITGFSISECMGTMYNDYFIKEKHVADHINTQIQNKASSGMFTAKYVTKNGTIFWGEVHYKLYYDRDDQFTGSLGTMSDITE

>NuoE-Ecol EGVATFYSQIFRQPVGRHVIRYCDSVVCHINGYQGIQAALEKKLNIKPGQTTFDGRFTLLPTCCLGNCDKGPNMMIDEDTHAHLTPEAIPELLERYK

>WC-1[1]-Ncra DMSCAFVVCDVTLNDCPIIYVSDNFQNLTGYSRHEIVGRNCRFLQAPDGNVEAGTKREFVENNAVYTLKKTIAEGQEIQQSLINYRKGGKPFLNLLTMIPIPWDTEEIRYFIGF

QIDLVE

>WC-1[2]-Ncra ADDVVHVLSLKGLFLYLSPACKKVLEYDASDLVGTSLSSICHPSDIVPVTRELKEAQQHTPVNIVFRIRRKNSGYTWFESHGTLFNEQGKGRKCIILVGRKRPVFALHRK

>WC-1[3]-Ncra DSEIWTKVSTSGMFLFVSSNVRSLLDLLPENLQGTSMQDLMRKESRAEFGRTIEKARKGKIASCKHEVQNKRGQVLQAYTTFYPGDGGEGQRPTFLLAQTKLLKASSRT

>WC-2-Ncra QDWEHILDANGRIKHVSPSVEPLTGYKPPEIIDLFLRDLIHPDDVGVFTAELNEAIATGSQLRLFYRFRKKDGNWTIFETVGHAHIAAAKFAPNPQNQSPFCQAVFMM

>3855-Hsal EHGSDAIVTIDDDSTIRYANQGVHRVLGYRPDDLIGDSLTTIMPPRFHDAHFDAVDHYLETGDRRLDWNAIEMPGQHADGHEIQLSITFEEHVHNGVRAFSGIMRDV

>2088-Hsal EQSHDAVTIHTRDGFAFVNEPATELFGRDESTLLDLAASDLVHPDDHDALTPITDDAVPGDDHDTFDARVQRPDGTIRQCEVSTTTITYEGDPAVLASIRD

>2333[2]-Hsal VPSPTASFVIEDGAPIVQSVNNAFETVFGWTEADLAGENIDEYIVPNDTRGDAAAYNRKMKAGETVNVEVQRRTTDGVRDFLLDVAPFRLADPSVHGFAVYTDIT

>2333[1]-Hsal LFEAADDALVLYGIEDGTPTAITHANESANALFELPAPGLCGHRLPTLVDAAADAFAPGNSSRRITTTVTATDTVVTVIVHPLPAADGVDAFAELRDVTEHVERERAL
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>2058-Hsal RRLVREFAALLYRPQSWYAGVVGPDGRIEYANEAARDVIGADARDLVGTFFWQAPWFTHDQDVQAAVREQVAAAVQGEASQFTATHRTSGGGTATVELELQPMPAPAVDGIDDH

DHAFAVVVVGR

>2684[1]-Hsal DRAHTTTSDPQPVSLVCDRDGTIRNWNAAVAAAAPGDHPTDGTHLADVLSIDDPQSLIEAAQTHGTATAEGGFAHAPTTQYDFHASRLVDGRITIHGTATTPPDIRQ

>2684[2]-Hsal VDRVTDAFVAVDNDARITYVNAEAESLLSAAESATPDTLLGCPLWEVLPASVGPRFRDAYRTAVDSQDAVSFTGHYDPADAVIEARLFPSSSGVSVYLQDI

>2764-Hsal DSAMDGIAMIDDAEQTVQYANASFTGGTDAERVRGQSWQSLYPSESHGPIADALVALDDGDQQQWQGIVTACGADGTTYPQELTMTAVADGYVWVCRDV

>2961[1]-Hsal LAAVTDPVVVVQHGTVTFANPAFSELTGVADPVGAPIRSFAPQDTASDLDRFCDAVAAGNATRTHARVVLAGADTDRRLVTVDATRLNAAHQDAPATALVVVAAPESGM

>2961[2]-Hsal HERILDALPVGSFRTRLGDGVLLGVNDELVAFADAPSKAALRGRPATEFYATPAAREEIVATLRADGVVTETELELETLAGNTVWGTLTAVTVTHDGTTVVDGA

>2961[3]-Hsal MFKHHSAPMLLIDPDSGGIQNANDAAAAFYGYSVSELTGMTVTDLNTLPSGALDTHRGQAEEGERNHFVFEHELADGERRTVEIHSSPIELDTDTVLFSIVVDVTE

>4283[1]-Hsal LERSTDAVYAVDEDWRIEYMNETMADRIDRDRDAVVGTVLWEEFPSLVGTPLEEQYRTAMETGESVSSEQRLGAPFDYWVDVRAFPDDDGLTVFSQEITD

>4283[2]-Hsal LRHIHDVVFVVDDAGVVEFANAAAQRVIGGTQSAPLVGHHLPTIIEDRGSTADATSVSDAIDSTLAELESDGGTAGFYDVNLPIDFDAGTDTRTLDVRFTPFRTAADRQVLVVG

RDITE

>4283[3]-Hsal TANVGVFEYAPSTGSLEWSDGVRRIHGVDPGYEPSFDDAIDAYHPDDRETIAAAVDRALDEGEPYDLDLRIVRPDGVVRDVRAWGERVDSPQHGARTLRGVIQDI

>4283[4]-Hsal LETSGDAIFLLDVDTTGDEPRFEFARLSPGYEAQTGLETAAVKGKTPREVFGDEQGSEVAANYRRCVDEGAPISYREELDVGPDARFWDTGLAPVVVDGEIVRIVGIARNV

>4283[5]-Hsal SLIEATPLAVMEIDPDGTVTRWNDEAESMFGWTREEVVGEFNPVVPDSQRDEFEDHRQRVLGGERIRGMELRRRTKSGGDLDVLLSAAPVPGADGETTSLL

>6145-Hsal MLTVVDESGVIKYKNPTIEEYLGYTSEVLIGDTVFDYIHPDDRQHVADTFSEIVDGTEGYTTSVVELRFRHADGSWVWLEAQMSNKKATEIAGYVVSSHDI

>7042[1]-Hsal TAQEGISILDEDEHFRYVNQSFADLYGYEPAEMIGEHWELIYPDEEVQAINEEVLSIVEETGYWRGETTGLRADDSTFIEAHTLSQTDEGGLICTA

>7042[2]-Hsal QSRAGIRIVQDGTVKFVNDRLAEMLGYPKHELLGAPAEEIITSETEDIVRRHHATRMQGEPAPDRYEVEVDTEAGDRLCVELSVARIQYAGKPASLSLIRDI

>7042[3]-Hsal DNAPDATALVEYRDETPIIRDANPAFEALFAGGDGDIVGQDIDGVVASSDQVAEARTISQQVQEGEPIQKELTRETADGLRTFDFRSVPVEDRETGEIESAFVIYP

>7042[4]-Hsal EATADPMYMLDEEGRFTYVDDAMVETTGYSEETLLGEHVSKVMEEDHVERGEQLIESLLSSGEKRGTFEMVIETAGGERFSTENHISLLDGDGEFHGTAGVLRDI

Sequenzen für die phylogenetische Analyse in Abbildung 4.1 (S. 98):

>OE1674R MIRMARDSYQEKLDTLRDDVLYMSEVVTDRLRMALEAMAQKDDDAAWEVIDGDDEINQLYLDLEDDCIDLLALQQPVAGDLRLIASSFKIITDLERIGDLAANLAEYTLDADRDM

FPEVDVQAIGDRTIEMVTDAMAAYASADVEACYAIAERDDDIDERCRSASQTVIRDLIETEIDAATDDAEIEALMQDVSRLLLTVRDLERVGDHAVNISARTVYMVDNDDELIY

>OE1681F MERRKVQVTGGSTFTVSIPKDWARDHSVEAGDEVGFHPDSGSLLLTPIDDTDTDKGTLTITDMHGEELMRAVMTMYVSGFDVLALEAESIDPDQRRVIRDATQGLVGLEVLEETS

QRVVIQDLLDSSELSIHNAVRRMHLIAVSMLEDAVTALATRDPDIARDVTNRDDDVDRLWYVVSRIFRGALRSPTVAQEIGITREVAFDYHSSARQLERVADHATKIATATHDLN

DDIPEDVVDALETLQADATDIIETAMDALFADTADEATALATQARAQVRDIDDQARDVDDRLHGLTAHHAQHLGLVVDSLSRSADYGGNIAETALQKAAPTPNP

>OE2128F MGTRKVQQLGPSTLAMTLPAEWARSQDVVKGDEVTVREGGRGSLTVTPASARQGETEATIHATDFDADAVERAIVGQYVLGRRIIHVESEAALDSAHINAVYSAETQLMGLGVVE

ETPARITIRCSVDPADFDLNNLLERLENTGSTMRGEAVKALAHGNPDLAQRALNRERQANKIFVLLLRLIFTAYHDPGLARTVGLDEGFPLVGYRSVAKNLELVADNAEDIAEIV

MATDGHTLDVDQATMRRIREFTDAVDDVAASAVSAAVNRDYDATVAVREQFSAIEDREADILADLPEMNNADLLEAREVLVSLQQSAQYSMRNAEIAANLALNEQSAHTTLT

>OE4476R METRKIQQVGGGTYTVSLPGWWATEHGVSAGDTAYLYPHSDGSLVVRWGEAADSPLASTRVPVPSDAPPRAAADALDAAYVAGFEEIDVSGVAASPPPAAEVAVSAPQSARGDGD

GSGTAGPTAAQRDAVIDRARTLPGVDVAASSADHVAVRGLFDAADVSIRRSLMRLRFNALAAHEAAIDAVTASGGGVVERVEDRCHTADRTVRLIERYGNRGLAQRSTLDALAVS

RPQVAGCVAAARALERATARAGDVAAVGERAAGSLDDDVARVLRGVSEDACASVDAATDALVEAVGGSSRVPSAHDARRQCARVRRVADCVERAALDDDAAAMRTPSTAAVAVRA

IDGLVGTADCGAAIAAVALRMAVGAQR

>Ecol-PhoU MDSLNLNKHISGQFNAELESIRTQVMTMGGMVEQQLSDAITAMHNQDSDLAKRVIEGDKNVNMMEVAIDEACVRIIAKRQPTASDLRLVMVISKTIAELERIGDVADKICRTALE

KFSQQHQPLLVSLESLGRHTIQMLHDVLDAFARMDIDEAVRIYREDKKVDQEYEGIVRQLMTYMMEDSRTIPSVLTALFCARSIERIGDRCQNICEFIFYYVKGQDFRHVGGDEL

DKLLAGKDSDK

>Cace-PhoU MTRKIFESDLEELHSELLRMGSMAEKQIYDCMEALEKQDENMAEVIIKKDDIIDDMQKEIENKVIRLIAMQQPIVAEDLRNIFTTVKIVTDLERLGDHAVDIAKAIKRLNGEKHH

DIVKEIWNMGNKVKSMIKDSLDAYVERNLDKAYEVCKRDDDVDSLYKRIFNELLNIMSEDKSKVNQLTQFLFVCKYLERIGDRTTNVCESTIYLITGKQVDLND

>PhoX2 (OE1679R) MPADDAERTTRTRRQVLAGMGATGAAALAGCQSTSSEDPADDSLSGTVDFAGSSTVFPLATTMSEAFRGGDTGEAHPDVNFNPKSTGTGGGFANHFCTGNADLNNASREVRDAEA

QQCTDNDIEPVEFTVATDALTVIVNTDLDIDSITVDELRSIWSAERDTEQWSDVNPDWPDEPLELYGPSSASGTYDYFIESILHGGDTELTHISGGSYTGTEQDRTIIQGVEGST

NAMGYLGYAYYSKSDDRVKALAVDDGDGEPVKPSLETARSGAYTPLSRPLFTYAAKSSLAEPAVAAFLRFWLEHATSEAIVADQVGYVPLSQEAQREQLDALTEAIDAAGSADE

>PhoX1 (OE4485R) MHSDPDDGASGPVSRRAFVAATGTAGVAALAGCANSTDGSGGDGTEAASQDGDETASQSSQLDTSVLTGDGSSTVFPITNEGSSYWNSNPEAGDEDYWPEEWANEYDTEMRLADY

FASEYGYEAGGERSSPPFRVSIALSHSGTGIEGVMEDRVDIGDASASAADELPDADSDTLDGFVDHVVGVDGQPIVASREIVDSGVETITIEELRGIYRQEITNWSELGGPDRDI

LALGRAQGSGTDTSFRANVFGDPEAAISPDQRYGQNQQLQQAIGQADNAIGYIALAFVQPDGDTPPLDLEIDGTTYAYGENLGAEEYPLSRDLHAYTWQDTSRKEAAFINFLLSE

FGQEKFVTSNDYFALPESRLSTEREKVAASNYQT

>Rps3 (OE3395F) MADELEFIEQGLQRSQIDEFFAEELARAGYGGMELAPTPMGMQIVLKAEKPGMVIGKGGKNIRKITTQLEERFDLEDPQIDVQEVEEPDLNAQIVADRLANALERGWYFRKAGHT

TIDRIMESGALGAEIVLSGKVTGNRGRVEKFNRGYIKHNGEPAEEIVDHGKGVAVMKLGTIGVNVKIIPPNAELPDDFEIQEDADIEDLVVDEAEAGEDLEELLEGEDADAEDAD

ADAAAEPESEPADFEDEEVIETDDDVEEELDELADAVEGEDEDDEFSDVDDEAADTAEDLLDEMDDEDGGAE

>Car (OE5243F) MDPASSDMGGEATGEHLADELCEAYLGDNEDDGGDELQRLSRERDFWKHMFNQLVAEYPEGILITAADGTVTHWNERFSDHMKMARSDALGEDASDVFSTAEESETLPEAVVRTG

DTVEEEEPHDVPTDSLCQYHGVPLRAPTGDVVGSFGVVPDISEKVKNQRELHDLHETVSSNVGEHLSELSESIDEVGSFAEETEAFAGEEIERMEGVADEVSNQSATIEEIASSA

EEVSQASQRAQDRATEGEQTAETAIDRMGAVQESAERVNDTIDGLTSQADEMSEIIDAINDIADQTNMLALNASIEAARAGEKGEGFAVVADEVKSLAEESQERADEIEQMIVEM

VETTDQTADRIGQTTTEIEEAITAVRETLDSLQEIRKAVDETATGVKEVAGATDDHAASTEQVAATTDEAVDKLTELEDRLDNLSQIASEQHDRVAEIEDMVDELVE
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