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Einleitung 7

1 Einleitung

Unter allen anorganischen Anionen auf dem Planeten Erde ist Chlorid (CI")
das mit Abstand héufigste. In den oberen Schichten nicht saliner Béden macht CI
75% der dort vorhandenen anorganischen Anionen aus (BRINKMANN, 1964), an
salzhaltigeren Standorten wie marinen Habitaten steigt dieser Anteil auf bis zu
90% (OTT, 1996). Aufgrund der ubiquitdren Verbreitung verwundert es nicht, daf3
CI' ein wichtiges Bioelement ist. Wéhrend jedoch in Eukaryonten mehrere
Prozesse beschrieben wurden, fiir die CI” essentiell ist (s. 1.1), ist eine Bedeutung

von CI als Bioelement in Prokaryonten seit langer Zeit umstritten.

1.1  Die Bedeutung von CI" in Eukaryonten

Es ist bekannt, daB} CI" zur Aufrechterhaltung der korperlichen Gesundheit
essentiell ist, auch wenn konkrete Mangelerscheinungen nicht beschrieben
wurden, was in erster Linie dadurch zu erkléren ist, dal eine Unterversorgung mit
CI" aufgrund seines ubiquitiren Vorkommens (s. 0.) nahezu unmdoglich ist. Die
optimale Tagesdosis an CI', die ein erwachsener Mensch mit der Nahrung zu sich
nehmen sollte, betrdagt 3,5 g (RICHTER, 1991). Im Korper kommt CI' im
Blutplasma und der interstitiellen Gewebsfliissigkeit in Konzentrationen bis zu
120 mM vor und macht dort 77% der gelosten Anionen aus (SCHMIDT et al.,
2000). Intrazellulidr dagegen sind die CI'-Konzentrationen gering (< 5 mM), da es
keine aktiven Transportmechanismen gibt und CI" aufgrund der Polarisierung der
Membran nicht passiv in die Zelle gelangen kann. Die Resorption von CI in den
Korper erfolgt im Diinndarm passiv und parazelluldr durch sogenannten "solvent
drag", d. h. geloste Stoffe wie CI" werden mit dem einstromenden Wasser
mitgerissen, wihrend die Resorption im Kolon aktiv iiber einen HCO,/CI-
Antiport-Mechanismus erfolgt (SCHMIDT et al., 2000). Die Riickresorption in den
Nieren erfolgt in erster Linie iiber Na*/CI-Symport-Mechanismen.

Die Bedeutung von CI ist vielféltig und einige der wichtigsten Funktionen

sollen im Folgenden kurz beschrieben werden. So ist CI" in Sdugern am effektiven
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Transport von CO, beteiligt. CO, ist nur schwach wasserloslich und wird deshalb
mittels einer von einer Carboanhydrase katalysierten Reaktion zu wasserldslichem
HCO; umgesetzt. In der Lunge wird HCO; letztendlich iiber einen elektro-
neutralen CI/HCO;-Antiport aus den Erythrocyten transportiert.

Bei der Reizleitung kommt CI” eine weitere entscheidende Rolle zu. Das
Ruhepotential in Nervenzellen entspricht in erster Linie dem K™-Diffusions-
potential, da die Cytoplasmamembran im Ruhezustand fiir CI" und Na* nahezu
impermeabel ist. Kommt es zu einem Reiz an dieser Nervenzelle, 6ffnen sich Na*-
Kanile, die Membran wird depolarisiert und es entsteht ein Aktionspotential.
Durch die Veridnderung der Ladungsverhiltnisse kommt es zu Ausgleichsstromen,
an denen CI als Gegenion beteiligt ist. Hierdurch werden andere Regionen der
Membran depolarisiert, und das Aktionspotential pflanzt sich fort.

Des weiteren wurden glycinergene Rezeptoren beschrieben, die als ClI'-Kanile
fungieren und sich bei Kontakt mit Glycin 6ffnen, wodurch es zu einem CI'-
Einstrom kommt, der seinerseits die Hyperpolarisation der Membran bedingt
(SCHMIDT et al., 2000).

Die wesentliche Funktion von CI' im menschlichen Korper liegt jedoch in
seiner Beteiligung am Wasserhaushalt, da es essentiell an der Osmoregulation und
damit zusammenhidngenden Vorgingen wie der Regulation des Zellvolumens
beteiligt ist. Dementsprechend konnen Storungen des Cl'-Haushaltes folgen-
schwere Defekte nach sich ziehen. Eine der schwerwiegendsten Erkrankungen in
diesem Zusammenhang ist die Mukoviszidose (zystische Fibrose). Sie wird
autosomal-rezessiv vererbt und durch eine Mutation im Chromosom 7 verursacht
(RIORDAN et al., 1989; ROMMENS et al., 1989). Betroffen ist dabei das 1480
Aminosduren grole CFTR- ("Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator"-) Protein, welches bei gesunden Personen als cAMP-regulierter, in
erster Linie in respiratorischen Flimmerepithelzellen vorkommender CI'-Kanal
fungiert (DORK und STUHRMANN, 2000; ENGELHARDT et al., 1992). Bei
betroffenen Personen kommt es durch diesen Defekt zu einer verminderten CI'-
Sekretion und daraus resultierend zu einer verstirkten Na*-Reabsorption, wodurch

der Wassergehalt des Bronchialsekrets drastisch abnimmt. Der Schleim wird
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dementsprechend hochviskos, was einerseits den Abtransport erschwert und
andererseits die Zellen zu weiterer verstidrkter Schleimsekretion reizt. Dieser
hochviskose, schwer abzutransportierende Schleim ist in der Folge ein idealer
Niahrboden fiir chronische bakterielle Infektionen, besonders durch Pseudomonas
aeruginosa und Burkholderia cepacia (DORK und STUHRMANN, 2000). In der
weiteren Folge kommt es bei betroffenen Personen zu Bronchiektasen,
Pankreasinsuffizienz und Darmverschlufl (Mekoniumileus).

Neben den beschriebenen Funktionen kommt CI" aulerdem eine wesentliche
Rolle beim Aminosduretransport im Diinndarmgewebe und beim Transport von
Neurotransmittern im Hirn von Sdugetieren zu (s. 4.2).

Auch in eukaryontischen Mikroorganismen wurden Vorginge gezeigt, an
denen CI essentiell beteiligt ist. So wirkt Cl™ als Attraktant auf die Sporen des
Pilzes Actinoplanes brasiliensis (PALLERONI, 1976). Des weiteren findet sich in
der einzelligen marinen Alge Acetabularia acetabulum eine membrangebundene
Cl'-translozierende ATPase, die in ihrer Struktur den chloroplastidren F-Typ-
ATPasen hoherer Pflanzen dhnelt (IKEDA und OESTERHELT, 1990) und deren CI'-
Bindestelle in der Untereinheit a vermutet wird (MORITANI ef al., 1997). Dieses
Enzym katalysiert in A. acetabulum einen ATP-abhédngigen Cl'-Import, wodurch
das Membranpotential im Dunkeln bei -170 mV gehalten werden kann. Eine
andere Alge, fiir die ein Cl-Transporter beschrieben wurde, ist die marine
Riesenalge Valonia utricularis. Hier konnte gezeigt werden, dal das im
Plasmalemma lokalisierte Cl-translozierende System das Sensorsystem fiir die
Turgorregulation darstellt (SPIESS et al., 1993).

Auch in hoheren Pflanzen findet sich CI als essentielles Bioelement und
kommt in diesen in Konzentrationen zwischen 0,1 und 10 mM vor. Grundsitzlich
ist CI" in hoheren Pflanzen an der Aufrechterhaltung der Ionengleichgewichte und
dem damit verbundenen Turgordruck beteiligt, wobei seine Bedeutung in erster
Linie in seiner Funktion als Gegenion zum K* liegt. Ein Spezialfall dieser
Turgordruckregulation ist der Spaltoffnungsmechanismus hoherer Pflanzen, an

dem ebenfalls K*- und CI'-Strome beteiligt sind.
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Des weiteren ist CI fiir alle Pflanzen lebensnotwendig, da gezeigt werden
konnte, daB es neben Mn’* essentiell fiir die Reaktionen am Sauerstoff
entwickelnden Zentrum des Photosystems II ist (CRITCHLEY, 1985). CI" scheint
das Photosystem II zu stabilisieren, wenngleich der Mechanismus noch unbekannt
ist. Einerseits besteht die Vermutung, daB3 Cl" als Ligand zwischen einzelnen
Mangan-Atomen zur Stabilisierung des Mangan-Clusters im Photosystem II
beitrdagt (DISMUKES et al., 1994; SHEN und INOUE, 1993). Andere Arbeiten gehen
dagegen davon aus, daf} die Bindung von CI" an Proteine des Mangan-Clusters bei
diesen eine Konformationsinderung herbeifiihrt und so indirekt eine
Stabilisierung des Photosystems II bewirkt (HOMANN, 1987; HADDY et al., 1999).

Eine besondere Rolle kommt Cl in fleischfressenden Pflanzen zu. Hier wird
durch CI'-Einstrom die Sekretion von Verdauungsenzymen ausgeldst, sobald ein
Beutetier Kontakt mit den entsprechenden Driisen hat.

Sdmtliche hier angefiihrten Funktionen und Vorginge verdeutlichen
eindrucksvoll die essentielle Bedeutung von CI fiir Eukaryonten und werfen die
Frage nach der Bedeutung von CI fiir Prokaryonten und der Natur dieser

Vorginge auf.

1.2  Die Bedeutung von CI in Prokaryonten

In Prokaryonten ist die Funktion von CI” weitaus weniger klar bekannt und es
liegen nur vereinzelte Arbeiten vor, die auf eine Bedeutung von CI als
Bioelement hindeuten.

Bereits 1956 isolierten MacLeod und Onofrey einen marinen prokaryontischen
Organismus, dessen Wachstum als strikt Cl-abhédngig beschrieben wurde
(MACLEOD und ONOFREY, 1956). Spitere Studien ergaben dann, daf} zahlreiche
marine Isolate ein Cl-abhingiges oder zumindest durch CI" stimuliertes
Wachstum zeigen (MACLEOD und ONOFREY, 1957). Ungliicklicherweise wurden
im Anschluf} daran keine weitergehenden physiologische Studien durchgefiihrt,
und die entsprechenden Isolate stehen zum heutigen Zeitpunkt nicht mehr zur

Verfiigung.
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Auch fiir obligat acidophile Bakterien ist Cl” essentiell. Diese Organismen, die
bei extrem niedrigen externen pH-Werten wachsen, halten den internen pH-Wert
nahezu neutral (COBLY und CoX, 1983). Um einen ausgleichenden Ladungsstrom
von Protonen in das Cytoplasma zu verhindern, der eine Ansduerung des
Cytoplasmas zur Folge hiitte, liegt in acidophilen Bakterien ein positives Ay vor
(GOULBOURNE et al., 1986). Da CI  sich unter diesen Bedingungen intrazellulér
anreichern wiirde, wird fiir Bacillus coagulans postuliert, da} in dessen Membran
spezifische CI'-Exporter vorhanden sind, die einer Akkumulation entgegenwirken
und so das positive Ay aufrechterhalten (MCLAGGAN et al., 1990).

Unter den kleinsten prokaryontischen Organismen, den Mycoplasmen, wurde
mit Acholeplasma laidlawii ein Vertreter ausgemacht, der iiber Cl’-Kanile
verfiigt, die eine passive Diffusion von CI iiber die Cytoplasmamembran
ermoglichen (SCHUMMER und SCHIEFER, 1991). Uber die Funktion von CI in
diesen Organismen ist jedoch nichts bekannt.

Aufgrund seiner Bedeutung fiir die Stabilitit des Photosystems II ist Cl" auch
fiir photosynthetisch aktive, oxygene Cyanobakterien essentiell. Anacystis
nidulans (Synechococcus PCC6301) katalysiert eine aktive, ATP-abhédngige
Akkumulation von CI iiber ein primédres Transportsystem (RITCHIE, 1992a;
RITCHIE, 1992b; ZDROU und TROMBALLA, 1981). Auch im Genom von
Synechocystis PCC 6803 finden sich Gene, deren abgeleitete Proteine ABC-
Transporter darstellen, die potentiell CI transportieren konnen (KANEKO et al.,
1996).

Eine Bedeutung von CI als Signalmolekiil wurde in Milchsdurebakterien
beschrieben. In Lactococcus lactis wurde ein Cl-induzierbarer Promotor
identifiziert (SANDERS et al., 1997), unter dessen Kontrolle die Gene gadb und
gadC liegen. Diese Gene kodieren fiir eine Glutamat-Decarboxylase bzw. einen
Glutamat/y-Aminobutyrat-Antiporter und sind an der Sduretoleranz von L. lactis
beteiligt (SANDERS et al., 1998).

Letztendlich wurde auch eine E. coli-Mutante isoliert, die eine Cl-Sensitivitét

bei neutralen und alkalischen pH-Werten aufweist (MACHIDA et al., 1999). Uber
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die Natur des betroffenen Proteins oder die molekularen Grundlagen dieses
Phinotyps ist jedoch nichts bekannt.

Neben den hier beschriebenen Arbeiten zur Bedeutung von CI" in Bakterien,
sind auch Vorginge aus Archien bekannt, an denen CI essentiell beteiligt ist. So
wird fiir das haloalkalophile Archdon Natronobacterium pharaonis eine CI-
abhingige ATP-Synthese postuliert (AVETISYAN et al., 1998). Des weiteren findet
sich in der Domine der Archaea auch die bei weitem am besten charakterisierte
Funktion von CI" in Prokaryonten, nimlich die als Osmolyt in Halobakterien, auf
die im Folgenden detailliert eingegangen werden soll.

Jede lebende Zelle, die von einer semipermeablen Cytoplasmamembran
umgeben ist, unterliegt der Gefahr eines drastischen Wasserverlustes, sobald die
Zelle in ein umgebendes Medium gelangt, in dem eine hohere Salzkonzentration
vorliegt als im Cytoplasma der Zelle. Es kommt in diesem Fall zu einer Differenz
zwischen den Wasseraktivititen in der Zelle und dem umgebenden Medium, was
zu einem Wasserverlust aus den Zellen fiihrt, der schwerwiegende negative
Folgen fiir die Zellen haben kann. Zum einen nimmt der fiir die Zellteilung
essentielle Turgordruck in den Zellen ab, und zum anderen ist die Verfiigbarkeit
von Wasser eine der grundsitzlichen Voraussetzungen fiir jegliche biochemische
Vorginge.

Grundsitzlich reagieren Prokaryonten auf hyperosmotische Bedingungen
derart, daB} sie versuchen die Wasseraktivitit ihres Cytoplasmas zu erniedrigen,
um so isoosmotische Bedingungen zu schaffen. Halobakterien erreichen dies
durch die intrazelluldre Akkumulation von anorganischen Ionen, die sogenannte
»dalz-in-Cytoplasma‘“-Strategie. Die ,,Salz-in-Cytoplasma‘“-Strategie findet sich
vor allem in aeroben, extrem halophilen Archiden (Halobacteriales) (GALINSKI
und TRUPER, 1994; OREN, 1999) und in anaeroben, halophilen Bakterien
(Haloanaerobiales) (OREN, 1992). Diese Organismen reichern anorganische
Ionen an, bis die intrazelluldre Ionenkonzentration der im Medium anndhernd

entspricht (LANYI, 1974). Obwohl hyperosmotischer Stress in den meisten Fillen

durch hohe NaCl-Konzentrationen hervorgerufen wird, werden in erster Linie K*
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und CI intrazelluldr angehéduft (OREN, 1986). Die Organismen besitzen extrem
angepasste, salztolerante oder sogar salzabhingige Enzyme, die einen groflen
Anteil an sauren Aminoséduren und wenige hydrophobe Aminosiduren aufweisen
(EISENBERG und WACHTEL, 1987; LANYI, 1974). Die korrekte Faltung und
Aktivitit dieser Proteine ist in vielen Fillen von hohen intrazelluldren Salz-
konzentrationen abhingig (OREN, 1999), weshalb diese Organismen meist an ein
sehr spezifisches Habitat gebunden sind (GALINSKI und TRUPER, 1994).

Uber die Mechanismen des K*- und CI-Transports in den anaeroben, halo-
philen Bakterien ist nichts bekannt. Demgegeniiber ist der Ionentransport in
Haloarchaea, den Halobakterien, gut untersucht. K* gelangt iiber diverse
Transportsysteme in die Zelle (WAGNER et al., 1978) und wird dort hoch
angereichert. Fiir CI" kennt man in Halobakterien zwei Transportmechanismen.
Einen lichtgetriebenen iiber das Membranprotein Halorhodopsin (SCHOBERT und
LANYI, 1982) und einen Na*/CI-Symport (DUSCHL und WAGNER, 1986).

Halorhodopsin ist ein Retinalprotein mit einer molekularen Masse von 20 kDa
und weist wie das nahe verwandte Bacteriorhodopsin sieben transmembrane o.-
Helices auf (BLANCK et al., 1989; SCHEGK und OESTERHELT, 1988). Diese
umschlieBen einen nicht durchgéngigen Kanal, der in einen extrazelluliren und
einen cytoplasmatischen Abschnitt unterteilt werden kann, wobei der N-Terminus
des Halorhodopsins in den extrazelluldren Bereich ragt, wahrend der C-Terminus
zum Cytoplasma weist (SCHOBERT et al., 1988; MAY et al., 1988). Retinalproteine
zeichnen sich dadurch aus, dafl das Kohlenstoffgeriist des Retinals iiber eine
Schiff-Basen-Bindung mit der e-Aminogruppe eines Lysinrestes des Proteins
verkniipft ist. Im Falle des Halorhodopsins liegt das Retinal in seiner all-trans-
Form vor. Wird CI" gebunden und das Retinal durch Licht mit einer Wellenldnge
von 578 nm angeregt, kommt es zu einer cis-trans-Photoisomerisierung (Abb. 1),

sehr #@hnlich einer Retinal-Reaktion, wie sie beim Sehen im Sdugerauge
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stattfindet. Durch diese Konformationsinderung des Retinals zur 13-cis-Form,
kommt es zu Verschiebungen in der Proteinstruktur des Halorhodopsins, wodurch
wiederum das gebundene CI' von auBlen nach innen in das Cytoplasma
transportiert wird (OESTERHELT, 1995) und dort seinen Beitrag zur Osmo-
regulation leisten kann. Bemerkenswerterweise transportiert Halorhodopsin neben

CI auch Br’, I' und NO; (SCHOBERT et al., 1983).

CH, CH, CH;, O
X A X AN K
CH,
CH,
all-z7arns-Retinal
CHj, CH, CH,
h-v
(578 nm) AN AN N AN
CH, N
CH,

13-cis-Retinal

Abb. 1: Die Photoisomerisierung des Retinals im Halorhodopsin (nach OESTERHELT,
[1995])

Neben diesem lichtgetriebenen Cl-Import findet sich in Halobakterien
auBerdem ein lichtunabhéngiger Na*/CI-Symporter, der es den Halobakterien
unter Nutzung des Membranpotentials ermoglicht, auch in der Dunkelheit eine
effektive Osmoregulation zu betreiben (DUSCHL und WAGNER, 1986).

Dieser ,,Salz-in-Cytoplasma*-Strategie der Osmoregulation steht die intra-
zelluldre Akkumulation von kompatiblen Soluten gegeniiber. Die betreffenden
Organismen akkumulieren kleine, organische Molekiile, die auch in hohen Kon-
zentration 16slich sind und den Stoffwechsel von Zellen aufgrund ihrer che-
mischen Natur nicht beeinflussen (BROWN, 1976). Dariiber hinaus sind kompa-
tible Solute nicht nur rein physikalisch Molekiile, die angehduft werden konnen,

um die intrazelluldre Wasseraktivitit zu erniedrigen, ohne dabei den Stoffwechsel
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zu behindern, sondern es wurde gezeigt, dal3 verschiedene kompatible Solute
zusitzlich Proteine stabilisieren und deren Loslichkeit erh6hen (BOLEN, 2001;
CAYLEY et al., 1992). Grundsitzlich lassen sich kompatible Solute in zwei
Klassen einteilen: 1. Zucker und mehrwertige Alokohole, wie Trehalose und
Glyzerin, sowie 2. Aminosduren und deren Derivate, einschlielich Methylamine,
wie Glycinbetain und Glutamat. Diese Strategie ist weit verbreitet und findet sich
nicht nur in den prokaryontischen Doménen (KEMPF und BREMER, 1998;

ROBERTS, 2000), sondern auch in Eukaryonten (BOHNERT, 1995).

1.3  Die CI'-Abhiingigkeit von H. halophilus

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht das moderat halophile, aerobe,
endosporenbildende Bakterium Halobacillus halophilus. Dieser Organismus
wurde 1983 aus Salzmarschboden der deutschen Nordseekiiste isoliert und zum
damaligen Zeitpunkt als Sporosarcina halophila Klassifiziert (CLAUS et al., 1983).
Spitere physiologische, chemotaxonomische und phylogenetische Studien fiihrten
zu einer Reklassifizierung in die neue Gattung Halobacillus, zu der aullerdem
noch Halobacillus trueperi, Halobacillus litoralis (SPRING et al., 1996) sowie
Halobacillus thailandensis gehoren (CHAIYANAN et al., 1999). H. halophilus ist
obligat chemoorganotroph; optimales Wachstum erfolgt bei 30°C und pH 7 4. H.
halophilus hat ein breites Salz-Optimum von 0,8-2 M NaCl und ist damit als
moderat halophil einzustufen. Zur Aufrechterhaltung des Turgors akkumuliert H.
halophilus ein Gemisch an kompatiblen Soluten. Beim Wachstum in
Komplexmedium sind dies Glycinbetain, N°-Acetyl-B-Lysin, N°-Acetyl-Ornithin,
Alanin, Ectoin, Glutamat, Glutamin und Prolin, wobei Glycinbetain, N*-Acetyl-[3-
Lysin und Glutamat mit einem Anteil von 66% den Hauptbestandteil darstellen
(SEVERIN, 1993).

Interessanterweise wurde in der Erstbeschreibung berichtet, dal H. halophilus
nicht in Gegenwart von Na,SO,, aber von NaCl, wichst. Dies wurde als ein
Hinweis auf eine CI-Abhingigkeit des Wachstums gewertet. Weitergehende,

quantitative Untersuchungen ergaben, dall dieser Befund auf eine essentielle
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Abhingigkeit von CI zuriickzufiihren ist und der Organismus nur dann optimales
Wachstumsraten zeigt, wenn das Medium zwischen 0,7 und 2 M CI" enthilt
(ROEBLER und MULLER, 1998). Bemerkenswerterweise ist ausschlie8lich Br™ in
der Lage, CI effektiv zu substituieren, sowie nach einer lingeren Adaptationszeit
auch NOj. In diesen Arbeiten wurde auch gezeigt, daB3 H. halophilus CI" aktiv in
die Zelle aufnimmt und dementsprechend ein transmembranes elektrochemisches

CI'-Potential (Al o) vorliegen muf3. Weitere Studien ergaben, dafl neben dem

Wachstum auch die Keimung der von H. halophilus gebildeten Endosporen CI'-

abhingig ist (DOHRMANN und MULLER, 1999; FAHMY et al., 1985).

1.4  Fragestellung der Arbeit

H. halophilus ist der erste Prokaryont, fiir den eine essentielle Rolle von CI  als
Bioelement beschrieben wurde. Die physiologische Basis dieser Abhédngigkeit
und deren molekulare Grundlagen sind aber vollkommen unklar. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sollten weitere Cl-abhidngige Vorginge in H. halophilus
identifiziert und charakterisiert werden. Dariiber hinaus sollten Studien
durchgefiihrt werden, die Einblicke in die molekulare Grundlage der essentiellen
CI-Abhingigkeit von H. halophilus geben, um so Riickschliisse auf die

Bedeutung von CI als Bioelement ziehen zu kdnnen.
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2.1

Material und Methoden

Organismen, Plasmide und Oligonukleotide

Die im Rahmen der Experimente dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme

und Plasmide sind in Tab. 1 und Tab. 2 zusammengefalt.

Tab. 1: Verwendete Bakterienstimme

Stamm Genotyp Referenz
Halobacillus halophilus Wildtyp (CLAUS et al.,
DSMZ 2266 1983)
Escherichia coli DH5o F®80, lacZAM15, endAl, recAl,| (HANAHAN,
hsdR17(r,m,"), supE44, thi-1, \', | 1983;
gyrA96, relAl, A (lacZYA |RALEIGH et
argF)U169 al., 1988)
Escherichia coli MKH13 MC4100, A(putPA) 101, A(proP)2,| (H AARDT et
A(proU) 608 al., 1995)
Aeromonas hydrophila Wildtyp DSMZ 30189
Agrobacterium tumefaciens | Wildtyp DSMZ 5172
Bacillus megaterium Wildtyp DSMZ 90
Bacillus subtilis Wildtyp DSMZ 10
Bacillus thuringiensis Wildtyp DSMZ 350
Burkholderia cepacia Wildtyp DSMZ 50180
Cellulomonas flavigena Wildtyp DSMZ 20109
Citrobacter freundii Wildtyp DSMZ 30039
Comamonas acidovorans Wildtyp DSMZ 39
Comamonas testosteroni Wildtyp DSMZ 50244
Corynebacterium glutamicum | Wildtyp DSMZ 20300
Enterobacter aerogenes Wildtyp DSMZ 30053
Enterobacter cloacae Wildtyp DSMZ 30054
Enterococcus faecium Wildtyp DSMZ 2146
Escherichia coli Wildtyp DSMZ 30083
Hydrogenophaga palleronii | Wildtyp DSMZ 63
Klebsiella oxytoca Wildtyp DSMZ 5175
Lactobacillus curvatus Wildtyp DSMZ 20010
Lactobacillus plantarum Wildtyp DSMZ 20174
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Tab. 1: Verwendete Bakterienstimme (Fortsetzung)

Stamm Genotyp Referenz
Listeria grayi Wildtyp DSMZ 20601
Micrococcus lylae Wildtyp DSMZ 20315
Mycobacterium phlei Wildtyp DSMZ 43239
Paracoccus denitrificans Wildtyp DSMZ 413
Pediococcus pentosaceus Wildtyp DSMZ 20206
Proteus mirabilis Wildtyp DSMZ 4479
Proteus vulgaris Wildtyp DSMZ 30118
Pseudomonas aeruginosa Wildtyp DSMZ 50071
Pseudomonas fluorescens Wildtyp DSMZ 50090
Pseudomonas putida Wildtyp DSMZ 291
Pseudomonas stutzeri Wildtyp DSMZ 5190
Pseudomonas syringae Wildtyp DSMZ 6693
Ralstonia eutropha Wildtyp DSMZ 428
Salmonella typhimurium Wildtyp DSMZ 554
Serratia marcescens Wildtyp DSMZ 30121
Sporosarcina ureae Wildtyp DSMZ 317
Staphylococcus aureus Wildtyp DSMZ 20231
Staphylococcus carnosus Wildtyp DSMZ 20501
Staphylococcus epidermidis | Wildtyp DSMZ 20044
Staphylococcus saprophyticus | Wildtyp DSMZ 20229
Staphylococcus xylosus Wildtyp DSMZ 20266
Thermus thermophilus Wildtyp DSMZ 579
Vibrio fischeri Wildtyp DSMZ 507
Xanthomonas campestris Wildtyp DSMZ 3586
Zoogloea ramigera Wildtyp DSMZ 287

Tab. 2: Verwendete Plasmide

Bezeichnung | Genotyp Referenz
pUCI18* Ap', lacZ’, colE1, oriR (VIERRA und MESSING,
1982)
pAF1 pUC18::4,5 kBp EcoRI-Fragment |(FORSTER et al., 1995)
aus A. woodii
pDM67 p620INT::hag (B. subtilis) (MIREL und CHAMBERLIN,
1989)
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Die im Rahmen der Experimente dieser Arbeit konstruierten Plasmide sind in

Tab. 3 zusammengefalit.

Tab. 3: Plasmidkonstrukte

Bezeichnung | Insert InsertionsgroBe (Bp) | Vektor

pMR102 Mbol-Fragment chrom. | 5600 pUCI18*
DNA aus H. halophilus
inkl. fliC

pMR1021 Hindlll-Fragment von | 420 pUCI18*
JiCh,

pMR111 Mbol-Fragment chrom. | 11600 pUCI18*
DNA aus H. halophilus
inkl. fliC

pMR202.2 Mbol-Fragment chrom. | 8200 pUCI18*
DNA aus H. halophilus
inkl. atpD

pMR212 Mbol-Fragment chrom. | 2200 pUCI18*
DNA aus H. halophilus
inkl. atpD

pMR2121 Pstl-Fragment von|514 pUCI18*
atpDy,

pMR401 HindlIll-Fragment von | 239 pUCI18*
YWyDy,

pPMR501 HindlIll-Fragment von | 357 pUCI18*
luxS,,

pMR601 atpD aus A. woodii 1398 pUCI18*
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Tab. 4 fafit die in den Experimenten dieser Arbeit eingesetzten Oligo-

nukleotide zusammen.

Tab. 4: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung | Bindungsort Sequenz (5‘—3¢)"

OS1 fliC von B. subtilis |CGGAATTCATHAAYCAYAAYATHGC

0S14 fliC von B. subtilis |CGGAATTCGGYTGYTGRTTNGCYTG

Fla2.2 fliC von H. halo-| TTTTTTAAGCTTGARAARATGMGNG
philus GNCA

Flal.2d fliC von H. halo-| TTTTTTAAGCTTTCNARYCTRTTYTG
philus NAC

PatpD1 atpD von A. woodii | GGTTAGTGGAATTCGCCC

PatpD?2 atpD von A. woodii | TCTGAAAGCTGCAGCCATTA

RTFlall fliC von H. halo-| TCACTAGTTGCTACAGTCCA
philus

RTFla21 fliC von H. halo-| TGCAGAAGGAGCGTTGAATG
philus

PCip4.1 yvyD von H. halo-| AAAAAAAAGCTTTAYGTNGARAARA
philus ARGT

pCip4.2c yvyD von H. halo-| TTTCCCAAGCTTACYTTNGTYTTRTG
philus YTT

PCip5.1 luxS von H. halo-| AAAAAAAAGCTTATGCARATGAAYG
philus TNGA

PCip5.2b luxS von H. halo-| TTTTTTAAGCTTCCRCAYTGRTAYTC

philus

RTT

': Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen dargestellt. Fiir degenerierte Basen wurden die
folgenden Abkiirzungen gewihlt: H=A, T,C;M=A,C;N=A,T,C,G;R=A,G;Y=C,T.
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2.2 Zellanzucht

2.2.1 Nihrmedien
Die Anzucht von H. halophilus erfolgte in einem Komplexmedium (NB-

Medium) der folgenden Zusammensetzung:

NB-Medium

NB (Fa. Becton-Dickinson, Sparks, USA) 8¢g

MgSO, x 7 H,0 1232 ¢
pH 75
H,04. ad 1000 ml

NaCl, NaNO,;, NaBr bzw. Na,SO, wurden wie bei den einzelnen

Experimenten angegeben hinzugefiigt.

Anzuchten zur Plasmidisolierung aus E. coli wurden stets in einem Komplex-

medium der folgenden Zusammensetzung durchgefiihrt:

LB-Medium (SAMBROOK et al., 1989)

Trypton 10 g
Hefeextrakt S5¢g
NaCl 10g

H,04. ad 1000 ml
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Fiir die Komplementationsexperimente mit E. coli MKH13 wurde folgendes

mineralische Medium eingesetzt:

MMA-Medium (MAY et al., 1986)

K,HPO, 105¢g
KH,PO, 45¢
(NH,),SO, lg
Na,-Citrat 05¢g
MgSO, x 7 H,0 0,1g
Glukose 0,2% (w/v)
H,0 e ad 1000 ml

Zur Selektion auf salztolerante Transformanden wurde dem Medium 46,8 g

NacCl (0,8 M) sowie gegebenenfalls 135 mg Betain (1 mM) hinzugegeben.

Zur Herstellung von Agarplatten wurde den Medien Japanagar (Fa. W.
Behrens & Co., Hamburg, Deutschland) zu einer Endkonzentration von 1,5%
(w/v) hinzugefiigt. Weichagarplatten enthielten 0,3% (w/v) Bacto-Agar (Fa.
Becton-Dickinson, Sparks, USA).

2.2.2 Anzucht von H. halophilus

Die Anzucht von H. halophilus erfolgte aerob unter Schiitteln bei 30°C in NB-
Medium. Als Kulturgefidlle dienten fiir Kulturvolumina bis 5 ml Reagenzglaser,
groere Volumina wurden in Erlenmeyerkolben entsprechender Grofle angezogen.
Uber kiirzere Zeitriume konnte H. halophilus auf festem NB-Medium bei 4°C
gehalten werden. Zur dauerhaften Konservierung wurden 0,5 ml einer Kultur aus
der exponentiellen Wachstumsphase mit 0,5 ml Glyzerin versetzt und bei -70°C
eingefroren.

Zur Selektion und Kultivierung von beweglichen Zellen, wurden Weichagar-
platten mit H. halophilus beimpft und bei 30°C in einer feuchten Kammer

inkubiert.
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223 Anzucht von E. coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte ausschlieBlich aerob unter Schiitteln bei 37°C
in LB- oder MMA-Medium. Als Kulturgefifie dienten fiir Kulturvolumina bis 5
ml Reagenzgliser, grolere Volumina wurden in Erlenmeyerkolben entsprechen-
der GroBe angezogen. Uber kiirzere Zeitriume konnte E. coli auf festem Medium
bei 4°C gehalten werden. Zur dauerhaften Konservierung wurden 0,5 ml einer
Kultur aus der exponentiellen Wachstumsphase mit 0,5 ml Glyzerin versetzt und
bei -70°C eingefroren.

Den Medien wurden bei Bedarf Ampicillin (100 wg/ml), Chloramphenicol (50
ug/ml) oder Spectinomycin (100 ug/ml) zugegeben. Zur Selektion auf rekom-
binante Klone wurde das Medium mit 48 ug/ml IPTG und 40 pug/ml X-Gal

supplementiert.

224 Wachstumsversuche

Alle Wachstumsversuche wurden in 15-ml-Reagenzglidsern in einem
Kulturvolumen von 5 ml durchgefiihrt. Es wurde von einer Platte inokuliert, und
das Wachstum wurde anhand der Triibungszunahme bei 600 nm gegen das
entsprechende unbeimpfte Medium verfolgt. Die OD-Messung erfolgte direkt in
den KulturgefdBen in einem Eppendorf-Photometer Typ 1101 M (Fa. Eppendorf,
Hamburg, Deutschland).

2.3  Versuche mit Zellsuspensionen

23.1 Herstellung von Zellsuspensionen

Zur Herstellung von Zellsuspensionen wurde H. halophilus in der Regel in
200 ml NB-Medium mit 1 M NaCl angezogen, in der spitlogarithmischen
Wachstumsphase wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet, das Sediment
wurde zweimal in Tris-Puffer (50 mM Tris, 50 mM MgSO, und Salz

entsprechend des Versuchsansatzes) gewaschen, und die Zellen wurden dann in 1
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ml Tris-Puffer resuspendiert. Die daraus resultierenden Zellsuspensionen hatten

eine Proteinkonzentration von 12-18 mg Protein/ml.

2.3.2 Silikonolzentrifugation nach BLAUT (1984)

Zur schnellen Trennung von Zellen und Medium wurde eine
Silikonolzentrifugation verwendet. Dabei macht man sich zunutze, da3 Zellen,
jedoch nicht das Medium das Ol durchdringen konnen. Die Dichte des Silikonols
wurde durch Mischen von Silikonol DC 710 (p=1,103 mg/ml, Fa. Fluka,
Deisenhofen, Deutschland) und Hexadekan (p=0,773) so eingestellt, da3 nach der
Zentrifugation ein klarer Uberstand verblieb, in dem sich mikroskopisch keine
Zellen mehr nachweisen lieBen. Die benotigte Dichte des Silikondls ist abhéingig
von der Dichte des eingesetzten Puffers, welche in Abhingigkeit der
Konzentration und der Natur des entsprechenden Salzes stark schwankt. In den
Versuchen dieser Arbeit wurden Silikondle mit Dichten von 1,065 mg/ml fiir Tris-
Puffer mit 1 M NaCl und 1,095 mg/ml fiir Tris-Puffer mit 0,66 M Na,SO,
verwendet. 0,2 ml des Silikonols wurde in 1,5-ml-Eppendorfgefille vorgelegt.
Wihrend des Versuchs wurden 0,5-ml-Proben der Zellsuspensionen in die
vorbereiteten Eppendorfgefile gegeben und 15 s in einer Tischzentrifuge (Fa.
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) abzentrifugiert. 30 ul des Uberstandes
wurden dann in ein 15-ml-Szintillationsgefi} (Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland)
gegeben, das zuvor mit 0,5 ml 3 M NaOH gefiillt worden war. Der Rest des
Uberstands und das Silikondl wurden vorsichtig abgesaugt. Die Spitze des
Eppendorfgefdles mit dem Sediment wurde mit Hilfe eines Skalpells mit
Rasierklinge abgeschnitten und ebenfalls in ein 15-ml-Szintillationsgefal3, das 0,5
ml 3 M NaOH enthielt, iiberfiihrt. Zur vollstindigen Lyse der Zellen wurden die
Szintillationsgefdle liber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach der Zugabe von 5 ml
Rotiszint ecoplus (Fa. Roth, Karlsruhe) wurde die Radioaktivitit der Proben in

einem Szintillationszihler bestimmt.
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2.3.3 Bestimmung des elektrischen Membranpotentials (Ay)

Das Membranpotential Ay wurde aus der Verteilung des membrangédngigen
Kations Tetraphenylphosphonium (TPP") zwischen Cytoplasma und Medium
bestimmt. Zellen und Medium wurden mit Hilfe der in 2.3.2 beschriebenen
Silikondlzentrifugation voneinander getrennt. Aus der relativen Verteilung des
TPP*14Bt sich dann unter Verwendung der Nernst’schen Gleichung das

elektrische Potential wie folgt berechnen:

S

n 3
F CHITPP! -V, p

3 + r3 +
Al//:R T.1 ['HITPP" —["H]TPP, K

wobei gilt:  [’H]-TPP", = Radioaktivitiit energetisierter Zellen im Sediment
[’H]-TPP*, = Radioaktivitit deenergetisierter
Zellen im Sediment
[*H]-TPP*, = Radioaktivitit im Uberstand
V,=internes Volumen der Zellen [pl]
V. = Volumen des Aliquots des Uberstands [ul]

p = Proteinmenge im Sediment [mg]

Da TPP" in seiner Eigenschaft als lipophiles Kation auch unspezifisch an die
Cytoplasmamembran bindet und diese unspezifische Bindung die Ergebnisse
verfilscht, muf} eine entsprechende Korrektur vorgenommen werden. Hierzu
wurden die Zellen 30 min Gegenwart von 4% (v/v) Butanol deenergetisiert, und
anschlieBend wurde die Menge an gebundenem TPP* bestimmt. Dieser Wert
wurde als unspezifisches Binden angenommen und in die Berechnung mit
einbezogen.

Zur Bestimmung von Ay wurden 0,5 ml der wie unter 2.3.1 beschrieben
hergestellten Zellsuspension in 9,5 ml des entsprechenden Puffers verdiinnt und
mit 1 uCi TPP* (spez. Aktivitiat: 31 mCi/mmol, Endkonzentration: 3,2 uM)
versetzt. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurden 0,5-ml-Proben entnommen und

wie unter 2.3.2 beschrieben aufgearbeitet.
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234 Bestimmung des ATP-Gehaltes ganzer Zellen

Die Bestimmung des ATP-Gehaltes ganzer Zellen erfolgte unter Verwendung
eines Luciferin-Luciferase-Ansatzes nach den Prinzipien von KIMMICH et al.
(1975). Hierzu wurden 0,5 ml der wie unter 2.3.1 beschrieben hergestellten
Zellsuspension in 9,5 ml des entsprechenden Puffers verdiinnt und bei
Raumtemperatur inkubiert. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurden 0,5-ml-Proben
entnommen und in 1,5-ml-Reaktionsgefile (Fa. Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) iiberfiihrt, die 0,2 ml eiskalte Perchlorsdure enthielten. Die Proben
wurden zum Zellaufschlufl 90 min auf Eis inkubiert und wéahrenddessen mehrfach
kriftig geschiittelt. AnschlieBend wurden die Proben durch Zugabe von 30-40 ul
gesittigter K,CO;-Losung und 0,1 ml TES-Puffer (50 mM, pH 7.4) neutralisiert.
Das dabei entstandene KCIO; wurde durch nachfolgende Zentrifugation entfernt.
10-20 ul des Uberstands wurden in ,Lumacuvettes* (Fa. Celsis Lumac,
Landgraaf, Niederlande) iiberfiihrt, die 250 ul des Bestimmungspuffers (5 mM
Na,HAsO,, 4 mM MgSO,, 20 mM Glycylglycin, pH 8) enthielten. Gestartet
wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 ul einer Luciferin-Luciferase-
Préparation (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland). Sofort nach dem Start der
Reaktion wurde die ATP-abhingige Lichtemission in einem ,M1500 light
biocounter“-Luminometer (Fa. Celsis Lumac, Landgraaf, Niederlande) bestimmt.
Anhand einer Eichkurve, die zwischen 0-40 nmol ATP/Ansatz erstellt wurde, lief

sich so der ATP-Gehalt der Proben bestimmen.

23.5 Versuche zum Betain-Transport

Versuche zum Betain-Transport in H. halophilus wurden mit Hilfe einer
Filtrationstechnik durchgefiihrt. Hierzu wurden Zellsuspensionen wie unter 2.3.1
hergestellt, die Zellen aus 100 ul dieser Zellsuspension wurden durch
Zentrifugation sedimentiert und in 1 ml Puffer, welcher Salze in der entsprechen-
den Konzentration, 1 mM unmarkiertes Betain bzw. im Falle der kinetischen
Studien unmarkiertes Betain in der angegebenen Konzentration sowie 0,5 uCi

['“C]-Betain (spezifische Aktivitit: 55 mCi/mmol; Endkonzentration: 9 uM)
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enthielt, resuspendiert. Zu den angegebenen Zeiten wurden 50-ul-Proben
entnommen und mit Hilfe von Membranfiltern (Cellulosenitrat, & 25mm, Poren-
groBe 0,45 um, Fa. Sartorius, Gottingen, Deutschland) abfiltriert. Die Proben und
Waschfliissigkeiten wurden mittels Unterdruck, der durch eine Wasserstrahl-
pumpe erzeugt wurde, durch die Filter gesaugt, wihrend die Zellen auf den Filtern
festgehalten wurden. Die Proben wurden dreimal mit dem 10-fachen Probe-
volumen (0,5 ml) gewaschen, um unspezifisch am Filter gebundenes und den
Zellen #duBerlich anhaftendes ['*C]-Betain abzuspiilen. Als Waschfliissigkeit
wurde stets ein Puffer verwendet, der in seiner Zusammensetzung mit dem im
Versuch verwendeten identisch war. Die Trennung der Zellen vom Medium sowie
der anschlieBende Waschvorgang erfolgte innerhalb von 15 s. Nach dem Waschen
wurden die Filter auf saugfdahigem Papier getrocknet und anschlieBend in 15-ml-
SzintillationsgefidBe liberfiihrt. Nachfolgend wurden 5 ml Szintillationsfliissigkeit
(Rotiszint ecoplus, Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland) in die Szintillationsgeféil3e
gegeben, und die Bestimmung der Radioaktivitit erfolgte wie unter 2.3.6

beschrieben.

23.6 Bestimmung der Radioaktivitit

Die Bestimmung der Radioaktivitit erfolgte in einem Fliissigkeits-
szintillationszédhler Typ Tri-Carb 2100 TR (Fa. Packard, Dreieich, Deutschland).
Die MeBzeit betrug 4 min, fiir ’H war das Energiefenster zwischen 0 und12 keV

und fiir “C zwischen 12 und 156 keV eingestellt.

24  Molekularbiologische Methoden

24.1 Standardmethoden zur Analyse und Modifikation von DNA

Die Restriktion, Dephosphorylierung und Ligation von DNA erfolgte ebenso
wie das Fillen, die Konzentrationsbestimmung und die Reinheitskontrolle von
Nukleinsduren in aller Regel nach Standardmethoden (SAMBROOK et al., 1989).

Bei Bedarf wurden Enzyme der Firmen MBI-Fermentas (St. Leon-Rot,
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Deutschland) und Roche (Mannheim, Deutschland) nach Herstellerangaben
eingesetzt.

Die Plasmidisolierung aus E. coli erfolgte entweder nach der Methode von
HOLMES und QUIGLEY (1981) oder, sofern sich weitere Klonierungsschritte
anschlossen, mittels des Qiagen ,,MiniPrep“-Kits (Fa. Qiagen, Hilden,
Deutschland). Zur Isolierung von Plasmiden aus groferen Kulturvolumina wurde
der ,,NucleoBond® PC500“-Kit (Fa. Macherey & Nagel, Diiren, Deutschland)
eingesetzt.

Die Analyse von DNA erfolgte durch Elektrophorese in 0,8%igen Agarose-
gelen in TAE-Puffer (40 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,1% Essigsdure, pH 8). Eine
sich gegebenenfalls anschlieBende Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
wurde mit Hilfe des ,,QiaexIl Gel Extraction“-Kits (Fa. Qiagen, Hilden,
Deutschland) durchgefiihrt.

Die Herstellung von kompetenten E. coli-Zellen zur Transformation erfolgte
durch die CaCl,-Methode von COHEN et al. (1972) und INOUE et al. (1990),
anschlieend wurde die Transformation nach HANAHAN (1983) durchgefiihrt. Die
Transformation durch Elektroporation erfolgte nach DOWER et al. (1988) mit E.
coli-Zellen, die zuvor dreimal in 10%igen Glyzerin gewaschen worden waren, in
einem ,,Gene Pulser™* (Fa. Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland).

Die Ermittlung von DNA-Sequenzen erfolgte mit fluoreszenzmarkierter DNA
an einem ,,ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer” (Fa. Applied Biosystems
GmbH/Perkin Elmer, Weiterstadt, Deutschland).

24.2 Isolierung von Nukleinsiduren

2.4.2.1 Isolierung von chromosomaler DNA aus H. halophilus

Die Isolierung chromosomaler DNA aus H. halophilus wurde entsprechend
einem Protokoll fiir B. subtilis nach ERRINGTON (1984) durchgefiihrt. H.
halophilus wurde in 200 ml NB-Medium mit 1 M NaCl bis zur spit-
logarithmischen Wachstumsphase angezogen, die Zellen wurden durch Zentri-

fugation geerntet, in 20 mM TES-Puffer gewaschen und anschliefend in 15 ml
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TES-Puffer, der Lysozym (100 pg/ml) und RNase (20 pg/ml) enthielt,
resuspendiert. Nach 30 min Inkubation bei 37°C wurden 15 ml frischer TES-
Puffer sowie 20 mg Pronase E und 1,2 ml Sarkosyl hinzugegeben, und der Ansatz
wurde erneut 30 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Phenol-
Chloroform-Extraktion, die DNA wurde mit Isopropanol gefillt, in 1 ml H,O,,,

aufgenommen und bei 4°C gelagert.

2.4.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus H. halophilus

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus H. halophilus erfolgte unter Verwendung
des ,,RNeasy MiniPrep*“-Kits (Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland). Hierzu wurden
Zellen in NB-Medium mit Salzen in der jeweils angegebenen Konzentration
angezogen, und die Zellen aus 1 bis 5 ml der Kultur wurden durch Zentrifugation
sedimentiert. Zum ZellaufschluB3 wurde anschlieend das Sediment in 100 y1 TE-
Puffer resuspendiert, 300 ug Lysozym wurden hinzugegeben, und der Ansatz
wurde fiir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Alle nachfolgenden Schritte
erfolgten nach den Angaben des Herstellers. Die Gesamt-RNA wurde mit 50 ul
H,O, eluiert und bei -30°C gelagert.

Um Kontaminationen von chromosomaler DNA, die bei der Priparation von
Gesamt-RNA unvermeidbar sind, aus den RNA-Prédparationen zu entfernen,
schloB sich eine Behandlung mit RNase-freier DNasel (Fa. Roche, Mannheim,
Deutschland) an. Hierzu wurde den RNA-Prédparationen 1/10 Volumen DNase-
Puffer (1 M Na-Acetat, 50 mM MgSO,, pH 5,0) und 100 U DNasel zugegeben
und der Ansatz fiir 4-8 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend erfolgte die
Aufreinigung der RNA durch eine erneute RNA-Isolierung unter Verwendung des
,RNeasy MiniPrep“-Kits (Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland). Der Erfolg der
Behandlung wurde mit Hilfe einer PCR (s. 2.4.4) iiberpriift.
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243 Denaturierende Agarosegelektrophorese

Um RNA-Fragmente in Abhédngigkeit ihrer Groe voneinander zu trennen,
wurde eine Agarosegelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen durch-
gefiihrt. Hierzu wurden 1,5 g Agarose in 108 ml H,O,, autoklaviert, und nach
Abkiihlung auf 60°C wurden 27 ml Formaldehyd (37%, v/v) sowie 15 ml 10x
Laufpuffer (200 mM MOPS, 50 mM Na-Acetat, 10 mM EDTA, pH 7,0)
hinzugegeben. Nach Erkalten des Gels wurde die Gelkammer mit 1x Laufpuffer,
der zusitzlich 0,22 M Formaldehyd enthielt, gefiillt, der Kamm gezogen und das
Gel fiir mindestens 30 min dquilibriert. Die RNA-Proben (0,5-1 ug RNA) wurden
ebenso wie 5 ug des RNA-Lédngenstandards im Verhiltnis 4 : 1 mit 5x RNA-
Auftragspuffer gemischt, fiir 15 min bei 60°C denaturiert und anschlieend auf
Eis gestellt. Dem RNA-Lingenstandard wurde 1 ul Ethidiumbromidldsung (10
mg/ml) hinzugefiigt, und anschlieBend wurden die Proben auf das Gel
aufgetragen. Nach Einlaufen der Proben bei einer Spannung von 40 V wurde die
Elektrophorese fiir weitere 4 h bei einer konstanten Spannung von 80 V
fortgefiihrt. Nach Abschluf}3 der Elektrophorese konnte das Gel direkt fiir einen
Kapillarblot (s. 2.4.6.2) eingesetzt werden.

244 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (MULLIS et al., 1986) wurde in 100-ul-
Ansitzen in einem ,,Minicycler MJ* der Fa. Biometra (Gottingen, Deutschland)
mit den Komponenten des “Tag-PCR Core Kits* der Fa. Qiagen (Hilden,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Programme umfaiten 5 min Denaturierung der
DNA bei 95°C, gefolgt von einer Inkubation bei 85°C fiir 2 min zur Zugabe der
Tag-Polymerase und 30 Zyklen bestehend aus Denaturierung (95°C, 30 s),
Anlagerung (35-60°C, 1 min) und Synthese (72°C). Das Programm wurde von
einer Inkubation bei 72°C fiir 10 min abgeschlossen, in der Abbruchfragmente
aufgefiillt wurden. Bei Verwendung homologer Oligonukleotide wurde mit
Anlagerungstemperaturen von 50 und 60°C gearbeitet. Bei Verwendung

degenerierter Oligonukleotide wurde die Anlagerungstemperatur mit 35°C
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beginnend sukzessive erhoht, bis ein Produkt der gewiinschten Grofe erhalten
wurde. Die Linge der Synthesezeit stiitzte sich auf die Angabe des Herstellers der

Tag-Polymerase, dal} diese ca. 1000 Bp pro min amplifiziert.

245 Generierung von DNA-Fragmenten durch reverse
Transkriptase

Von Gesamt-RNA-Prédparationen wurden zur Transkriptanalyse bestimmter
Gene reverse Transkriptase-Reaktionen unter Verwendung des ,,Omniscript RT*-
Kits (Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt. Hierzu wurde jeweils 1 ug
Gesamt-RNA und das jeweils angegebene Oligonukleotid eingesetzt. Nach
Zugabe der weiteren Komponenten nach Angaben des Herstellers wurde der
Ansatz anschliefend fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch

Inkubation bei 93°C fiir 5 min gestoppt.

24.6 Ubertragung von Nukleinsiuren auf Membranen

2.4.6.1 Southern-Blots (SOUTHERN, 1975)

Zur Ubertragung von in Agarosegelen aufgetrennten DNA-Fragmenten auf
,Hybond N*“-Nylonmembranen (Fa. Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala,
Schweden) wurde die Kapillarblot-Methode nach SOUTHERN (1975) verwendet.
Dazu wurde die DNA zunichst in einem 0,8%igen Agarosegel mit den MaBlen
14,5 cm x 11,5 cm x 1 cm (Breite x Linge x Hohe) aufgetrennt. AnschlieBend
wurde das Agarosegel zweimal 10 min in 0,25 HCI, zweimal 15 min in
Denaturierungspuffer (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) und 30 min in Neutralisierungs-
puffer (3 M NaCl, 1 M Tris, pH 7) geschwenkt. Eine auf Gelgrofe geschnittene
Nylonmembran wurde mit H,O,., befeuchtet und anschlieend fiir 15 min in 10 x
SSC (1,5 M NacCl, 150 mM Na,-Citrat) dquilibriert. Zum Transfer wurden vier
Lagen ,,Whatman“-Papier (Fa. Whatman, Maldstone, UK), das Agarosegel, die
Nylonmembran, weitere vier Lagen Whatman-Papier sowie ca. 10 cm Zellstoff-
papier in dieser Reihenfolge iibereinander geschichtet und beschwert. Die unterste

Lage des ,,Whatman‘“-Papiers war mit einem Pufferreservoir verbunden, das 10 x
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SSC (1,5 M NacCl, 150 mM Na,-Citrat) enthielt. Der Transfer erfolgte fiir 16-20 h
und wurde anschlieBend durch Fiarbung des Agarosegels iiberpriift. Zur Fixierung

der DNA auf der Nylonmembran wurde diese nach Abschluf3 des Transfers fiir 2
h bei 80°C inkubiert.

2.4.6.2 Northern-Blots (modifiziert nach ALWINE et al. [1977])

Die Ubertragung von RNA auf ,Hybond N“-Nylonmembranen (Fa.
Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) erfolgte im wesentlichen
nach der Methode von ALWINE ef al. (1977). Hierzu wurde isolierte Gesamt-RNA
(s. 2.4.2.2) zunichst einer denaturierenden Agarosegelelektrophorese (s. 2.4.3)
unterzogen. Das Gel wurde anschlieBend ohne weitere Behandlung wie unter
2.4.6.1 beschrieben auf eine Nylonmembran iibertragen, wobei der SSC-Puffer
ebenso wie das Whatman-Papier zuvor autoklaviert worden waren. Zur Fixierung
der RNA auf der Nylonmembran wurde diese nach Abschluf3 des Transfers fiir 2 h
bei 80°C inkubiert.

2.4.6.3 Herstellung von Filtern fiir die Koloniehybridisierung

Zur Analyse groBer Mengen rekombinanter Klone wurden diese nach der
Methode von BULUWELA et al. (1989) auf runde Nylonmembranen (Fa.
Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) {iibertragen. Die
anschliefende Analyse erfolgte durch Hybridisierung der Membranen mit einem

[0-*P]-dATP-markiertem DNA-Fragment (s. 2.4.7.1).

24.7 Hybridisierung

2.4.7.1 Hybridisierung von DNA mit radioaktiv markierten DNA-Sonden
Zur DNA-DNA-Hybridisierung wurden DNA-Fragmente eingesetzt, die nach
VOGELSTEIN und GILLESPIE (1979) mit [o.’’P]-dATP unter Verwendung des
,random primed labeling“-Kits der Fa. Life Technologies GmbH (Karlsruhe,
Deutschland) nach Anweisung des Herstellers markiert worden waren.

Uberschﬁssiges, freies [a’’P]-dATP wurde durch Einsatz des ,,Nucleotide
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Removal“-Kits (Fa. Qiagen, Hilden, Deutschland) entfernt. Die Hybridisierung
erfolgte in Hybridisierungsrohrchen (Ldnge 30 cm, Durchmesser 4 cm, Fa. Ochs,
Bovenden-Lenglern, Deutschland) in einem Hybaid-Minihybridisierungsofen (Fa.
Biometra, Gottingen, Deutschland) bei 60°C. Die Hybridisierungslosung setzte
sich aus 20% Hybridisierungpuffer (250 mM Tris, 22,5 mM Na,-pyrophosphat, 25
uM Ficoll 400, 28 uM Polyvinylpyrrolidon 40, 1% BSA), 20% Dextransulfat
(50% ), 10% SDS (10%) und 1 M NaCl zusammen. Die Membranen wurden
zunéchst fiir mindestens 2 h bei 60°C in 20 ml Hybridisierungslosung ohne Sonde
prahybridisiert. Die markierte DNA-Sonde wurde fiir 5 min bei 95°C denaturiert
und sofort auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe der Sonde erfolgte die Hybridisierung
fiir 16-20 h. AbschlieBend wurde die Membran zweimal fiir jeweils 10 min bei
50°C in 2x SSC (0,3 M NaCl, 50 mM Na,-Acetat) gewaschen, und die Signale

wurden per Autoradiographie (s. 2.4.7.3) sichtbar gemacht.

2.4.7.2 Hybridisierung von RNA mit radioaktiv markierten DNA-Sonden
RNA-DNA-Hybridisierungen wurden im wesentlichen wie unter 2.4.7.1
beschrieben durchgefiihrt, jedoch erfolgten die Hybridisierungen in Anwesenheit
50% Formamid, da bei dieser Formamid-Konzentration keine RNase-Aktivitit zu
verzeichnen ist. Die Membran wurde zunichst fiir mindestens 2 h in 20 ml
Formamid-Hybridisierunglosung bei 42°C prihybridisiert, die denaturierte (5 min,
95°C) Sonde wurde hinzugegeben, und die Hybridisierung erfolgte fiir 16-20 h bei
42°C. AnschlieBend wurde die Membran zweimal 5 min mit 2 x SSC (0,3 M
NaCl, 30 mM Na,-Citrat) gewaschen, dann zweimal 30 min mit 2 x SSC/1% SDS
(0,3 M NacCl, 30 mM Na,-Citrat, 1% SDS) und abschlieBend zweimal 30 min mit
0,1 x SSC (15 mM Nac(l, 1,5 mM Na,-Citrat) gespiilt. Die noch feuchte Membran
wurde in Plastikfolie eingeschweilit und die Signale wurden per Autoradiographie

(s.2.4.7.3) sichtbar gemacht.
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Formamid-Hybridisierungslosung

Formamid 10 ml
Dextransulfat (50% [w/v]) 4 ml
20x SSC 3ml
SDS (10% [w/v]) 2 ml
Denhardt’sche Losung 1 ml

Denhardt’sche L.osung

Ficoll 400 2% (wIv)
Polyvinylpyrrolidon 40 2% (wIv)
BSA 2% (wIv)

2.4.7.3 Autoradiographie

Signale von Nylonmembran, die mit [a’*P]-dATP-markierten DNA-Sonden
hybridisiert worden waren, wurden mit Hilfe von Kodak ,,Storage Phosphor
Screens® (Fa. Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA) per Autoradiographie
sichtbar gemacht. Die Autoradiogramme wurden mittels eines ,,Storm 860 Laser
Scanners* (Fa. Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA) digitalisiert und mit der
Bildbearbeitungssoftware ,,ImageQuant* (Fa. Molecular Dynamics, Sunnyvale,

USA) visualisiert.

2.5 Biochemische Methoden

25.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen in zellfreien Extrakten erfolgte
nach LOWRY et al. (1951) in der von KRESZE (1983) modifizierten Form. Sollten
die Proteinkonzentrationen von Zellsuspensionen bestimmt werden, geschah dies

nach der Methode von SCHMIDT et al. (1963).
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2.5.2 Denaturierende Polyacryamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Auftrennung von Proteinen durch denaturierende Polyacrylamid-

elektrophorese erfolgte nach SCHAGGER und VON JAGOW (1987). Um die Proteine

nach der Trennung im Gel sichtbar zu machen, wurde eine Silberfirbung nach

BLUM et al. (1987) oder alternativ eine Fiarbung mit Coomassie Brilliant Blue

G250 (WEBER und OSBORNE, 1969) durchgefiihrt.

253 2D-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Analyse von Zellextrakten erfolgte mittels zweidimensionaler Gelelektro-
phorese, welche im wesentlichen nach den von O'FARRELL (1975) vorgestellten
Grundprinzipien durchgefiihrt wurde. Hierzu wurde H. halophilus in 50 ml NB-
Medium mit 1 M NaCl bzw. 1 M NaNO, angezogen, und die Zellen wurden in der
spatlogarithmischen Wachstumsphase durch Zentrifugation geerntet. Die Lyse der
Zellen erfolgte durch Resuspendieren in 100 ul Denaturierungspuffer (9 M
Harnstoff, 2% Triton X-100, 130 mM DTT, 20 ul/ml Servalyte 3-10 Iso-Dalt [Fa.
Serva, Heidelberg, Deutschland], 8 mM PMSF) und anschlieBender Inkubation
bei Raumtemperatur fiir 2 h. Verbleibende Zellbestandteile wurden durch
Zentrifugation abgetrennt, und der Uberstand wurde zur 2D-Gelektrophorese
eingesetzt.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in der ersten Dimension nach dem
isoelektrischen Punkt mittels isoelektrischer Fokussierung in einer Multiphor II
Elektrophoreseeinheit (Fa. Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala,
Schweden) in Verbindung mit dem ,,Jmmobiline Dry Strip“-Kit (Fa. Pharmacia,
Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden), wobei im wesentlichen
die Angaben des Herstellers und einige von GORG et al. (1995) erarbeitete
Verbesserungen Beachtung fanden. 180 mm lange ,,Immobiline Dry Strips* mit
einem linearen pH-Gradienten von 4-7 (Fa. Pharmacia, Amersham Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Schweden) wurden fiir 16-20 h in Rehydrierungslésung (8
M Harnstoff, 0,5% Triton X-100, 5,2 ul/ml Servalyte 3-10 Iso-Dalt [Fa. Serva,
Heidelberg, Deutschland], 13 mM DTT) rehydriert und in der Elektrophorese-

einheit mit einer EPS 3500 Hochspannungsquelle (Fa. Amersham Pharmacia
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Biotech AB, Uppsala, Schweden) 30 min bei 150 V vorfokussiert. Danach wurde
die Probe an der kathodischen (sauren) Seite aufgetragen. Nach einem Vorlauf
von 1 h bei einer Spannung von 500 V, erfolgte die eigentliche Fokussierung in
einem steigendem Gradienten bis 3500 V (1 mA, 1 W) iiber etwa 16 h, bis 55-60
kVh erreicht waren. Wihrend der gesamten isoelektrischen Fokussierung wurde
die Elektrophoreseeinheit mit einem Kryostaten auf 18°C temperiert.

In der zweiten Dimension wurden die Proteine in 18 cm x 18 cm groflen SDS-
Polyacryamidgelen (12,5% nach SCHAGGER und VON JAGOW [1987]; s. 2.5.2)
nach ihrer GroBe aufgetrennt. Hierzu wurden die Streifen an beiden Enden leicht
gekiirzt und je 20 min in Aquilibrierungspuffer 1 (6 M Harnstoff, 50 mM Tris/Cl
pH 6.8, 30% Glyzerin, 2% SDS, 10 mg/ml DTT) und in Aquilibrierungspuffer 2
(6 M Harnstoff, 50 mM Tris/Cl pH 6,8, 30% Glyzerin, 2% SDS, 45 mg/ml
Todacetamid) dquilibriert. Nach der Aquilibrierung wurden die Streifen direkt auf
das Trenngel gelegt und durch Uberschichten mit 1% Agarose und 0,0002%
Bromphenolblau in Kathodenpuffer fixiert. Nachdem die Proteine bei 60 V in das
Gel eingelaufen waren, wurde die Elektrophorese fiir 12 h bei konstant 100 V
fortgefiihrt, und anschlieBend wurden die Proteine per Silber- bzw.
Coomassiefdrbung sichtbar gemacht (s. 2.5.2). AbschlieBend wurde die Intensitét
der Signale der einzelnen Proteine unter Verwendung der Programme
,ImageQuant* (Fa. Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA) und ,,ImageMaster

2D* (Fa. Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) quantifiziert.

254 Herstellung von Antiseren

Die Herstellung von Antiseren erfolgte durch Immunisierung von Kaninchen
durch die Fa. Bioscience (Gottingen, Deutschland). Fiir die erste Immunisierung
wurden 200 ug des gereinigten Proteins eingesetzt, nach einem Monat erfolgte die
zweite Immunisierung mit 100 ug des Proteins. Nach weiteren zwei Monaten
wurde das Antiserum gewonnen, welches in entsprechender Verdiinnung im

Western-Blot eingesetzt werden konnte.
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255 Western-Blot

Zur immunologischen Analyse von Proteinen mit spezifischen Antiseren
wurden die Proteine nach einer SDS-PAGE (s. 2.5.2) unter Verwendung einer
»Semi dry transfer cell Transblot SD*“-Transferkammer (Fa. BioRad Laboratories,
Hercules, USA) nach dem ,,Semidry“-Verfahren bei 15 V fiir 30 min auf eine
ProtranBA 85-Nirocellulosemembran (Fa. Schleicher und Schuell, Dassel,
Deutschland) iibertragen. Als Transferpuffer, mit dem die Membran, das Gel und
das Filterpapier (Fa. Whatman, Maldstone, UK) angefeuchtet wurden, diente 100
mM Tris, 100 mM Glycin, 20% Methanol, pH 7.

Nach erfolgtem Transfer wurden die Membranen fiir 5 min in Amidoschwarz
(0,1% Amidoschwarz, 45% Methanol, 10% Essigsdure) inkubiert, wodurch die
Proteine visualisiert wurden. Nach Markierung des Proteinstandards wurde die
Membran durch mehrfaches Waschen in PBST (140 mM NaCl, 10 mM KClI, 6.4
mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, 0,05% Tween 20) entfédrbt. Zur Abséittigung der
Membran mit Protein wurde diese 1 h mit Magermilchpulver (0,1% in PBST) bei
Raumtemperatur schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal
5 min in PBST gewaschen, das entsprechende Antiserum wurde in einer
Konzentration von 4-20 ug/ml PBST hinzugegeben und die Membran fiir 1-16 h
bei Raumtemperatur schiittelnd inkubiert. Danach wurde die Membran erneut
dreimal fiir jeweils 30 min gewaschen, 1 h bei Raumtemperatur mit Protein A-
Konjugat (6 ul/20 ml PBST, Fa. ICN, Aurora, USA) inkubiert und dann erneut
dreimal 10 min mit PBST gewaschen. Die Detektion von Kreuzreaktionen
erfolgte nach 1 min Inkubation der Membran in Detektionslésung (0,03% H,0,,
1,2 mM Luminol, 0,2 mM p-Coumarsédure, 100 mM Tris-HCI, pH 8.0). Die
Dokumentation der Fluoreszenz erfolgte durch Belichtung von Rontgenfilmen (X-
OMAT-AR, Fa. Kodak AG, Stuttgart, Deutschland).

Gegebenenfalls wurde die Signalintensitit durch Auswertung in einem
Densitometer (Fa. Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA) und Analyse mit der
,ImageQuant“-Software (Fa. Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA) quanti-

fiziert.
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2.6  Reinigung von Flagellin

Zur Reinigung von Flagellin wurde H. halophilus in 6 x 2 1-Kulturen in NB-
Medium mit 1 M NaCl angezogen, die Zellen wurden durch Zentrifugation
geerntet und in 200 ml Tris-Puffer (50 mM Tris, 50 mM MgSO,, pH 7.4) mit 1 M
NaCl resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension fiir 90 s in einem
Standmixer (Fa. Bauknecht, Schorndorf, Deutschland) stark gemixt, wodurch die
Flagellen von den Zellen abgeschert wurden. Es folgten 3-5 niedertourige
Zentrifugationsschritte, um die intakten Zellen zu sedimentieren, solange bis kein
sichtbares Sediment mehr auszumachen war. Der klare Uberstand wurde einer
Ultrazentrifugation im Ti 70.1-Rotor (Fa. DuPont, Newton, USA) fiir 1 h bei
100.000 x g unterzogen, wodurch die Flagellen sedimentiert werden konnten. Das
Sediment wurde in 500 wl Tris-Puffer resuspendiert, und der Erfolg der
Préaparation wurde durch SDS-PAGE und Silberfiarbung (s. 2.5.2) iiberpriift. Zur
Reinigung von Flagellin, welches zur Herstellung von Antiseren eingesetzt
werden sollte, wurde eine priparative SDS-PAGE durchgefiihrt. Das Flagellin
wurde anschlieBend durch Elektroelution aus dem Gel eluiert. Zur Eletroelution
wurde eine ,,S&S Biotrap“-Kammer (Fa. Schleicher und Schuell, Dassel,
Deutschland) nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Elution erfolgte fiir 12 h bei

100 V, und als Elutionspuffer diente 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,025% SDS.

2.7  Elektronenmikroskopie

Fiir rasterelektronenmikroskopische Studien wurde H. halophilus in NB-
Medium mit 1 M NaCl bzw. 1 M NaNO, angezogen, und die Zellen wurden in der
spatlogarithmischen Phase durch Zentrifugation geerntet. Die Zellen wurden in
Fixativ-Puffer (2,5% Glutaraldehyd, 75 mM Na-Cacodylat, 1 mM MgCl,, pH
7.,2), der zusitzlich 1 M NaCl bzw. 1 M NaNO, enthielt, um Verinderungen der
Zellen aufgrund von hypoosmotischen Effekten auszuschliefen, fixiert. Im
Folgenden wurden die Zellen wie beschrieben behandelt (WANNER ef al., 1989).
Alle rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit einem

Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop Typ S-4100 (Fa. Hitachi, Tokio,
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Japan) und wurden freundlicherweise von Prof. G. Wanner, Botanisches Institut

der LMU Miinchen, durchgefiihrt.

2.8 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), ICN
Biomedicals (Aurora, USA) und Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
bezogen. Enzyme fiir die Molekularbiologie stammten von MBI Fermentas
Deutschland GmbH (St. Leon Rot, Deutschland) und Boehringer Mannheim
GmbH (Mannheim, Deutschland). Standards fiir die Protein-Polyacrylamid- bzw.
Agarosegelelektrophoresen wurden von der Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen,
Deutschland), Amersham Pharmacia LKB (Uppsala, Schweden) und Promega
(Mannheim, Deutschland) sowie das Acrylamid von Gerbu (Gaiberg,
Deutschland) erworben. Die verwendeten Inhibitoren (SF6847, TCS, DCCD)
stammten ebenfalls von der Sigma Chemie GmbH. Alle Oligonukleotide wurden

von MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert.
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3  Ergebnisse

3.1  CI ist nicht in die priméire Bioenergetik von H.
halophilus involviert

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die physiologische Basis der CI-
Abhingigkeit des Wachstums von H. halophilus zu ermitteln. Da H. halophilus
moderat halophil und zudem alkalitolerant ist, bestand die Vermutung, daf} nicht
Protonen, sondern alternative Ionen als primire Kopplungsionen fungieren. Eine
denkbare Moglichkeit hierfiir stellt ein primédrer CI-Kreislauf iiber der
Cytoplasmamembran von H. halophilus dar. Daher wurde in ersten Experimenten
eine mogliche Rolle von CI in der primédren Bioenergetik von H. halophilus

tiberpriift.

3.1.1 EinfluB von CI auf das Membranpotential von H. halophilus

Zunichst wurde untersucht, ob Cl” an der Generierung des Membranpotentials
(Ay) beteiligt ist. Dazu wurden Zellsuspensionen in Gegenwart von NaCl oder
Na,SO, inkubiert und Ay wurde im Gleichgewicht der endogenen Atmung durch
die Verteilung des lipophilen Kations TPP* bestimmt (s. 2.3.3). In Vorversuchen
wurden Zellen durch 30 min Inkubation in 4% (v/v) Butanol deenergetisiert. Die
Menge an TPP”, die an diese Zellen band (4% der energetisierten Zellen) wurde
als unspezifisches Binden definiert und von allen anderen Werten abgezogen. Die
Versuche zur Bestimmung von Ay wurden bei Raumtemperatur zunédchst unter
optimalen Bedingungen bei pH 7.4 durchgefiihrt. Auf die Zugabe eines
zusitzlichen Substrats wurde verzichtet, da H. halophilus eine ausreichend hohe
endogene Atmung aufweist (ROEBLER, 1997).

In CI-haltigem Puffer betrug Ay im Mittel -201 = 9 mV, in SO,”-haltigem
Puffer dagegen -221 +£ 8 mV (s. Tab. 5). Auch bei Variation des pH-Werts von pH
6,6 auf pH 8,9 wurde derselbe Effekt beobachtet. In jedem Fall wurde ein Aty
zwischen -188 und -229 mV bestimmt. Gleichzeitig zeigte sich, dall es unter
keiner der getesteten Bedingungen ein erhohtes Membranpotential in Cl™-haltigem

Puffer gab (Tab. 5).
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Hemmstoffstudien sollten Hinweise auf den Mechanismus der A1-
Generierung in H. halophilus erbringen. Wie aus Abb. 2 deutlich wird, lie} sich
das Membranpotential sowohl durch die Zugabe des Protonophors 2-(3,5-di-tert-
Butyl-4-Hydroxy-Benzyliden)-Malononitril (SF6847) als auch durch eine
Kombination aus dem Kalium-Ionophor Valinomycin und K" komplett
dissipieren, wihrend das CI-Ionophor (ROTHMAIER und SIMON, 1993) keinen
Effekt zeigte (Abb. 2). Die Wirkung der Ionophore war unabhiingig von den im
Puffer verwendeten Anionen. Diese Ergebnisse bestitigen, da3 CI fiir den Aufbau
des Membranpotentials entbehrlich ist. Vielmehr zeigte sich, dal das Ay in CI'-
haltigen Puffern reproduzierbar um ca. 10% geringer war als in SO,”-haltigen

Puffern (Tab. 5).

250+
R Y
200S B O a g % 0 g +CI'-lonophor 11
> 150
g
=
< 100+
SO42/ +ValK+
CI'/ +Val/K*
50+
SO42"/ +SF6847
CI'/ +SF6847
O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
t [min]

Abb. 2: Wirkung von Ionophoren auf Ay von H. halophilus. Das Membranpotential (Ay)
wurde in Zellsuspensionen von H. halophilus (1,2-1,8 mg Protein/ml) bei Raumtemperatur im
Gleichgewicht der endogenen Atmung in 10 ml Tris-Puffer (pH 7,4), der 1 M NaCl bzw. 0,66
M Na,SO, enthielt, bestimmt (s. 2.3.3). Der Versuch wurde durch Zugabe von 1 uCi TPP*
(spez. Aktivitdt: 31mCi/mmol; Endkonzentration: 3,2 M) gestartet, und nach 10 min
Vorinkubation wurde die erste Probe entnommen. Zum Zeitpunkt, der durch den Pfeil markiert
ist, wurden SF6847 oder das Cl-Ionophor II zu einer Endkonzentration von jeweils 20 yM
oder Valinomycin + KCl zu einer Endkonzentration von 100 M + 250 mM zugegeben.
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3.1.2 Ist CI fiir die ATP-Synthese in H. halophilus notwendig?

Um festzustellen, ob CI" einen EinfluB} auf die ATP-Synthese hat, wurde H.
halophilus in NB-Medium mit 1 M NaCl angezogen, die Zellen wurden in der
spatlogarithmischen Wachstumsphase durch Zentrifugation geerntet, und das
Sediment wurde in Tris-Puffer (pH 7,4) mit 1 M NaCl bzw. 0,66 M Na,SO,
resuspendiert. Der intrazellulire ATP-Gehalt im Gleichgewicht der endogenen
Atmung wurde wie unter 2.3.4 beschrieben bestimmt. Aus Abb. 3 ist ersichtlich,
daB ruhende Zellen von H. halophilus bei pH 7,4 im Gleichgewicht der
endogenen Atmung einen intrazelluliren ATP-Gehalt von ca. 3,7 nmol ATP/mg
Protein aufwiesen. Wie ebenfalls deutlich wird, war der intrazellulire ATP-Gehalt
im physiologischen Gleichgewicht unabhingig von den verwendeten Anionen CI
oder SO,” im Puffer. Die Zugabe des Protonophors SF6847 bewirkte eine
effektive Hemmung der ATP-Synthese, deren Ausmalf} ebenfalls unabhéngig von
den verwendeten Anionen war. Gleiches gilt fiir die Wirkung des spezifischen
ATP-Synthase-Inhibitors N,N‘-Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD) (LINNETT und
BEECHEY, 1979), der sowohl in Gegenwart von CI als auch von SO,” eine
effektive Hemmung der ATP-Synthase von H. halophilus bewirkte.

Analog zu den Experimenten zur Bestimmung von Ay wurde auch der intra-
zelluldire ATP-Gehalt bei verschiedenen externen pH-Werten von pH 6,6 bis pH
8,9 bestimmt. Dabei zeigte sich, dal der ATP-Gehalt bei extremen pH-Werten auf
ca. 40% des ATP-Gehalts unter optimalen Bedingungen zuriickging (Tab. 5). Es
war jedoch kein Unterschied im ATP-Gehalt der Zellen zwischen CI- oder SO,*-
haltigem Puffer zu beobachten (Tab. 5). Aus den Ergebnissen dieser Experimente
148t sich folglich schlieBen, daB Cl” keinen Einfluf} auf die ATP-Synthese in H.
halophilus hat.
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Abb. 3: Wirkung von Anionen, SF6847 und DCCD auf den intrazelluliren ATP-
Gehalt von H. halophilus. Der intrazellulare ATP-Gehalt wurde in Zellsuspensionen von
H. halophilus (1,2-1,8 mg Protein/ml) bei Raumtemperatur im Gleichgewicht der
endogenen Atmung in Tris-Puffer (pH7,4), der 1 M NaCl bzw. 0,66 M Na,SO, enthielt,
bestimmt (s. 2.3.4). Der Versuch wurde durch Zugabe von 0,5 ml Zellsuspension zu 9,5 ml
Tris-Puffer gestartet, und nach 10 min Vorinkubation wurde die erste Probe genommen.
Zum gegebenen Zeitpunkt (Pfeil) wurde SF6847 zu einer Endkonzentration von 20 M
zugegeben. Fiir Versuche zur Wirkung von DCCD wurden die Zellen im Testansatz 30 min
vor der ersten Probennahme mit 200 uM DCCD vorinkubiert.

3.1.3 Zusammenfassung der bioenergetischen Studien an H.
halophilus

Fal3t man alle in dieser Arbeit zur Bioenergetik von H. halophilus erhaltenen
Ergebnisse sowie die Ergebnisse vorangegangener Studien zusammen, so ergibt
sich ein umfassendes Bild der bioenergetischen Parameter in H. halophilus (Tab.
5). Der interne pH-Wert (pH,) und ApH (ROEBLER, 1997) sowie Ay und der
intrazellulire ATP-Gehalt wurden unter verschiedenen Bedingungen, von leicht
sauer (pH 6,6) bis stark alkalisch (pH 8,9) in Gegenwart oder Abwesenheit von
CI" bestimmt. Keiner der untersuchten Parameter zeigte unter den getesteten
Bedingungen eine spezifische Cl'-Abhingigkeit. Betrachtet man zunéchst den
internen pH-Wert von H. halophilus, so féllt auf, da3l H. halophilus im alkalischen
eine effektive pH-Regulation betreibt und den internen pH-Wert im Bereich
zwischen 7-8 konstant hilt, woraus sich ein negatives ApH ergibt. Diese pH-
Regulation ist zwar Na'-abhingig (ROEBLER, 1997), wie aus Tab. 5 jedoch
deutlich wird unabhingig von CI'. Das gleiche gilt fiir das elektrische Membran-

potential Ay (s. 3.1.1). Unter allen getesteten Bedingungen war dieses in SO,”-
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haltigem Puffer grofer als in Cl'-haltigem Puffer, was eine Cl'-Abhédngigkeit der
Ay-Generierung ausschlieSt. Der intrazelluldre ATP-Gehalt als Indikator fiir die
ATP-Synthese féllt zwar unter sauren bzw. extrem alkalischen Bedingungen auf
40 bzw. 35% des unter optimalen Bedingungen gemessenen zuriick, zeigt jedoch
ebenfalls unter allen getesteten Bedingungen keine signifikanten Unterschiede in
CI'- oder SO,”-haltigen Puffern. Die in diesen Experimenten zusammengetra-
genen Daten zeigen eindeutig, dal3 CI" weder bei der pH-Regulation noch bei der
Generierung von Ay, noch bei der ATP-Synthese in H. halophilus eine essentielle
Bedeutung hat, die priméiren bioenergetischen Vorgénge in H. halophilus also CI'-

unabhingig stattfinden.

Tab. 5: Zusammenfassung der bioenergetischen Daten von H. halophilus. pH;, ApH, Ay und
der intrazellulire ATP-Gehalt wurden experimentell bestimmt, angegeben ist jeweils der
Mittelwert aus mindestens 5 voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten sowie die
Standardabweichung. Die Daten wurden teilweise aus ROEBLER (1997) iibernommen.

Al . | ATP [nmol/ | AR -
pH,! Anion pH; ApH? Ay [mV]
[mV]* | mgProtein] | mV]®
1MCI 6,521 £0,07 | -0,079+£0,07 | -194+9 |-190+ 13 1,5+0,1 n.b.f
06 o eoM SO | 6,481 +0,07 | 0,119+ 0,07 | 215+8 |-222+10| 14402
1MCI 7,240 £ 0,06 | -0,190 £ 0,06 | -201£9 |-190+ 13 3,8+0,2 -178+9
74 0,66 M SO, | 7,257+£0,09 | -0,173+£0,09 | -221+8 |-211+13 35102 -
1MCI 7,409 £0,12 | -0,591£0,12 | -218+4 | -183 %11 3,2+0,3 -195+9
80 0,66 M SO, | 7,372+0,19 | -0,628 £0,19 | -227+6 |-190+17| 3,0+0,2 -
1MCI 7,858 £0,08 | -0,642+0,08 | -220+5 |[-182+10| 2,8+0,2 n.b.f
85 T066 M SO [ 7,832+0,11 | 0,668+ 0,11 | -229+8 |-190+ 14| 25404
1MCI 7,975 +£0,02 | -0,925+£0,02 | -188+9 |-133+13 1,3+£0,3 n.b.f
89 0,66 M SO, | 7,916 £0,05 | -0,984 £0,05 | -217+8 |-159+11 1,2+0,2 -

'pH,: pH-Wert im Puffer. *pH;: intrazellulirer pH-Wert. *ApH = pH, - pH,
¢ Afl . /F= Ay -2,3 R x T/nF x ApH. SA o =Avy 2.3 Rx T/F x ApCl ; ApCl = log [CI'1/[CI'];;

[CIT;: intrazellulire Cl-Konzentration; [Cl],: extrazellulire Cl-Konzentration. °n. b.: nicht

bestimmt.
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3.2  Der Cl'-abhingige Betain-Transport in H. halophilus

H. halophilus ist, wie alle anderen halotoleranten bzw. halophilen
Mikroorganismen, mit dem grundsitzlichen Problem der Osmoregulation
konfrontiert. Da die Cytoplasmamembran fiir Wasser durchlissig, dahingegen fiir
die meisten anderen Substanzen, wie u.a. auch Salze, undurchléssig ist, besteht
unter hyperosmotischen Bedingungen, wenn die intrazellulire Wasseraktivitét
deutlich unter der des Mediums liegt, die Gefahr eines drastischen
Wasserverlustes mit allen damit verbundenen negativen Konsequenzen fiir die
Zelle. Eine der Strategien von Mikroorganismen dem vorzubeugen, ist die
intrazelluldre Akkumulation von kompatiblen Soluten (s. 1.2). Diese Strategie
wird auch von H. halophilus angewandt, der Glycinbetain, N°-Acetyl-B-Lysin, N°-
Acetyl-Ornithin, Alanin, Ectoin, Glutamat, Glutamin und Prolin akkumuliert
(SEVERIN, 1993). Liegen diese kompatible Solute im Medium vor, werden sie von
der Zelle aufgenommen, und die entsprechenden Biosynthesewege werden

reprimiert.

3.2.1 Die Akkumulation von Betain in H. halophilus ist salzabhingig
Aus Arbeiten anderer Arbeitsgruppen war bekannt, dal Glycinbetain (kurz:
Betain) von H. halophilus akkumuliert wird (SEVERIN, 1993). Abb. 4A zeigt den
zeitlichen Verlauf der Betain-Aufnahme in H. halophilus in Tris-Puffer (pH 7.4)
bei einer NaCl-Konzentration von 1 M. Die Zellen hduften Betain in den ersten
zehn Minuten nach Versuchsbeginn mit einer hohen Aufnahmerate von 10-14
nmol Betain/min x mg Protein an. Diese Aufnahmeraten gingen mit zunehmender
Versuchsdauer zuriick, und nach 75 min erreichte die intrazellulédre
Betainkonzentration ein Plateau. Aus diesem Grund erfolgte die Probennahme zur
Bestimmung der intrazelluldren Betainkonzentration im isoosmotischen
Gleichgewicht stets nach 75 min. Um zu iiberpriifen, ob diese Betain-
Akkumulation durch Hochsalzbedingungen induziert wird, wurden Transport-
untersuchungen mit radioaktiv markiertem ['*C]-Betain durchgefiihrt (s. 2.3.5).

Dazu wurden Zellen in NB-Medium in Gegenwart von 0,25 M NaCl oder 1 M
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NaCl angezogen und anschlieBend wurde die intrazelluldre Betainkonzentration
im isoosmotischen Gleichgewicht in NB-Medium mit 0,25 M NaCl oder 1 M
NaCl bestimmt. Abb. 4B zeigt, daB3 in NB-Medium resuspendierte Zellen, die bei
einer Salzkonzentration von 1 M NaCl gewachsen waren, eine 4,2 mal hohere
intrazelluldre Betainkonzentration aufwiesen, als Zellen, die mit 0,25 M NaCl
gewachsen waren. Eine Berechnung der tatsdchlichen internen Betainkonzen-
tration war unter diesen Versuchsbedingungen nicht moglich, da sich die
spezifische Aktivitidt vom Betain im Komplexmedium nicht bestimmen la6t. Um
die absolute intrazelluldre Betainkonzentration bestimmen zu konnen, wurden
Zellen nach der Zentrifugation in isoosmotischem Tris-Puffer resuspendiert, es
wurden Betain-Aufnahmestudien durchgefiihrt, und nach 75 min wurde die
intrazelluldre Betainkonzentration im isoosmotischen Gleichgewicht bestimmt.
Abb. 4C zeigt, dall die intrazelluldre Betainkonzentration auch unter definierten
Bedingungen direkt von der externen Salzkonzentration abhéngig war. Bei 0,25 M
NaCl betrug die intrazelluldre Betainkonzentration nur 60 mM, bei 1 M NaCl
dagegen 365 mM, was einer Erhohung um den Faktor 6 entspricht. Die
intrazelluldre Betainkonzentration wurde dabei anhand des bereits in voran-
gegangenen Arbeiten bestimmten intrazelluliren Volumens von 2,51 ul/mg
Protein fiir 0,25 M NaCl und 1,94 ul/mg Protein fiir 1 M NaCl berechnet
(ROEBLER und MULLER, 1998). Die ermittelte intrazelluldre Betainkonzentration
ist offensichtlich nicht ausreichend, um allein eine effektive Osmoregulation zu
gewihrleisten. Da Betain jedoch nur eine Komponente des Solutegemisches in H.
halophilus ist (SEVERIN, 1993), entspricht dieser Befund den zu erwartenden
Ergebnissen. Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen eindeutig, daB} die
Akkumulation des Betains in H. halophilus strikt von der Salzkonzentration des

Mediums abhéngig ist.
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Abb. 4: Die Akkumulation von Betain in H. halophilus ist salzabhingig. 100 ul einer
Zellsuspension von H. halophilus (12-18 mg Protein/ml) wurden abzentrifugiert, und der Versuch
wurde durch Resuspendierung in 1 ml NB-Medium (pH 7,4) bzw. Tris-Puffer (pH 7,4) gestartet.
Zu den gegebenen Zeitpunkten wurden 50-u1-Aliquots entnommen, und die intrazelluldre Betain-
konzentration wurde bestimmt (s. 2.3.5). Das NB-Medium bzw. der Tris-Puffer enthielten 0,25 M
bzw. 1 M NaCl wie angegeben, 1 mM Betain, sowie 0,5 uCi ["“C]-markiertes Betain (spezifische
Aktivitit: 55 mCi/mmol; Endkonzentration: 9 pM). A. zeitlicher Ablauf der Betain-Aufnahme in
H. halophilus in Tris-Puffer. B. intrazelluldre Betainkonzentration von H. halophilus in NB-
Medium mit 0,25 bzw. 1 M NaCl. C. intrazelluldre Betainkonzentration von H. halophilus in Tris-

Puffer mit 0,25 bzw. 1 M NaCl.

3.2.2 Wirkung von Anionen auf den Betain-Transport

Um festzustellen, ob die salzabhiingige Betain-Aufnahme ein spezifisches
Bediirfnis fiir C1" aufweist, wurden Aufnahmestudien mit markiertem ['*C]-Betain
in Gegenwart verschiedenster Osmolyte durchgefiihrt (s. 2.3.5). Die Zellen
wurden hierzu in NB-Medium mit 1 M NaCl angezogen, durch Zentrifugation
geerntet, und anschlieBend wurde das Sediment in Tris-Puffer mit verschiedenen
ionischen und nicht-ionischen Osmolyten resuspendiert. Die Konzentration der
Osmolyte betrug dabei fiir Na,SO,, MgCl, und CaCl, 0,66 M, wihrend alle
anderen Osmolyte in einer Konzentration von 1 M eingesetzt wurden. Abb. 5
zeigt, daB} die initialen Aufnahmeraten fiir Betain vom jeweils eingesetzten
Osmolyt abhingig waren. Wihrend mit NaCl, NaBr und NaNO, optimale
Aufnahmeraten von 10-14 nmol Betain/min x mg Protein erreicht wurden, gingen
diese mit MgCl, und CaCl, auf ca. 80%, mit Na-Glukonat, KCl und Saccharose
auf ca. 55% sowie mit Na,SO, und Sorbit auf weniger als 25% der optimalen

Aufnahmeraten zuriick.
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Abb. 5: Die Betain-Aufnahme in H. halophilus in Gegenwart unterschiedlicher Osmolyte.
100 ul einer Zellsuspension von H. halophilus (12-18 mg Protein/ml) wurden abzentrifugiert, und
der Versuch wurde durch Resuspendierung in 1 ml Tris-Puffer (pH 7,4) gestartet. Die Versuche
wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Der Tris-Puffer enthielt die Osmolyte jeweils in einer
Konzentration von 1 M, bis auf Na,SO,, MgCl, und CaCl,, die in einer Konzentration von 0,66 M
eingesetzt wurden. Die Betainkonzentration im Puffer betrug 1 mM, und es wurden 0,5 uCi [*C]-
markiertes Betain (spezifische Aktivitit: 55 mCi/mmol; Endkonzentration: 9 M) eingesetzt. Zu
den gegebenen Zeitpunkten wurden 50-pl-Aliquots entnommen, und die intrazelluldre Betain-
konzentration wurde bestimmt (s. 2.3.5).

Nicht nur die Aufnahmeraten, sondern auch die intrazelluldre Betain-
konzentrationen im isoosmotischen Gleichgewicht waren abhédngig von der Natur
der Osmolyte (Abb. 6). In Gegenwart von NaCl, NaBr bzw. NaNO, war die
intrazelluldre Betainkonzentration maximal. Dagegen entsprach die intrazellulére
Betainkonzentration mit den nicht-ionischen Osmolyten Saccharose und Sorbit
sowie KCI und Na-Glukonat jeweils nur ca. 40% der optimalen Konzentration,
wihrend in Gegenwart von MgCl, bzw. CaCl, ca. 60% der maximalen

intrazelluldaren Betainkonzentration erreicht wurden.
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Abb. 6: Die finale Akkumulation von Betain im isoosmotischen Gleichgewicht ist abhingig
von der Natur des Osmolyts. 100 pl einer Zellsuspension von H. halophilus (12-18 mg
Protein/ml) wurden abzentrifugiert, und der Versuch wurde durch Resuspendierung in 1 ml Tris-
Puffer (pH 7.,4) gestartet. Die Versuche wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Der Tris-Puffer
enthielt die Osmolyte jeweils in einer Konzentration von 1 M, bis auf Na,SO,, MgCl, und CaCl,,
die in einer Konzentration von 0,66 M eingesetzt wurden. Die Betainkonzentration im Puffer
betrug 1 mM, und es wurden 0,54 Ci [14C]-markiertes Betain (spezifische Aktivitit: 55
mCi/mmol; Endkonzentration: 9 M) eingesetzt. Nachdem sich das isoosmotische Gleichgewicht
der endogenen Atmung eingestellt hatte (75 min nach Versuchsstart), wurden 50-ul-Aliquots
entnommen und die intrazelluldre Betainkonzentration wurde bestimmt (s. 2.3.5). Angegeben ist
jeweils der Mittelwert aus fiinf voneinander unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Balken
geben die Standardabweichung an.

Die Ergebnisse dieser Versuche belegen deutlich, daf} die Betain-Aufnahme in
H. halophilus nur in Gegenwart NaCl, NaNO, bzw. NaBr optimal ist.
Bemerkenswerterweise sind gerade NaBr und nach einer lingeren Adaptationszeit
NaNO, diejenigen Osmolyte, die NaCl auch im Wachstumsversuch effizient
substituieren konnen (ROEBLER und MULLER, 1998). Alle anderen untersuchten
Osmolyte stimulieren die Betain-Aufnahme nicht, wie Na,SO,, oder nur in
reduziertem MaB3e. Interessant ist dabei die Wirkung von MgCl, und CaCl,. Mit
diesen beiden Salzen ist keine optimale Betain-Aufnahme zu verzeichnen, obwohl
CI' im Tris-Puffer vorliegt. Daher ist davon auszugehen, dafl die Betain-
Aufnahme in H. halophilus ein spezifisches Bediirfnis sowohl fiir Cl" als auch fiir

Na® aufweist. Dieses Phianomen der Stimulierung des Transports durch Na® und
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CI findet sich ebenfalls bei verschiedenen Aminoséure- und Betain-Transportern
aus Eukaryonten (MUNCK, 1995; YAMAUCHI et al., 1992).

Um die Stimulierung des Betain-Transports durch CI" unabhingig von der
Na*-Konzentration zu untersuchen, wurden Zellen in NB-Medium mit 1 M NaCl
angezogen, durch Zentrifugation geerntet, und das Sediment wurde in Tris-Puffer
mit 1 M NaCl resuspendiert. Danach wurden Betain-Aufnahmestudien wie unter
2.3.5 beschrieben durchgefiihrt, wobei die CI'-Konzentration im Puffer sukzessive
gesteigert wurde. Dabei wurde jedoch die Osmolaritit im Tris-Puffer konstant
gehalten (entsprechend 1 M NaCl), indem Na,SO, zugegeben wurde. Wie bereits
gezeigt wurde, hat Na,SO, keinen stimulierenden Einflufl auf die Betain-
Aufnahme in H. halophilus und konnte somit optimal als substituierendes Agens
eingesetzt werden. Abb. 7 zeigt den zeitlichen Verlauf der Betain-Aufnahme bei

verschiedenen Cl'-Konzentrationen.
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Abb. 7: Die Betain-Aufnahme im isoosmotischen Gleichgewicht ist Cl'-abhéngig. 100 pl einer
Zellsuspension von H. halophilus (12-18 mg Protein/ml) wurden abzentrifugiert, und der Versuch
wurde durch Resuspendierung in 1 ml Tris-Puffer (pH 7.4) gestartet. Die Versuche wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Osmolaritidt im Tris-Puffer wurde durch Zugabe von Na,SO,
entsprechend 1 M NaCl eingestellt. 0 M CI' = 0 M NaCl + 0,66 M Na,SO,; 03 M CI' =03 M
NaCl + 0,46 M Na,SO,; 0,7 M CI' = 0,7 M NaCl + 0,2 M Na,SO,; 1 M ClI' = 1 M NaCl. Die
Betainkonzentration im Puffer betrug 1 mM, und es wurden 0,5 uCi ["*C]-markiertes Betain
(spezifische Aktivitdt: 55 mCi/mmol; Endkonzentration: 9 uM) eingesetzt. Aufgrund der
ausreichend hohen endogenen Atmung von H. halophilus wurde auf den Zusatz eines Substrats
verzichtet. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurden 50-ul-Aliquots entnommen und die
intrazelluldre Betainkonzentration wurde bestimmt (s. 2.3.5).
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In Abwesenheit von CI" war die Transportrate nur 2,0 nmol Betain/min x mg
Protein. Die sukzessive Erhohung der Cl-Konzentration fiihrte zu einer
sukzessiven Erhohung der Transportraten. Bei 0,3 M CI betrug diese 6.0, bei 0,7
M CI' 10,1 und bei 1 M CI' 10,5 nmol Betain/min x mg Protein. Ab einer CI-
Konzentration von 0,7 M wurde ein Plateau erreicht (Abb. 8A), was
bemerkenswerterweise der Cl-Konzentration entspricht, ab der optimales
Wachstum zu verzeichnen ist (ROESLER und MULLER, 1998). Die Aufnahmeraten
lieBen sich also in Abhingigkeit von der ClI'-Konzentration maximal um das 5,2-

fache stimulieren.
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Abb. 8: Die Geschwindigkeit des Transports und die finale Akkumulation von Betain in H.
halophilus sind CI'-abhéngig. A. Initiale Aufnahmeraten. Die Daten sind Abb. 7 entnommen. B.
finale Betain-Akkumulation. 100 pI einer Zellsuspension von H. halophilus (12-18 mg Protein/ml)
wurden abzentrifugiert, und der Versuch wurde durch Resuspendierung in 1 ml Tris-Puffer (pH
7.4) gestartet. Die Versuche wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Osmolaritédt im Tris-
Puffer wurde durch Zugabe von Na,SO, entsprechend 1 M NaCl eingestellt. 0 M CI' = 0 M NaCl +
0,66 M Na,SO,; 0,3 M CI' = 0,3 M NaCl + 0,46 M Na,SO,; 0,7 M CI' = 0,7 M NaCl + 02 M
Na,SO,; 1 M CI' = 1 M NaCl. Die Betainkonzentration im Puffer betrug 1 mM, und es wurden 0,5
uCi ["*C]-markiertes Betain (spezifische Aktivitit: 55 mCi/mmol; Endkonzentration: 9 M)
eingesetzt. Aufgrund der ausreichend hohen endogenen Atmung von H. halophilus wurde auf den
Zusatz eines Substrats verzichtet. Nachdem sich das isoosmotische Gleichgewicht der endogenen
Atmung eingestellt hatte (75 min nach Versuchsstart), wurden 50-¢1-Aliquots entnommen, und die
intrazelluldre Betainkonzentration wurde bestimmt (s. 2.3.5). Angegeben ist jeweils der Mittelwert
aus fiinf voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten. Balken geben die Standard-
abweichung an.
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Nicht nur die Transportraten, sondern auch die intrazellulire Betain-
konzentrationen im isoosmotischen Gleichgewicht waren Cl-abhédngig. In
Abwesenheit von CI” betrug diese nur 20% der maximalen Akkumulation,
wihrend in Gegenwart von 0,3 M Cl" 40% erreicht wurden (Abb. 8B). Bei einer
CI'-Konzentration von 0,7 M entsprach die intrazellulire Betainkonzentration
75% der maximalen Konzentration. Die intrazelluldre Betainkonzentration im
isoosmotischen Gleichgewicht liel sich also in Abhédngigkeit der ClI-Konzen-
tration maximal um das 4,5-fache stimulieren. Mit diesen Experimenten konnte
eindeutig eine Cl'-Abhingigkeit des Betain-Transports in H. halophilus unter

isoosmotischen Bedingungen gezeigt werden.

3.2.3 Betain-Transport nach hyperosmotischem Schock

In den vorangegangenen Experimenten wurde der Betain-Transport in H.
halophilus unter isoosmotischen Bedingungen untersucht. Eine effiziente
Osmoregulation erfordert jedoch unbedingt die Moglichkeit, augenblicklich auf
eine Erhohung der extrazelluliren Osmolaritét zu reagieren, um einen drastischen
Wasserverlust fiir die Zelle zu vermeiden. Um den Einfluf3 von CI" auf den Betain-
Transport nach einem hyperosmotischen Schock zu untersuchen, wurden Zellen in
NB-Medium in Gegenwart von 0,5 M NaCl angezogen, in der spit-
logarithmischen Wachstumsphase durch Zentrifugation geerntet, und das
Sediment wurde in Tris-Puffer mit 0,5 M NaCl resuspendiert. Danach wurden
Betain-Aufnahmestudien wie unter 2.3.5 beschrieben durchgefiihrt, wobei die
NaCl-Konzentration im Tris-Puffer 0,5 M betrug. Nach 60 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Osmolaritit des Puffers schlagartig auf eine
Osmolaritit entsprechend 1 M NaCl erhoht. Der hyperosmotische Schock erfolgte
durch Zugabe von 0,5 M NaCl bzw. 1 M Saccharose aus entsprechend
konzentrierten Stammldsungen. Wie aus Abb. 9 deutlich wird, reagierte H.
halophilus auf einen solchen hyperosmotischen Schock in beiden Fillen mit der
Akkumulation von Betain. Nach Zugabe von Saccharose war die Betain-
Akkumulation allerdings minimal. Wurde dieser Schock jedoch mit NaCl

ausgelibt, so erfolgte eine 4-fach hohere Anreicherung von Betain als mit
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Saccharose. Die Ergebnisse dieses Experiments zeigen, dafl sich die Betain-
Aufnahme nach einem hyperosmotischen in H. halophilus durch NaCl stirker

stimulieren 148t als durch Saccharose.
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Abb. 9: Betain-Aufnahme in H. halophilus nach hyperosmotischem Schock. 100 ul einer
Zellsuspension von H. halophilus (12-18 mg Protein/ml) wurden abzentrifugiert, und der Versuch
wurde durch Resuspendierung in 1 ml Tris-Puffer (pH 7.,4), der 0,5 M NaCl enthielt, gestartet. Die
Versuche wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach Einstellung des isoosmotischen
Gleichgewichts wurde zum angegebenen Zeitpunkt (Pfeil) durch Zugabe von 0,5 M NaCl bzw. 1
M Saccharose ein hyperosmotischer Schock ausgeiibt. Die Betainkonzentration im Puffer betrug 1
mM, es wurden 0,5 uCi ['“C]-markiertes Betain (spezifische Aktivitit: 55 mCi/mmol;

Endkonzentration: 9 yM) eingesetzt. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurden 50-pl-Aliquots

entnommen, und die intrazelluldre Betainkonzentration wurde bestimmt (s. 2.3.5).

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob CI" einen Einflu3 auf diesen
Schock-induzierten Betain-Transport hat. Dazu wurden Zellen in NB-Medium in
Gegenwart von 0,5 M NaCl angezogen, in der spitlogarithmischen Wachstums-
phase durch Zentrifugation geerntet, und das Sediment wurde in Tris-Puffer mit
0,5 M NaCl resuspendiert. Nach 60 min Inkubation bei Raumtemperatur hatte
sich ein isoosmotisches Gleichgewicht eingestellt, die intrazellulire Betain-
konzentration betrug 140 mM. Danach wurde die Osmolaritit im Puffer durch
Zugabe eines Gemisches aus NaCl und Na,SO, erhoht. Dabei wurde die Cl-

Konzentration im Gemisch gesteigert, die Osmolaritit jedoch durch
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entsprechende Zugabe von Na,SO, konstant (entsprechend 1 M NaCl) gehalten. In
Abb. 10 ist zu erkennen, daf3 auch die Schock-induzierte Betain-Aufnahme von H.
halophilus strikt von der CI'-Konzentration abhéngig war. Wihrend bei einem
Schock ohne CI" die Betain-Aufnahme nur in einem vernachldssigbaren Ausmaf
stattfand, lieB sich diese bei 1 M CI' um das 7-fache steigern. Aus diesen
Experimenten wird deutlich, daf} der Betain-Transport in H. halophilus neben der
bereits gezeigten Cl'-Abhingigkeit unter isoosmotischen Bedingungen auch nach

einem hyperosmotischen Schock CI'-abhingig ist.
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Abb. 10: Chlorid-Abhiingigkeit der Betain-Aufnahme nach einem hyperosmotischen Schock.
100 ul einer Zellsuspension von H. halophilus (12-18 mg Protein/ml) wurden abzentrifugiert, und
der Versuch wurde durch Resuspendierung in 1 ml Tris-Puffer (pH 7,4), der 0,5 M NaCl enthielt,
gestartet. Die Versuche wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach Einstellung des
isoosmotischen Gleichgewichts wurde zum gegebenen Zeitpunkt (Pfeil) durch Zugabe eines
Gemischs aus NaCl und Na,SO, ein hyperosmotischer Schock ausgeiibt. Die Osmolaritét in
diesem Gemisch wurde durch entsprechende Zugabe von Na,SO, konstant gehalten. 0 M CI' = 0
M NaCl + 0,66 M Na,SO,; 0,3 M CI' = 0,3 M NaCl + 0,46 M Na,SO,; 0,5 M CI"' = 0,5 M NaCl +
0,33 M Na,SO,; 0,7 M CI'= 0,7 M NaCl + 0,2 M Na,SO,; 1 M CI' =1 M NaCl. Die Betain-
konzentration im Puffer betrug 1 mM, es wurden 0,5 uCi ["*C]-markiertes Betain (spezifische

Aktivitdat: 55 mCi/mmol; Endkonzentration: 9 uM) eingesetzt. Zu den gegebenen Zeitpunkten

wurden 50-p1-Aliquots entnommen, und die intrazelluldre Betainkonzentration wurde bestimmt (s.
2.3.5).



56 Ergebnisse

3.24 Charakterisierung des Cl-abhiingigen Betain-Transports in H.
halophilus

In den unter 3.2.2 und 3.2.3 beschriebenen Experimenten konnte gezeigt
werden, daBB H. halophilus ein Cl-abhéngiges Transportsystem fiir das kompatible
Solut Betain besitzt. Im Folgenden sollte dieser Transport kinetisch und

energetisch detailliert charakterisiert werden.

3.2.4.1 Energetik des Transports

Die fiir einen aktiven Transport erforderliche Energie kann auf zwei
verschiedene Arten zur Verfiigung gestellt werden. Ist der Transport direkt an die
Hydrolyse von ATP gekoppelt, spricht man von einem primiren Transport-
vorgang. Wenn jedoch der Transport einer Substanz an den Sym- oder Antiport
einer anderen Substanz (z. B. H" oder Na") gekoppelt ist, wobei der iiber der
Membran anliegende Konzentrationsgradient dieser Substanz als Antriebskraft
genutzt wird, spricht man von einem sekundéren Transportmechanismus. Die Art
und Weise der energetischen Kopplung ist eine der grundlegenden Eigenschaften
eines Transportvorgangs und sollte daher auch fiir den Cl-abhingigen Betain-
Transport in H. halophilus charakterisiert werden. Zur Identifizierung der
Triebkraft des Transports kommen Inhibitoren zur Anwendung, die jeweils
spezifisch die eine oder andere Triebkraft ausschalten. Fiir H. halophilus wurde
gezeigt, dal Protonophore wie 4,5,4°,5‘-Tetrachlorsalicylanlid (TCS) oder
SF6847 Ay effektiv dissipieren und dafl der ATP-Synthase-Inhibitor DCCD die
ATP-Synthese zum Erliegen bringt (s. 3.1, Abb. 2 und 3). Abb. 11 zeigt, dall unter
Standardbedingungen der bereits beschriebene Cl-abhingige Betain-Transport
stattfindet. Gibt man jedoch 10 uM TCS bzw. 20 uM SF6847 hinzu, stoppt die
weitere Aufnahme des Betains sofort und die intrazelluldre Betainkonzentration
verbleibt fiir den Rest des Experiments auf dem gleichen Niveau. Dies ist ein
erster Hinweis dafiir, daf} die Betain-Aufnahme in H. halophilus primirer Natur
ist, da sekundire Transporter meist reversibel sind, und man in diesem Falle
erwarten miifite, da das Betain wieder aus der Zelle herausstromt und sich ein

Gleichgewicht auf dem Niveau der Ausgangsbedingungen einstellt. Die
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Vermutung, dal der Cl-abhingige Betain-Transport in H. halophilus primirer
Natur, d. h. direkt an die Hydrolyse von ATP gekoppelt ist, wird durch weitere
Hemmstoffstudien untermauert. Wurden die Zellen vor Beginn des Versuchs fiir
30 min mit 200 uM DCCD bei Raumtemperatur inkubiert, war im Folgenden
keinerlei Transport-Aktivitit zu beobachten (Abb. 11). Da in Vorversuchen
bereits gezeigt wurde, dal DCCD nur den ATP-Gehalt, nicht aber Ay dissipiert,
kann vermutet werden, da3 ATP-Hydrolyse die Triebkraft des Betain-Transports

ist.
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Abb. 11: EinfluB von Hemmstoffen auf die ClI'-abhéngige Betain-Aufnahme in H. halophilus.
100 ul einer Zellsuspension von H. halophilus (12-18 mg Protein/ml) wurden abzentrifugiert und
der Versuch wurde durch Resuspendierung in 1 ml Tris-Puffer, der 1 M NaCl enthielt, gestartet.
Zum Zeitpunkt der durch den Pfeil markiert ist, wurde 10 uM TCS bzw. 20 uM SF6847
zugegeben. Zur Untersuchung der Wirkung von DCCD wurden Zellen vor Versuchsbeginn 30
min mit 200 uM DCCD bei Raumtemperatur inkubiert. Die Betainkonzentration im Puffer betrug
1 mM, es wurden 0,5 uCi ["“C]-markiertes Betain (spezifische Aktivitdt: 55 mCi/mmol;
Endkonzentration: 9 xM) eingesetzt.

3.2.4.2 Untersuchungen zur Spezifitit des Betain-Transports

Aus anderen Prokaryonten ist bekannt, da Betain-Transporter hédufig die
Eigenschaft besitzen, neben Betain auch andere kompatible Solute oder deren
Vorstufen wie Prolin oder Cholin zu transportieren, wenn auch meist mit
niedrigeren Affinititen. So transportiert der primédre Transporter OpuC aus B.

subtilis neben Betain u.a. auch Ectoin, Carnitin und Cholin (KEMPF und BREMER,
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1998). Cholin und Prolin in Konzentrationen von 40 mM, was einem 400fachen
Uberschuf3 gegeniiber Betain entspricht, inhibierten die Betain-Aufnahme nicht.
Dabher liegt der Schlu} nahe, da3 H. halophilus iiber (einen) hochspezifische(n)

Betain-Transporter verfiigt.

3.2.4.3 Kinetische Studien zum Cl-abhiingigen Betain-Transport

Im Folgenden wurde die Kinetik des Betain-Transports untersucht. Dazu
wurden Zellen in NB-Medium in Gegenwart von 1 M NaCl angezogen, in der
spitlogarithmischen Wachstumsphase durch Zentrifugation geerntet, und das
Sediment wurde in Tris-Puffer mit 1 M NaCl resuspendiert. Danach wurden
Betain-Aufnahmestudien durchgefiihrt, wobei die NaCl-Konzentration im Tris-
Puffer 1 M betrug. Abb. 12A zeigt, dal die Betain-Aufnahme in H. halophilus
einer klaren Michaelis-Menten-Kinetik folgt, und aus einer Auftragung nach

Lineweaver-Burk lassen sich K und V. ermitteln (Abb. 12B). Als Mittelwert

max.

aus 5 voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten ergibt sich fiir K,

72,8 + 10,4 uM und fiir V_,, 14,0 = 0,2 nmol/min x mg Protein. H. halophilus

max.

transportiert Betain also mit einer relativ geringen Affinitdt und einer relativ

geringen Geschwindigkeit.
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Abb. 12: Kinetische Parameter der Cl-abhiingigen Betain-Aufnahme in H. halophilus. Die

initialen Raten der Betain-Aufnahme wurden in Zellsuspensionen von H. halophilus (1,2-1,8 mg

Protein/ml) bestimmt. Der Testpuffer enthielt 1 M NaCl sowie 9-1009 uM Betain. Es wurden 0,5

uCi ['*C]-markiertes Betain (spezifische Aktivitit: 55 mCi/mmol; Endkonzentration: 9 pM)

eingesetzt. A. Michaelis-Menten-Diagramm; B. Lineweaver-Burk-Diagramm.
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Eine weitere Auftragung der in den beschriebenen Experimenten erhaltenen
Daten nach Eadie-Hofstee gibt Hinweise auf die Anzahl unterschiedlicher
Transporter, die die untersuchte Substanz transportieren, zumindest dann, wenn
diese die Substanz mit verschiedenen Affinitéten transportieren. Sind mehr als ein
Transporter an dem Transport beteiligt, so ergeben sich in einem Eadie-Hofstee-
Diagramm zwei oder mehr Geraden mit unterschiedlichen Steigungen. Wie aus
Abb. 13 deutlich wird, ergibt sich fiir den Betain-Transport in H. halophilus in
einer solchen Auftragung jedoch nur eine Gerade, woraus sich schlieBen 148t, daf3
in H. halophilus nur ein Transporter fiir Betain zur Verfiigung steht. Sollten
allerdings zwei oder mehr Betain-Transporter in H. halophilus vorhanden sein, die
eine vergleichbare Affinitit fiir Betain aufweisen, so lieen sich diese mit diesem

Verfahren nicht identifizieren.
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Abb. 13: Eadie-Hofstee-Diagramm der Cl-abhéingigen Betain-Aufnahme in H.
halophilus. Die initialen Raten der Betain-Aufnahme wurden in Zellsuspensionen von H.
halophilus (1,2-1,8 mg Protein/ml) bestimmt. Der Testpuffer enthielt 1 M NaCl sowie 9-
1009 uM Betain. Es wurden 0,5 uCi ["*C]-markiertes Betain (spezifische Aktivitit: 55
mCi/mmol; Endkonzentration: 9 yM) eingesetzt.

3.2.5 Versuche zur Klonierung der fiir den Betain-Transporter
kodierenden Gene

In den vorangegangenen Experimenten wurde ein fiir Prokaryonten
einzigartiger, Cl'-abhéingiger Betain-Transport nachgewiesen. Es ist daher von
elementarem Interesse, detaillierte Studien zur Struktur und Funktion des

entsprechenden Transporters durchzufiihren. Da die Isolation des Transporters aus



60 Ergebnisse

H. halophilus mittels einer Proteinreinigung aufgrund methodischer Probleme ein
nahezu unmogliches Unterfangen darstellt, wurde der Weg gewihlt, liber die
Transportergene zum Protein zu gelangen. In einem ersten Schritt sollte daher
versucht werden, die Gene, welche fiir den Betain-Transporter in H. halophilus
kodieren, durch funktionelle Komplementation einer Mutante zu klonieren. Die
dafiir verwendete Mutante war E. coli MKH13, die freundlicherweise von Prof. E.
Bremer zur Verfiigung gestellt worden war. Dieser Stamm ist ein Derivat von E.
coli MC4100, dem durch Deletionen in den Genen proP und proU die Féahigkeit
genommen wurde, Betain aufzunehmen (HAARDT ef al., 1995). Ohne die Produkte
dieser beiden Gene ist die Osmoregulation in E. coli schwerwiegend gestort, und
der Organismus ist nur noch sehr eingeschrinkt in der Lage, in mineralischem
Medium (MAY et al., 1986) mit 0,8 M NaCl zu wachsen, auch dann, wenn das
Medium mit 1 mM Betain supplementiert ist.

Fiir die angestrebten Komplementationsstudien war es zunichst notwendig,
eine Genbank von chromosomaler DNA von H. halophilus zu erstellen. Hierzu
wurde chromosomale DNA nach ERRINGTON (1984) isoliert (s. 2.4.2.1) und fiir 30
min einer Restriktion mit Mbol unterzogen. Durch die kurze Inkubationszeit
erfolgte die Restriktion nicht vollstindig, sondern nur partiell. Die DNA-
Fragmente des gesamten Restriktionsansatzes wurden in einem préparativen
Agarosegel aufgetrennt, und die Fragmente, die groBer als 3 kBp waren, wurden
durch eine ,,QiaexII“-Reinigung isoliert. Die Grofe von 3 kBp wurde aufgrund
der ermittelten Daten (s. 3.2.3.1) unter der Annahme gewihlt, daf} es sich bei dem
Betain-Transporter aus H. halophilus um einen priméren Transporter handelt und
die Gene fiir primédre Transporter in anderen Prokaryonten meist in Operonen
vorliegen, die 3 kBp oder weniger umfassen (KEMPF und BREMER, 1998). Die so
erhaltene, fragmentierte chromosomale DNA aus H. halophilus wurde
anschlieBend in pUCI18 ligiert, der zuvor mit BamHI linearisiert worden war. Die
Plasmide wurden dann in E. coli DH5a transformiert. Jeweils 10 Transformanden
wurden in 100 ul LB-Medium in einem Reaktionsraum einer Mikrotiterplatte
resuspendiert, es wurde jeweils mit 100 ul Glyzerin aufgefiillt, und die Mikro-

titerplatten wurden bis zur weiteren Verwendung bei -70°C eingefroren. Auf diese
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Weise wurden insgesamt 5807 Transformanden erhalten. Stichprobenartig wurden
insgesamt 60 dieser Transformanden auf die GroBe des integrierten DNA-
Fragments untersucht. Die durchschnittliche FragmentgroBe war 4415 Bp und
56% aller Transformanden hatten ein Fragment von 3 kBp oder mehr. 43% der
Transformanden hatten ein kleineres Insert und der Anteil der Religanden ohne
Insert betrug 1%. Daraus ergibt sich fiir diese Genbank unter der Annahme, daf3
das Genom von H. halophilus annihernd so groB ist wie das von B. subtilis (4,2 x

10° Bp, KUNST et al. [1997]) nach:

N = In(1 - IF’)

In(1-—)

G

N = Anzahl der Transformanden
P = Wahrscheinlichkeit fiir das Vorhandensein jedes
beliebigen Genomabschnitts
F = durchschnittliche GroBe der integrierten
Fragmente

G = GroBe des gesamten Genoms

eine Wahrscheinlichkeit von 99,8%, dal3 jeder Abschnitt des Genoms von H.
halophilus mindestens einmal kloniert worden ist.

Im néchsten Schritt wurde E. coli MKH13 mit der Genbank transformiert.
Danach wurden Aliquots der Transformationsansitze auf MMA-Platten mit
Spectinomycin (100 pg/ml), die entweder kein NaCl und kein Betain, 0,8 M NaCl
und kein Betain oder 0,8 M NaCl und 1 mM Betain enthielten, ausplattiert. Auf
den Kontrollplatten ohne NaCl wuchsen in allen Fillen zahlreiche Trans-
formanden, auf den MMA-Platten mit 0,8 M NaCl ohne Zusatz von Betain
zeigten sich wie erwartet keine Kolonien. Auf den Platten, die sowohl NaCl als
auch Betain enthielten, sollten jene E. coli MKH13-Zellen in der Lage sein zu
wachsen, die durch Komplementation mit den entsprechenden Genen aus H.

halophilus die Fihigkeit zur Aufnahme von Betain wiedererlangt hitten. Trotz
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zahlreicher Wiederholungen dieser Versuche wurde in keinem Fall eine

Komplementation beobachtet.

3.2.6 Untersuchungen zur Substitution von CI" durch kompatible
Solute

Die beschriebenen Experimente belegen eindeutig, da3 die Akkumulation von
Betain in H. halophilus Cl'-abhingig ist. Daran anschlieBend stellt sich die Frage,
ob sich die CI'-Abhingigkeit des Wachstum von H. halophilus aufheben 14f3t,
wenn zum Betain alternative kompatible Solute oder deren Vorldufer dem
Medium in hohen Konzentrationen zugegeben werden. Um dies zu iiberpriifen,
wurden Wachstumsversuche in 15-ml-Kulturréhrchen in 5 ml NB-Medium
durchgefiihrt, dem die getesteten Substanzen in einer Konzentration von 1 M
zugefiigt wurden. Wenn moglich, wurden die Komponenten als Natriumsalze
eingesetzt, war dies aber aufgrund der Natur des eingesetzten Substituenten nicht
moglich, wie bei den meisten Aminoséduren, wurde 200 mM NaNO, zusitzlich
zugegeben, um das Na*-Bediirfnis von H. halophilus zu befriedigen. Bei diesen
Versuchen zeigte sich, da3 CI' von Glukonat, a-Ketoglutarat, Glukose, Fruktose,
sowie sdmtlichen natiirlichen Aminosduren bis auf Glutamat nicht substituiert
werden kann. Bemerkenswerterweise zeigte sich jedoch in NB-Medium mit 1 M
Na-Glutamat, Na,-Succinat bzw. Na,-Fumarat Wachstum, obwohl kein CI' im
Medium vorlag, was die oben formulierte These zur Substitution des Betains als
dominantes kompatibles Solut stiitzt. Dieser Effekt der Substitution von CI" war
nur dann zu beobachten, wenn die entsprechende Substanzen in hohen
Konzentrationen eingesetzt wurden. So erfolgte mit Na-Glutamat erst ab einer
Konzentration von 0,8 M Wachstum. Wie aus Abb. 14 deutlich wird, waren die
Léange der lag-Phase und die End-OD bei Wachstum mit 1 M Na-Glutamat
unveridndert im Vergleich zu 1 M NaCl. Allerdings betrug die Wachstumsrate mit

0,28 h' nur ca. 53% der optimalen Wachstumsrate.
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Abb. 14: Substitution von CI" durch Glutamat. 5 ml NB-Medium mit 1 M NaCl oder 1
M Na-Glutamat wurden aus einer Vorkultur 2%ig angeimpft, und das Wachstum wurde
direkt im Reagenzglas anhand der optischen Dichte (ODy,) verfolgt.

Um diesen Befund weiter zu untermauern, sollte untersucht werden, ob die
Aufnahme der oben identifizierten Komponenten Cl-unabhingig erfolgt. Hierfiir
wurden exemplarisch Aufnahmestudien mit ['*C]-markiertem Glutamat, analog zu
den bereits beschriebenen Studien zur Aufnahme von Betain durchgefiihrt. Im
Gegensatz zur Aufnahme von Betain wurde Glutamat Cl-unabhingig
aufgenommen (Abb. 15). Aus dem Diagramm wird deutlich, daf die initialen
Raten der Glutamat-Aufnahme in CI'- oder SO, -haltigem Puffer identisch waren.

In beiden Fillen betrugen die Transportraten 14,6 nmol/min x mg Protein.
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Abb. 15: Glutamat-Aufnahme in H. halophilus. 100 ul einer Zellsuspension von H. halophilus
(12-18 mg Protein/ml) wurden abzentrifugiert, und der Versuch wurde durch Resuspendierung in 1
ml Tris-Puffer (pH 7.4) gestartet. Die Versuche wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die
Glutamatkonzentration im Puffer betrug 1 mM, und es wurden 0,5 uCi ["*C]-markiertes Glutamat
eingesetzt. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurden 50-ul-Aliquots entnommen und die
intrazelluldre Glutamatkonzentration wurde bestimmt wie unter 2.3.5 beschrieben.
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3.3 Die CI'-abhiingige Motilitat von H. halophilus

H. halophilus ist ein durch ein Flagellum bewegliches Bakterium. Die
Rotation des bakteriellen Flagellums wird durch einen Ionenstrom angetrieben,
wobei das Kopplungsion H*, aber auch Na® sein kann. Im Folgenden sollte

untersucht werden, ob CI fiir die Beweglichkeit von H. halophilus notwendig ist.

3.3.1 Die chemotaktische Motilitit von H. halophilus ist Cl'-abhiingig
In einem ersten Schritt sollte zundchst untersucht werden, ob Cl einen Effekt
auf die Beweglichkeit von H. halophilus hat. Zu diesem Zweck wurden
Weichagarplatten mit 0,3% Agar hergestellt; diese enthielten 1 M NaCl, 1 M
NaBr oder 1 M NaNO, bzw. 0,66 M Na,SO,. Kolonien von H. halophilus, die auf
NB-Medium mit 1 M NaCl gewachsen waren, wurden mit sterilen Zahnstochern
parallel auf jeweils eine dieser Weichagarplatten iiberfiihrt, und die Platten
wurden bei 30°C in einer feuchten Kammer inkubiert. H. halophilus zeigte eine
eindeutige Motilitét, die sich an der kreisformigen Triibung des Agars rund um
die urspriinglich aufgesetzten Kolonien erkennen 1dBt (Abb. 16). Die
Geschwindigkeit, mit der sich die Zellen ausbreiteten, war mit 0,02 cm/h
allerdings recht gering. Es ist zu betonen, daf} die Kulturen auf allen Medien
wuchsen, jedoch war eine Beweglichkeit ausschlieBlich in Gegenwart von NaCl

zu beobachten.
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Abb. 16: Die Cl'-abhiingige Beweglichkeit von H. halophilus. Kolonien von H.
halophilus wurden parallel auf die vier Platten aufgebracht, und die Platten wurden bei
30°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Das Foto zeigt die Platten nach einer Inkubation
von 48 h. Die gezeigten Weichagarplatten enthielten NB-Medium mit 1 M NaCl, 1 M
NaBr, 1 M NaNO;, bzw. 0,66 M Na,SO,.

Um die Beweglichkeit von H. halophilus auf Weichagarplatten zu quanti-
fizieren, wurden Experimente durchgefiihrt, in denen die CI-Konzentration
variiert, die Salzkonzentration aber durch entsprechende Zugabe von NaNO,
konstant bei 1 M gehalten wurde. Durch diese Vorgehensweise lieen sich
gegebenenfalls auftretende Effekte der Osmolaritit oder der Na*-Konzentration
ausschlieBen. Abb. 17 zeigt, da} die chemotaktische Motilitét direkt von der CI'-
Konzentration auf den Platten abhingig war. Wihrend in Abwesenheit von CI’

keine Beweglichkeit zu verzeichnen war, stieg diese mit zunehmender CI-
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Konzentration stetig an und erreichte ab 0,8 M CI' ein Optimum, was der

optimalen Cl'-Konzentration fiir das Wachstum von H. halophilus entspricht.
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Abb. 17: Quantifizierung der Cl-abhiingigen chemotaktischen Motilitiat von H. halophilus.
Kolonien von H. halophilus wurden parallel auf Platten mit 1 M NaNO, (O0), 0,3 M NaCl + 0,7 M
NaNO; (), 0,5 M NaCl + 0,5 M NaNO,; (H), 0,8 M NaCl + 0,2 M NaNO; (&) oder 1 M CI' (O)
aufgebracht. Die Platten wurden bei 30°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Zu den gegebenen
Zeitpunkten wurde der Durchmesser des chemotaktischen Hofes gemessen und gegen die Zeit
aufgetragen (A). Abb. 16B zeigt die Schwimmgeschwindigkeit als Funktion der CI-
Konzentration.

3.3.2 (I ist nicht am Antrieb des Flagellums beteiligt

Die CI'-Abhingigkeit der Beweglichkeit konnte eine Beteiligung von Cl” oder
Api - am Antrieb des Flagellums reflektieren. Um dies zu iiberpriifen, wurde der
Effekt von Cl" auf die Beweglichkeit der Zellen in fliissigen Medien licht-
mikroskopisch untersucht. In NO;™-haltigem Medium gezogene Zellen zeigten zu
keinem Zeitpunkt des Wachstums Beweglichkeit. Dieser Kultur wurde dann NaCl
aus einer entsprechenden Stammlosung zu einer Endkonzentration von 1 M
zugegeben, und anschlieBend wurden Proben aus dieser Kultur mikroskopiert.
Wire CI direkt am Antrieb des Flagellums beteiligt, hitte man unmittelbar nach
Zugabe oder nach kurzzeitiger Inkubation mit NaCl eine Beweglichkeit der Zellen
erwartet. Dies war jedoch nicht der Fall, die Zellen verharrten in ihrer Unbeweg-

lichkeit, und erst nach einer Inkubation von 3-5 h in CI-haltigem Medium war

wieder Motilitidt zu beobachten.
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3.3.3 Nachweis der Flagellen von H. halophilus durch
rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Nachdem in den oben beschriebenen Experimenten eine direkte Beteiligung
von CI" am Antrieb des Flagellums ausgeschlossen werden konnte, sollte in den
folgenden Untersuchungen festgestellt werden, ob CI" einen EinfluB3 auf die
Morphologie, insbesondere die Begeillelung von H. halophilus hat. Zu diesem
Zweck wurden von Prof. G. Wanner vom Institut fiir Botanik der LMU Miinchen
freundlicherweise rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt.
Dazu wurde H. halophilus in NB-Medium mit 1 M NaCl bzw. 1 M NaNO,
angezogen, die Zellen wurden wie unter 2.7 beschrieben fixiert, und die Proben
wurden im Rasterelektronenmikroskop untersucht. Abb. 18 zeigt typische Zellen
von H. halophilus, die entweder in NB-Medium mit 1 M NaCl (A) oder in NB-
Medium mit 1 M NaNO; (B) angezogen worden waren. Es wird deutlich, daf} die
Zellen in NOjy-haltigem Medium zur Aggregatbildung neigten und die einzelnen
Zellen im Vergleich leicht angeschwollen waren. Entscheidend war jedoch der
Befund, daB keine der Zellen, die in NO;-haltigem Medium gewachsen waren,
ein Flagellum besa3, wihrend die in Cl-haltigem Medium gezogenen Zellen
Flagellen aufwiesen (Abb. 18). Die von den NO;-gezogenen Zellen ausgehenden
fadenartigen Strukturen waren keine Flagellen. Sie waren unregelmifiger
geformt, deutlich dicker (40-60 nm im Vergleich zu 25 nm fiir die Flagellen) und
liefen am Ende spitz zu. Diese fadenartigen Strukturen sind wahrscheinlich auf
eine verstirkte Schleimbildung von H. halophilus in der Abwesenheit von CI
zurlickzufiihren. Diese verstidrkte Schleimbildung ist auch die Ursache fiir die
Neigung zur Aggregation der Zellen in Abwesenheit von CI'. Die Ursache fiir die
beobachtete CI'-Abhingigkeit der Beweglichkeit von H. halophilus ist folglich,
daB} Zellen, die in der Abwesenheit von CI" gewachsen sind, kein Flagellum be-
sitzen. Die Ergebnisse dieser rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen
zeigen eindeutig, da3 die Synthese funktionsfihiger Flagellen in H. halophilus CI
abhéngig ist.
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Flagellen

Abb. 18: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von H. halophilus. H. halophilus
wurde in NB-Medium mit 1 M NaCl (A) bzw. 1 M NaNO; (B) angezogen, die Zellen wurden in
2,5% Glutaraldehyd fixiert, und diese Prdparate wurden im Rasterelektronenmikroskop
untersucht (s. 2.7). Die Pfeile weisen auf die Cl-abhingig gebildeten Flagellen hin, welche in
Abb. 17B nicht zu beobachten sind (Aufnahmen: G. Wanner).

3.34 Reinigung des Flagellins und Generierung eines spezifischen
Antiserums gegen das Flagellin von H. halophilus

Die CI'-Abhidngigkeit der Flagellenbildung in H. halophilus sollte durch
immunologische Studien auf Proteinebene untersucht werden. In einem ersten

Schritt war es daher notwendig, ein gegen das Flagellin von H. halophilus
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gerichtetes spezifisches Antiserum zu generieren. Um ein spezifisches Antiserum
gegen das Flagellin von H. halophilus zu erhalten, wurde zunichst das Flagellin
von H. halophilus gereinigt und anschlieBend zur Immunisierung eines Kanin-
chens eingesetzt. Zur Reinigung des Flagellins wurde H. halophilus in NB-
Medium mit 1 M NaCl angezogen, und die Flagellen wurden vom Zellkorper
abgeschert. AnschlieBend wurden ganze Zellen und Zelltrimmer durch
Zentrifugation entfernt, und der Uberstand wurde einer Ultrazentrifugation
unterzogen. Das Sediment wurde in 1 ml Tris-Puffer mit 1 M NaCl resuspendiert.
Wurde ein Aliquot einer solchen Flagellenprédparation in der SDS-PAGE
analysiert, zeigte sich hauptsdchlich ein Polypeptid mit einer abgeleiteten
molekularen Masse von 47 kDa (Abb. 19, Spur 1). Dieses Protein wurde durch
Elektroelution aus dem Gel isoliert. Eine aminoterminale Sequenzierung dieses
Polypeptids ergab die Sequenz: MRINHNIAALNT, welche zu der amino-
terminalen Sequenz des Flagellins aus B. subtilis 100% identisch ist. Dadurch ist

eindeutig gezeigt, da} es sich bei dem 47 kDa-Protein um das Flagellin von H.

halophilus handelt.
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Abb. 19: Reinigung des Flagellins von H. halophilus. SDS-PAGE einer
Flagellenpréparation (s. 2.6) vor (Spur 1) und nach einer Elektroelution (Spur 2). Die N-
terminale Sequenz des gereinigten Proteins wurde bestimmt. Diese ist in den ersten 12
Aminosduren 100% identisch mit dem Flagellin aus B. subtilis.

Das gereinigte Flagellin wurde lyophilisiert, und 300 ug des gereinigten
Flagellins wurden zur Immunisierung eingesetzt. Nach Erhalt des Antiserums
sollte zunichst die Spezifitit liberpriift werden. Dazu wurde H. halophilus in NB-

Medium mit 1 M NaCl angezogen, die Zellen wurden in der spitlogarithmischen
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Wachstumsphase durch Zentrifugation geerntet, und anschlieBend wurde ein
Rohextrakt hergestellt. Nur ein Polypeptid des Rohextrakts reagierte mit dem
Antiserum, wobei die apparente molekulare Masse von 47 kDa der des Flagellins
entsprach (Abb. 20). Diese Ergebnisse belegen, dal} das generierte Antiserum eine
hohe Spezifitit fiir das Flagellin von H. halophilus besitzt und somit fiir die

weiteren Untersuchungen eingesetzt werden konnte.
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Abb. 20: Spezifitit des anti-Flagellin Antiserums. Zellen wurden in NB-Medium in
Gegenwart von 1 M NaCl angezogen und durch Zentrifugation geerntet. Durch
Resuspendierung in Denaturierungspuffer und 10 min Kochen wurde ein Rohextrakt
hergestellt, und anschlieBend wurden 25 ug Protein in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Analyse erfolgte durch Western-Blot mit 7 #1 Antiserum.

3.3.5 Die Flagellinproduktion in H. halophilus ist CI'-abhiingig
Nachdem in den unter 3.3.3 beschriebenen Experimenten gezeigt wurde, daf3
Zellen von H. halophilus, die in Abwesenheit von CI" gewachsen waren, keine
Flagellen besitzen, stellte sich die Frage nach der Ursache fiir diesen Befund.
Grundsitzlich kamen dafiir mehrere Moglichkeiten in Frage. Einerseits wire es
denkbar, da3 die Wechselwirkung zwischen den einzelnen Flagellinmolekiilen in
1 M NaNO, gestort ist, und die Flagellen folglich nicht korrekt assembliert
werden konnen. Die CI-Abhingigkeit der Flagellenbildung wire in diesem Fall
sekundér und unspezifisch. Andererseits bestand aber auch die Mdoglichkeit, daf3
die Synthese von Proteinen des Flagellenapparats einschlieBlich des Flagellins
spezifisch durch CI" induziert wird. Diese beiden Moglichkeiten sollten durch
Western-Blot-Analysen mit dem gegen das Flagellin von H. halophilus
spezifischen Antiserum iiberpriift werden. Dazu wurde H. halophilus in NB-

Medium mit 1 M NaCl oder 1 M NaNO, angezogen, und die Zellen wurden in der
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spitlogarithmischen Wachstumsphase durch Zentrifugation geerntet. Es wurden
Rohextrakte hergestellt, und diese wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt. Im
Western-Blot konnte in den Cl-gezogenen Zellen eindeutig das Flagellin
nachgewiesen werden, wihrend es in den NO;-gezogenen Zellen nicht
nachweisbar war (Abb. 21). Diese Ergebnisse zeigen, dall zur Synthese von
Flagellin in H. halophilus die Gegenwart von Cl' im Medium essentiell ist, die

Flagellinbildung also CI'-abhéngig ist.
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Abb. 21: Die Synthese von Flagellin in H. halophilus ist CI'-abhingig. Zellen wurden in
NB-Medium in Gegenwart von 1 M NaNO; oder 1 M NaCl angezogen und durch
Zentrifugation geerntet. Durch Resuspendierung in Denaturierungspuffer und 10 min
Kochen wurde ein Rohextrakt hergestellt, und anschlieBend wurden 25 ug Protein in einer
SDS-PAGE aufgetrennt. Die Analyse erfolgte durch Western-Blot mit 7 ul anti-Flagellin

Antiserum.

Zur detaillierten Charakterisierung der Cl-abhédngigen Flagellinproduktion
sollte diese im Verlauf eines Wachstumsversuchs in NB-Medium mit 1 M NaCl
oder 1 M NaNO; untersucht werden. Hierzu wurden Zellen von H. halophilus in
NB-Medium mit 1 M NaNO, vorkultiviert, d. h. die Zellen aus der Vorkultur
besallen kein Flagellin und waren unbeweglich. Aus dieser Vorkultur wurde NB-
Medium mit 1 M NaCl oder 1 M NaNO, 10%ig angeimpft, das Wachstum der
Zellen wurde anhand der optischen Dichte verfolgt, zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden die Beweglichkeit der Zellen im Lichtmikroskop beobachtet
bzw. die Flagellinmenge im Western-Blot iiberpriift (Abb. 22). In den Kulturen,
die in Gegenwart von NaNO, wuchsen, konnte im gesamten Verlauf des

Wachstums weder Beweglichkeit noch Flagellin nachgewiesen werden, was im



72 Ergebnisse

Einklang mit den bisherigen Ergebnissen steht. In CI'-haltigem Medium dagegen
war bereits 3 h nach dem Transfer der Zellen in frisches Medium Flagellin
nachzuweisen (1). In lichtmikroskopischen Untersuchungen waren zu diesem
Zeitpunkt jedoch noch keine beweglichen Zellen zu beobachten, was wahr-
scheinlich darauf zuriickzufiihren ist, daf} die Zellen zwar Flagellin synthetisieren,
jedoch noch keine funktionellen Flagellen assembliert haben und dement-
sprechend auch noch keine Beweglichkeit zeigen. Nach 5 h Inkubation in CI-
haltigem Medium war die Flagellinmenge erhoht, und im lichtmikroskopischen
Bild waren diese Zellen auch deutlich beweglich (2). Das gleiche Bild ergab sich
nach 14 h, zu Beginn der stationdren Wachstumsphase (3). In der stationiren
Wachstumsphase war die Flagellinkonzentration verringert und in licht-
mikroskopischen Untersuchungen waren nur vereinzelte, schwach bewegliche
Zellen zu beobachten (4). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen belegen
eindeutig, da} die Synthese von Flagellin in H. halophilus Cl-abhédngig ist und

unmittelbar nach dem Transfer in frisches Cl™-haltiges Medium stimuliert wird.
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Abb. 22: Die CI'-abhiéngige Flagellinsynthese im Verlauf des Wachstums. H. halophilus wurde
aus einer NOj-haltigen Vorkultur in NB-Medium mit 1 M NaNO; oder 1 M NaCl iiberimpft, bei
30°C unter Schiitteln inkubiert, und das Wachstum der Zellen wurde anhand der optischen Dichte
(ODyy) der Kultur verfolgt. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurde die Beweglichkeit der Zellen im
Lichtmikroskop beurteilt, und die Flagellinkonzentration wurde im Western-Blot mit 7 ul
Antiserum quantifiziert.
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In den beschriebenen Experimenten konnte gezeigt werden, daf} urspriinglich
unbewegliche Zellen, die kein Flagellin synthetisieren, durch den Transfer in CI'-
haltiges Medium zur Flagellinsynthese und zur Beweglichkeit stimuliert wurden.
In den folgenden Untersuchungen sollte nun umgekehrt untersucht werden,
inwieweit bereits bewegliche Zellen, die Flagellin synthetisieren, durch die
Abwesenheit von CI in ihrer Flagellinsynthese gehemmt werden. Hierzu wurde
H. halophilus in 50 ml NB-Medium mit 1 M NaCl angezogen, die Zellen wurden
in der spitlogarithmischen Wachstumsphase durch Zentrifugation geerntet, und
das Sediment wurde in 1 ml Tris-Puffer mit 1 M NaCl resuspendiert. Danach
wurde diese Zellsuspension 20 mal durch eine sterile Kaniile (26 G) passagiert,
wodurch die Flagellen von den Zellen abgeschert werden, ohne daf3 die Zellen
dabei zerstort werden. In Abb. 23 wird deutlich, daB} in einem Rohextrakt solcher
Zellen kein Flagellin mehr nachweisbar war (VK). Zudem waren diese Zellen in
lichtmikroskopischen Untersuchungen unbeweglich, was das erfolgreiche
Abscheren der Flagellen dokumentiert. Aus dieser ,flagellenfreien® Zell-
suspension wurden nun Zellen in frisches NB-Medium mit 1 M NaCl oder 1 M
NaNO, iiberimpft. Im Verlauf des Wachstums wurde dann die Beweglichkeit und
die Flagellinkonzentration iiberpriift. In Zellen, die in Cl-haltiges Medium
transferiert worden waren, wurde bereits nach 3 h wieder Flagellin nachgewiesen.
Diese Zellen zeigten auch sehr schnell wieder Beweglichkeit (Abb. 23). Auch
nach lidngerer Inkubationszeit blieb die Flagellinkonzentration konstant, und die
Zellen blieben gut beweglich. Demgegeniiber war in den Zellen, die in NO; -
haltiges Medium iiberfiihrt worden waren, liber den gesamten Verlauf des
Versuchs kein Flagellin nachweisbar, und die Zellen zeigten in licht-
mikroskopischen Untersuchungen keine Beweglichkeit. Durch diese Experimente
konnte gezeigt werden, daB die Flagellinsynthese in H. halophilus nicht nur durch
die Anwesenheit von CI stimuliert wird, sondern dafl umgekehrt genauso eine
funktionierende Flagellinsynthese durch den Austausch von ClI' gegen NO;

gehemmt wird.
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Abb. 23: Die Flagellinsynthese wird in Abwesenheit von ClI° gehemmt. Aus einer
flagellenfreien* Vorkultur (VK) wurden Zellen in NB-Medium mit 1 M NaNO; oder 1 M NaCl
tiberimpft und bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurde die
Beweglichkeit der Zellen im Lichtmikroskop beurteilt, und die Flagellinkonzentration wurde im
Western-Blot mit 7 u1 Antiserum quantifiziert.

In den folgenden Untersuchungen sollte nun festgestellt werden, ob zwischen
der CI-Konzentration im Medium, der Morphologie der Zelle und der
Flagellinsynthese ein quantitativer Zusammenhang besteht. Hierzu wurde H.
halophilus in NB-Medium mit 1 M NaCl angezogen, und aus dieser Vorkultur
wurden jeweils 5 ml NB-Medium angeimpft. Die Cl'-Konzentration im NB-
Medium wurde variiert, die Salzkonzentration aber durch entsprechende Zugabe
von NaNO; konstant bei 1 M gehalten. Durch diese Vorgehensweise lieBBen sich
gegebenenfalls auftretende Effekte der Osmolaritit oder der Na'-Konzentration
ausschlieBen. Tab. 6 fafit die morphologischen Verdnderungen der Zellen bei
steigenden Cl'-Konzentrationen zusammen. In Abwesenheit von CI" neigten die
Zellen wie bereits beobachtet zur Aggregatbildung, diese Aggregate umfal3iten in
Abwesenheit von Cl” bis zu 20 Zellen. Bewegliche Zellen waren unter diesen
Bedingungen nicht zu beobachten. Mit zunehmender Salzkonzentration wurden
die gebildeten Aggregate kleiner, umfaf3ten bei 0,2-0,3 M CI nur noch jeweils 4-8
Zellen, vereinzelt traten bewegliche Zellen auf. Von 0,4-0,6 M CI zeigten sich
typische Sarcinen mit jeweils 4 Zellen. In diesen Kulturen waren zahlreiche
Zellen langsam beweglich. Unter optimalen Wachstumsbedingungen ab 0,8 M CI’
liegen die Zellen in Zweieraggregaten oder einzeln vor und zeigen zu 95% eine

lebhafte Beweglichkeit.
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Tab. 6: Der Einflu8 von CI" auf die Morphologie und die Beweglichkeit von H.
halophilus. Aus einer Cl-haltigen Vorkultur wurden Zellen in NB-Medium
tiberimpft. Das Medium enthielt die angegebenen CI-Konzentrationen; die Salz-
konzentration wurde durch entsprechende Zugabe von NaNO; auf eine konstante
Salzkonzentration von 1 M eingestellt. Morphologie und Beweglichkeit der Zellen
wurden durch lichtmikroskopische Untersuchungen beurteilt.

CI' [M] Morphologie Beweglichkeit'

0 groBBe Zellaggregate (> 8 Zellen) -

0,1 grolle Zellaggregate (> 8 Zellen) -

0,2 kleine Zellaggregate (4-8 Zellen) +/-

0,3 kleine Zellaggregate (4-8 Zellen) +/-

04 Sarcinen (4 Zellen)

0,5 Sarcinen (4 Zellen)

0,6 Sarcinen (4 Zellen)

08 einzelne Zellen und Diplokokken ++
1 einzelne Zellen und Diplokokken + +

'_: keine beweglichen Zellen; +/-: einzelne Zellen (< 20%) sind sehr langsam

beweglich; + : zahlreiche Zellen (> 80%) bewegen sich langsam; + +: alle Zellen

zeigen eine lebhafte Beweglichkeit.

Parallel zu den lichtmikroskopischen Untersuchungen wurde der Flagellin-

gehalt iiberpriift. Abb. 24A zeigt, dal die Menge an Flagellin mit steigender CI'-

Konzentration zunimmt, was in Ubereinstimmung mit der in lichtmikro-

skopischen Untersuchungen beobachteten Beweglichkeit steht. Quantifiziert man

die Intensitédt des Signals durch densitometrische Analyse und trigt die erhaltenen

Daten gegen die ClI'-Konzentration im Medium auf, so ergibt sich eine typische

Siattigungskurve mit einem Maximum der Intensitit bei 0,8-1 M CI" (Abb. 24B).

Bei diesen Konzentrationen ist auch das Wachstum von H. halophilus optimal

(ROEBLER und MULLER, 1998). Die Ergebnisse dieser Experimente belegen, daf}

die Flagellinkonzentration eine Funktion der CI'-Konzentration im Medium ist.
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Abb. 24: Quantifizierung der Cl'-abhingigen Flagellinsynthese in H. halophilus. A. Western-
Blot, B. Densitometrische Auswertung der Western-Blot-Analysen. Aus einer Cl-haltigen
Vorkultur wurden Zellen in NB-Medium iiberimpft. Das Medium enthielt die angegebenen Cl-
Konzentrationen; die Salzkonzentration wurde durch entsprechende Zugabe von NaNO; auf eine
konstante Salzkonzentration von 1 M eingestellt. In der spitlogarithmischen Wachstumsphase
(ODgyy, = 0,4-0,7) wurde 1 ml der Kultur geerntet, und durch Resuspendierung in
Denaturierungspuffer und 10 min. Kochen wurde ein Rohextrakt hergestellt. Anschlieend wurden
25 pg Protein in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die Analyse erfolgte durch Western-Blot mit 7 pul
anti-Flagellin Antiserum.

Um zu untersuchen, ob die Flagellinsynthese in H. halophilus in Abwesenheit
von CI stark eingeschrinkt oder aber vollstindig gestoppt wird, wurden Zellen in
NB-Medium mit 1 M NaNO, angezogen, und es wurden Rohextrakte hergestellt.
Von diesen Rohextrakten wurden steigende Proteinmengen in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Western-Blot mit dem anti-Flagellin Antiserum analysiert.
Abb. 25 zeigt, dal} sich auch in Zellen, die in NO;-haltigem Medium gewachsen
waren, Flagellin nachweisen lieB3, jedoch nur dann, wenn extrem grofle Mengen an
Protein fiir die SDS-PAGE eingesetzt wurden. Es wird deutlich, daf} selbst bei der
fiinffachen Proteinmenge (150 ug) nicht anndhernd soviel Flagellin nachzuweisen
war, wie in Zellen, die in Gegenwart von CI" gewachsen waren. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen zeigen, daf3 die Synthese von Flagellin in Zellen, die in
Gegenwart von CI” wachsen, um ein Vielfaches stimuliert wird, diese jedoch in

Zellen, die Gegenwart von NO;” wachsen, nicht vollstindig zum Erliegen kommt.
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Abb. 25: Die Flagellinsynthese findet in Gegenwart von NOj in reduziertem
Mabfe statt. Zellen wurden in NB-Medium in Gegenwart von 1 M NaNO; oder 1 M
NaCl angezogen und durch Zentrifugation geerntet. Durch Resuspendierung in
Denaturierungspuffer und 10 min Kochen wurde ein Rohextrakt hergestellt, und
anschlieBend wurden 25-150 pg Protein in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Analyse erfolgte durch Western-Blot mit 7 u1 anti-Flagellin Antiserum.

3.3.6 Untersuchungen zur Stabilitit des Flagellins von H. halophilus
Die Ergebnisse der bisher beschriebenen Experimente zeigten zusammen
genommen deutlich, daf} die Flagellinsynthese in H. halophilus CI'-abhéngig ist.
Um festzustellen, ob diese Cl-Abhingigkeit spezifisch auf die Synthese des
Flagellins wirkt und nicht auf eine mangelnde Stabilitit des Flagellums und/oder
des Flagellins in NO;-haltigem Medium zuriickzufiihren ist, wurden Experimente
zur Stabilitit des Flagellins in CI'- oder- NO;-haltigem Medium durchgefiihrt.
Hierzu wurde H. halophilus in 500 ml NB-Medium mit 1 M NaCl angezogen, und
die Flagellen der Zellen wurden prépariert (s. 2.6). Jeweils die Hilfte dieser
Flagellenpriparationen wurde anschlieBend einer Ultrazentrifugation (100.000 x
g) unterzogen, und die sedimentierten Flagellen wurden in 1 ml Tris-Puffer mit 1
M NaCl oder 1 M NaNO; resuspendiert. Danach wurde die Flagellinkonzentration
im Immunoblot bestimmt (t = O h). AnschlieBend wurden die Flagellen-
priaparationen bei 30°C inkubiert. Nach 24 bzw. 48 h wurde erneut jeweils eine
Ultrazentrifugation durchgefiihrt, und die sedimentierten Flagellen wurden in
Tris-Puffer mit 1 M NaCl oder 1 M NaNO,; resuspendiert. Jeweils ein Aliquot
dieser Flagellenpridparation wurde einer SDS-PAGE unterzogen, und an-
schlieBend erfolgte eine Immunoblot-Analyse mit dem anti-Flagellin Antiserum.
Wire das Flagellin von H. halophilus aus unbekannten Griinden in der
Abwesenheit von Cl destabilisiert, so miiiten die hochmolekularen Strukturen der

Flagellen bei Inkubation in Tris-Puffer mit 1 M NaNO, zerfallen, was wiederum
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zur Folge hitte, da} diese nicht mehr durch Ultrazentrifugation zu sedimentieren
wiren. In diesem Fall miilte die nachweisbare Flagellinmenge abnehmen. Abb.
26 verdeutlicht jedoch, daB3 die Flagellinkonzentration nach 24 und nach 48 h
Inkubation in NO;-und CI-haltigem Puffer gleich stark ist.

Oh 24 h 48 h
43 ' 0! t1 % b W ~
&-J adond d""“ {
. Ea |
NO5y CI NO; CI NO; CI

Abb. 26: Die Stabilitiit der Flagellen von H. halophilus. Eine Flagellenprépation (s. 2.6) von
H. halophilus wurde in Tris-Puffer mit 1 M NaNO; bzw. 1 M NaCl bei 30°C inkubiert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde eine Ultrazentrifugation durchgefiihrt, das Sediment wurde
erneut in dem entsprechenden Tris-Puffer resuspendiert und ein Aliquot wurde entnommen.
Jeweils 10 ug Protein wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt, und anschlieend erfolgte eine
Western-Blot-Analyse mit 7 gl des anti-Flagellin Antiserums.

Diese Befunde sollten durch elektronenmikroskopische Untersuchungen
bestitigt werden. Hierfiir wurden Flagellen von H. halophilus pripariert und in
Tris-Puffer in Gegenwart von 1 M NaCl oder 1 M NaNO; bei 30°C inkubiert.
Nach 24 h wurden diesen Flagellensuspensionen Aliquots entnommen, und nach
einer Negativkontrastierung wurden die Flagellen im Elektronenmikroskop
untersucht. Dabei zeigte sich, dal die Flagellen zwar durch die Prédparation in
Fragmente einer Linge zwischen 1 und bis zu 10 ym fragmentiert wurden (Abb.
27). Gleichfalls wird jedoch deutlich, dal} die Stabilitdt der Flagellen nicht CI'-
abhédngig war. Abb. 27 zeigt, daB3 sich weder die Anzahl noch die Linge der
Flagellen unterscheidet, unabhiingig davon, ob CI' (A+B) im Puffer vorlag oder
NO; (C+D). Diese Ergebnisse bestitigen die Befunde der Immunoblot-Analysen
und belegen, dall die Stabilitit der Flagellen nicht Cl'-abhéngig ist. Nach den
Ergebnissen der Untersuchungen zur Stabilitdt der Flagellen mu3 postuliert

werden, daf} die Flagellinsynthese in H. halophilus Cl-abhingig ist.
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NaCl NaNO;

Abb. 27: Die Stabilitit der Flagellen von H. halophilus ist nicht Cl'-abhéngig. Es wurden
Flagellen von H. halophilus préapariert und fiir 24 h bei 30°C in Tris-Puffer mit 1 M NaCl
(A4B) oder 1 M NaNO; (C+D) inkubiert. Die Flagellen wurden unfixiert einer Negativ-
kontrastierung unterzogen und im Elektronenmikroskop untersucht (Aufnahmen: G. Wanner).

3.3.7 Untersuchungen zur Substitution von CI" durch kompatible
Solute

Nachdem gezeigt wurde, dall kompatible Solute wie Glutamat CI" beim
Wachstum von H. halophilus substituieren konnen, stellte sich die Frage, ob
dieser Effekt auch in bezug auf die Motilitdit und die Flagellensynthese zu
beobachten war. Daher wurden Weichagarplatten hergestellt, die 1 M NaCl oder 1
M Na-Glutamat enthielten. Kolonien von H. halophilus wurden parallel auf diese

Platten tiberfiihrt, und anschliefend wurden diese Platten bei 30°C in einer
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feuchten Kammer inkubiert. Auf beiden Platten zeigte sich Wachstum, jedoch lie3
sich eine Beweglichkeit bemerkenswerterweise nur auf den Platten beobachten,
die CI" enthielten (Abb. 28). Die ClI'-Abhéngigkeit der Motilitit lie3 sich folglich

durch Glutamat nicht aufheben.

Na-Glutamat

Abb. 28: Die Cl-abhiingige Beweglichkeit von H. halophilus. Kolonien von H.
halophilus wurden parallel auf die Platten aufgebracht, und die Platten wurden bei 30°C
in einer feuchten Kammer inkubiert. Das Foto zeigt die Platten nach einer Inkubation
von 48 h. Die gezeigten Weichagarplatten enthielten NB-Medium mit 1 M NaCl oder 1
M Na-Glutamat.

In rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen sollte nun festgestellt
werden, ob Zellen, die in Gegenwart von Glutamat gewachsen waren Flagellen
besitzen. Hierfiir wurde H. halophilus in NB-Medium in Gegenwart von 1 M Na-
Glutamat angezogen, die Zellen wurden geerntet und 2,5% Glutaraldehyd fixiert.
Abb. 29 zeigt eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Zellen, die in
Gegenwart von Glutamat gewachsen waren. Es wird deutlich, dall die Zellen in
ihrer Morphologie solchen, die in Gegenwart von Cl° gewachsen waren,
entsprachen (s. Abb. 18). Allerdings zeigte sich ebenfalls deutlich, da3 keine
dieser Zellen ein Flagellum besall. Diese Ergebnisse belegen, daB} die
Flagellensynthese in H. halophilus Cl'-abhingig ist und CI diesbeziiglich nicht

durch Glutamat substituiert werden kann.
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Abb. 29: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von H. halophilus. H. halophilus
wurde in NB-Medium mit 1 M Na-Glutamat angezogen, die Zellen wurden in 2,5% Glutaraldehyd
fixiert, und diese Préaparate wurden im Rasterelektronenmikroskop untersucht (s. 2.7) (Aufnahmen:
G. Wanner).

Da bereits gezeigt wurde, daB3 die Flagellinsynthese in H. halophilus CI -
abhéngig ist, sollte nun untersucht werden, ob der Mangel an Flagellen in Zellen,
die in Gegenwart von Glutamat gewachsen waren, darauf zuriickzufiihren ist, daf3
in diesen Zellen kein Flagellin synthetisiert wird. Dafiir wurden Zellen in NB-
Medium mit 1 M NaCl oder 1 M Na-Glutamat angezogen, es wurden Zellextrakte
angefertigt und Immunoblot-Analysen mit dem anti-Flagellin Antiserum durch-
gefiihrt. Abb. 30 zeigt, da} in Gegenwart von CI Flagellin produziert wird, dies
jedoch in Gegenwart von Glutamat nicht der Fall ist.

Gluta-
mat

molekulare Masse [kDa]

Abb. 30: Die Flagellinsynthese kann nicht durch Glutamat stimuliert werden. Zellen wurden
in NB-Medium in Gegenwart von 1 M NaNO; oder 1 M NaCl angezogen und durch
Zentrifugation geerntet. Durch Resuspendierung in Denaturierungspuffer und 10 min Kochen
wurde ein Rohextrakt hergestellt, und anschlieBend wurden 25 pg Protein in einer SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Analyse erfolgte durch Western-Blot mit 7 1 anti-Flagellin Antiserum.
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Alle unter 3.3.6 vorgestellten Ergebnisse zeigen, dal Glutamat CI" zwar im
Wachstum von H. halophilus substituieren kann, dieses jedoch bemerkens-
werterweise beziiglich der Flagellinsynthese und damit der Beweglichkeit nicht

moglich ist.

3.3.8 Klonierung des fiir das Flagellin kodierenden Gens fliC
Nachdem in den unter 3.3.5 beschriebenen Experimenten gezeigt wurde, daf3
die Flagellinsynthese in H. halophilus Cl'-abhingig ist, sollte im nédchsten Schritt
untersucht werden, ob dieser Effekt auf eine Transkriptionsaktivierung zuriick-
zufiihren war. Voraussetzung dafiir ist, dal das entsprechende Gen bekannt ist. In
einem ersten Schritt muflte daher zundchst das Gen, welches in H. halophilus das
Flagellin kodiert (fliCy,), kloniert werden. Als Sonde wurde fIiC aus B. subtilis
(fliCy,) verwendet (Abb. 31). Letzteres wurde aus pDM67 (MIREL und
CHAMBERLIN, 1989), welches fliC,, enthdlt, per PCR amplifiziert. Da
prokaryotische Flagelline in den N- und C-terminalen Bereichen zwar
hochkonserviert sind (Joys, 1988), der dazwischenliegende Bereich jedoch in
GroBe und Sequenz stark variabel ist, sollte als heterologe Sonde nur der DNA-
Abschnitt eingesetzt werden, der fiir den konservierten N-Terminus des Proteins
kodiert. Dazu wurde das erhaltene PCR-Produkt einer Restriktion mit Clal
unterzogen, welches fliC,, in zwei Fragmente spaltet. Der 5'-Abschnitt, welcher
fiir den N-terminalen Bereich des Flagellins kodiert, hatte dabei eine Lénge von
367 Bp. AbschlieBend wurden die beiden durch Restriktion mit Clal erhaltenen
Fragmente einer prédparativen Agarosegelektrophorese unterzogen, und das 367
Bp-Fragment wurde gereinigt. Nachfolgend konnte dieses Fragment radioaktiv

markiert und als heterologe Sonde in Hybridisierungsexperimenten eingesetzt

werden.
Cld
0S1y

4—
0S14

Abb. 31: fliC aus B. subtilis in pPDM67 (MIREL und CHAMBERLIN, 1989). Gezeigt ist fliCy, mit
den Bindestellen fiir die Oligonukleotide OS1 und OS14 sowie die Lage der fiir die Konstruktion
der heterologen Sonde essentiellen Clal-Restriktionsschnittstelle.
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Um die Anzahl der durch Koloniehybridisierung zu analysierenden rekom-
binanten Klone mdglichst gering zu halten, wurde die unter 3.2.5 konstruierte
Genbank verwendet. Die insgesamt ca. 6000 erhaltenen Transformanden wurden
gleichmiBig verteilt, so daB3 8 x 750 Transformanden in jeweils 150 ml LB-
Medium angezogen wurden. AnschlieBend wurden préparative Plasmid-
isolierungen (s. 2.4.1) durchgefiihrt. Mit diesen so erhaltenen 8 Plasmid-
priparationen wurde ein Southern-Blot mit der radioaktiv markierten fliC,-Sonde
durchgefiihrt. Abb. 32 zeigt, daf} in sechs der acht Fraktionen der Genbank von H.
halophilus mindestens ein Signal auftritt. Fraktion 2 wurde als diejenige
ausgewihlt, mit der in den sich anschlieBenden Koloniehybridisierungs-

experimenten weitergearbeitet werden sollte.

Fraktion 1 2 3 4 5§ 6 7 8 AN

Abb. 32: Southern-Hybridisierung der Genbank aus H. halophilus mit einer heterologen
Sonde gegen fliC. Es wurden jeweils 15 pg DNA aus den 8 Fraktionen (Spur 1-8) der Genbank
aufgetragen, die Membran wurde mit der radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Als
Positivkontrolle wurden 15 yg von pPDM67 aufgetragen.

Aliquots der Fraktion 2 wurden in E. coli DH5a transformiert, rekombinante
Klone wurden auf LB-Platten ausgestrichen und einer Koloniehybridisierung nach

BULUWELA et al., (1989) unterzogen. In 1200 analysierten Klonen wurden
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insgesamt 10 positive gefunden. Abb. 33 zeigt reprédsentativ einen Filter mit

einem positiven Klon.

N

71 pDM67
pMR102

Abb. 33: Identifizierung der fliCy,-enthaltenden Klone. Gezeigt ist eine
Nylonmembran mit einem als positiv identifizierten Klon (pMR102) und der
Positivkontrolle (pDM67) nach einer Koloniehybridisierung mit der fliCp-Sonde.

Aus den 10 positiven Klonen wurden die Plasmide isoliert und mit den
Restriktionsenzymen Xbal, HindIll, und EcoRI gespalten. Bei diesen Re-
striktionsanalysen zeigte sich, da3 7 der 10 positiven Klone das gleiche Restrik-
tionsmuster ergaben, folglich identisch waren (pMR102). Alle trugen ein DNA-
Fragment aus der chromosomalen DNA von H. halophilus mit einer Groe von
ca. 5,6 kBp. Ein weiterer Klon (pMR111) zeigte ebenfalls das entsprechende
Restriktionsmuster jedoch mit zusétzlichen Banden, woraus sich schlieBen 148t,
das hier das gleiche Fragment wie zuvor enthalten war, aber zusitzlich ca. weitere
6 kBp. Zwei der als positiv identifizierten Klone (pMR115 und pMR124) lieen
sich nicht sinnvoll in das beobachtete Restriktionsmuster einordnen und wurden
im weiteren Vorgehen auler acht gelassen.

pMR102 enthielt somit fliC,,, oder zumindest Teile davon auf einem Insert von
ca. 5,6 kBp. Fiir die DNA-Sequenzierung wurden Subklone hergestellt. Dazu
wurde eine PCR mit den degenerierten Oligonukleotiden Fla2.2 und Flal.2d,
welche aus der Sequenz von fliC,, abgeleitet worden waren und eine HindllI-

Schnittstelle enthielten, mit pMR 102 als Matrize durchgefiihrt (Abb. 34). Dabei
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konnte ein DNA-Fragment mit ca. 700 Bp amplifiziert werden. AnschlieBend
wurde eine Restriktion mit HindlIll durchgefiihrt, um die in den Oligonukleotiden
vorhandene Restriktionsschnittstelle zugénglich zu machen. Das dabei erhaltene

420 Bp-Fragment wurde in pUC18 kloniert und sequenziert.

pMR102 %?,
~8.3kBp ©
Hind11 Hind11
S%Cr PCR >
;'\}; —_— Sy,
< ~700 Bp

chromosomale DNA
aus . halophilus

HindIl-Restriktion

Hindll  Hind1l

SiCr, Hindlll

420 Bp \

Klonierung in pUC18 SCyy,

pMR1021

3106 Bp
™ Hindll

Abb. 34: Klonierung von pMR1021. Ein Fragment von fliC,;, wurde per PCR amplifiziert, mit
HindIIl gespalten und in pUCI18 kloniert. Die Pfeile kennzeichnen die Bindestellen der
Oligonukleotide Fla2.2 und Flal.2d.

Abb. 35 zeigt die Sequenz des in pMR1021 enthaltenen fliC,,,-Fragments. Die
fiir die Klonierung in pUCI18 verwendeten HindIll-Schnittstellen sind fett
gedruckt dargestellt. Wie aus Abb. 35 deutlich wird, ist fiir keines der beiden
verwendeten Oligonukleotide eine Bindestelle auszumachen. Dies ist nur dadurch
zu erkldren, dal in dem urspriinglich amplifizierten 700 Bp-Fragment zwei
weitere HindllI-Schnittstellen vorlagen und so nach der Restriktion das spiter

sequenzierte 420 Bp-Fragment erhalten wurde.
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Hindll
GTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCGCTCCACTCCCATCACCTTTAT 50
pUC18-Sequenz
CAATTGTAAAATTAGAACCATCACTAGTTGCTACAGTCCAGGTACCTGTA 100
TCACCAGTAAAAGAAGATGCATCCGTAATTGTAATATTACCGCTACTACC 150
ATTAGTTTGTGTTGAGCTAGCTGAAGCAGGGGTAGTAGTTGTGCTACCAG 200
CAGTAACTTCTCCAGCAGTAGCATTCAATAGTTTTTGATTGTTAAATTCA 250
GTAGTATTTCCTATGCGATTTATTTCAGAAGTCAATTGATTCATTTCTTT 300
CTGGATTTCCCCACGGTCAGTTGAAGTATTTGTATCGTTACCAGATTGTA 350
CAGCTAATTCACGCATCCGCTGAAGAATGCTATGGGTTTCATTCAACGCT 400
Hindlll
CCTTCTGCAGTTTGAATCATAGAAATGGAATCTTGAGAGTTTCTTGAAGC 450
TTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCC 482

Pael PsA Sal Xbal  BamHl

Abb. 35: DNA-Sequenz des fliC,,,-Fragments. Gezeigt ist die Sequenz des Fragments aus fliC,,.
Die zur Klonierung verwendeten HindIII-Schnittstellen sind fett gedruckt dargestellt. Die
flankierenden Sequenzen aus pUCI18 sind unterstrichen dargestellt und die Restriktions-
schnittstellen aus der multiplen Klonierungsstelle sind angegeben.

Eine Analyse der erhaltenen Sequenz ergab, dal das analysierte DNA-
Fragment zu Sequenzen aus den N-terminalen Bereichen bekannter Flagelline
sehr @hnlich ist (Abb. 36). Es zeigte sich, dal am 5‘-Ende ca. 190 Bp von fliC,,
fehlten. Danach war die Ahnlichkeit zum Flagellin aus B. subtilis mit 56% am
grofiten, aber auch zu den Flagellinen von Bacillus halodurans, Clostridum
acetobutylicum und Acetobacterium woodii ergaben sich jeweils ca. 50%
Ahnlichkeit. Dabei war die Ubereinstimmung im konservierten N-terminalen
Bereich (bis Aminosdure 74) noch hoher, wihrend im variablen Bereich der
Flagelline dagegen wie erwartet keine Ahnlichkeiten auftraten. Am 3‘-Ende des

analysierten Fragments fehlen ca. 600 Bp von fliC,,.
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H. halophilus 1 ---RNSQDSISMIQTAEGALNETHSILORMRELAVQSGNDT--NTSTDRGEIQKEMNQLT 55

C. acetobutylicum 61 QSTRNAQDGISLVQTAEGNLNESQAILQRMRELAVQSATGT--NTSTDRANLELEFKQLQ 118
B. subtilis 61 MASKNSQDGISLIQTAEGALTETHAILQRVRELVVQAGNTGTQDKATDLOSIQDEISALT 120

B. halodurans 61 QASRNSQDGISLIQTAEGALDEVHSILQRMRELAVQSSNET--NVEQDQAALNDEFQQLV 118
A.woodii 61 TASTNANDSISLIQTAEGALNETHSILQRMRELAVQSSNDT--NTDADRGEIQKEINQLT 118

H. halophilus 56 SEINRIGNTTEFNNQKLLNATAGEVTAGSTTTTPASASSTQTNGSSGNITITDASSFTGD 115

C. acetobutylicum 119 SEVTRIAVQSEFNTKKLLD————m—mmm—m—mmm GSLTGTA-—————— OMTFQIGANS- 155
B. sublilis 121 DEIDGISNRTEFNGKKLLD—————m=mm=—m———mm GTYKVDTATPANQKNLVFQIGANA- 163

B. halodurans 119 EEIERIKDTTQFNTQKLLD———————————————— DTVDT—————————— VQOLOVGANS- 152
A. woodii 119 KEIDRISNDTEFNTQKLLNGYKAIKTTEAVSGLSSGGISVEAGVAGGTYHVKTTVTAAAL 178

H. halophilus 116 TGTWTVATSDGSNFTIDKGDGSGA 139

C. acetobutylicum 155 —_______________________ 155
B.sublilis 163 ——————— o _____ 163

B. halodurans 18 ——————___________ 152
A. woodii 179 SVFNRQEQGMAVFLVSHMVESAQQ 202

Abb. 36: Vergleich der Sequenz von FliC,, mit den N-terminalen Regionen anderer
Flagelline. Die Aminoséuresequenz von FliCp, wurde aus pMR1021 (Abb. 35) abgeleitet und mit
der N-terminalen Region von Flagellinen aus Gram-positiven Bakterien verglichen. Identische
Aminosiuren sind schattiert dargestellt.

3.39 Klonierung des fiir die $-Untereinheit der ATP-Synthase
kodierenden Gens atpD

Um quantitative Studien zur Cl’-abhingigen Expression des Flagellins in H.
halophilus durchfiihren zu konnen, war es unerldBlich zur internen Kontrolle
zusitzlich die Expression eines Gens zu untersuchen, welches durch die An- bzw.
Abwesenheit von CI voraussichtlich unbeeinfluf}t ist. In diesem Fall wurde atpD
als konstitutiv exprimiertes Gen ausgewihlt, welches fiir die p-Untereinheit der
ATP-Synthase kodiert, da diese iiber weite Bereiche hochkonserviert ist
(ABRAHAMS et al., 1994; SHIRAKIHARA et al., 1997) und daher ein Einsatz einer
heterologen Sonde in Koloniehybridisierungsexperimenten mit hoher
Wabhrscheinlichkeit zum Erfolg fiihrt.

AtpD aus Acetobacterium woodii (atpD,,) wurde mittels PCR mit Hilfe der
Oligonukleotide PatpD1 und PatpD?2 von pAF1 (FORSTER et al., 1995)
amplifiziert und in pUCI18 kloniert (pMR601). AnschlieBend wurde atpD mit
BamHI aus diesem Konstrukt herausgeschnitten, radioaktiv markiert und als
Sonde eingesetzt. Analog zur Klonierung von fliC (s. 3.3.6) wurde die unter 3.2.5
konstruierte Genbank in 8 Fraktionen aufgeteilt und in Fraktion 6 wurden

Fragmente identifiziert, die mit der atpD,,-Sonde reagierten (Abb. 37).
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\(
Fraktion 1 2 3 4 § 6 7 8 st

Abb. 37: Southern-Hybridisierung der Genbank aus H. halophilus mit einer
heterologen Sonde gegen atpD,, . Jeweils 15 pg DNA aus den 8 Fraktionen (Spur
1-8) der Genbank wurden im Southern-Blot eingesetzt, und die Membran wurde mit
der atpD,,-Sonde hybridisiert. Als Positivkontrolle wurden 10 yg vom Plasmid
pAF1 aufgetragen.

Im Folgenden wurden Aliquots der Fraktion 6 in E. coli DH50o transformiert.
Rekombinante Klone wurden auf LB-Platten ausgestrichen und einer Kolonie-
hybridisierung nach BULUWELA et al. (1989) unterzogen. In 1200 analysierten

Klonen wurden insgesamt 24 positive gefunden. Abb. 38 zeigt reprisentativ einen

Filter mit einem positiven Klon.

pAF1 ~>\

pMR212

Abb. 38: Identifizierung der atpDy,-enthaltenden Klone. Gezeigt ist eine
Nylonmembran mit einem als positiv identifizierten Klon (pMR212) und der
Positivkontrolle (pAF1) nach einer Koloniehybridisierung mit der azpD,,-Sonde.
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Bei diesen Restriktionsanalysen zeigte sich, dall 20 der 24 positiven Klone das
gleiche Restriktionsmuster ergaben, folglich identisch waren (pMR212). Alle
trugen ein Plasmid mit einem DNA-Fragment mit einer GréBe von ca. 2,2 kBp.
Ein weiterer Klon (pMR202.2) zeigte zusitzlich Fragmente von ca. 6 kBp. Drei
der als positiv identifizierten Klone (pMR213, pMR214.3 und pMR220.2) lielen
sich nicht sinnvoll in das beobachtete Restriktionsmuster einordnen und wurden

im weiteren Vorgehen auler acht gelassen.

Psi

Psi
pMR212
~4.9kb
h le DNA
¢ aﬁfs"}s(;.s?,g}?;;,gm Restriktion mit ZsA
PsA PsA
514 Bp
Klonierung in pUC18
. Psd
atpDyy,
pMR2121
3200 Bp
 Psi

Abb. 39: Klonierung von pMR2121. pMR212 wurde mit PsfI geschnitten und das
resultierende 514-Bp-Fragment wurde in pUC18 kloniert.

Das Insert von pMR212 wurde vom 5°- und vom 3‘-Ende her sequenziert,
wobei sich zeigte, dall atpD,,, im 5°‘-Bereich des enthaltenen Fragments liegt

(Abb. 39).
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GCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCAATCCACCGCGAAGCACCAG 50
Pael PsA Sall Xbal  BamHl afpD
TCTTTGAAAACTTAGCTACAGAAACTGAAATTCTGGAAACTGGAATTAAA 100
GTTGTAGACCTTTTAGCTCCATATGTAAAAGGTGGTAAAATTGGATTGTT 150
TGGTGGCGCCGGAGTAGGTAAGACCGTACTCATCCAGGAATTAATTAACA 200
ACATCGCCCAGGAACACGGTGGTATCTCTGTATTTGCCGGAGTGGGTGAG 250
CGTACACGTGAAGGTAACGACCTTTATTGGGAAATGACCGATTCAGGTGT 300
TATTAAGAAAACAGCTATGGTGTTTGGACAAATGAACGAACCGCCTGGTG 350
CTCGTATGCGCGTAGCTCTGTCTGGTTTAACAATGGCAGAATATTTCCGT 400
GATGAGCAAGGACAGGACGTATTGTTCTTCATAGACAACATCTTCCGTTT 450
CACCCAGGGCGGTCTTGAAGTATCTGCCCTTCTTGGACGTATGCCTCAGC 500
CGTTGGTTCCACCACCTTAGCACTGAATGGGACAC%AGCAATACAT 550
Xy
CTCTGCAGGTCAGTT == == == == == o= o= o o o o o o o o o o 565

unsequenzierter Bereich

-Vzn;M—REIZ—(N—Ila) B_p)_ = = ==TGAGATGATGTCTAAAATAGGCG 551
AAAAGAGGAGTTAGTAGGATCAATATTTTGCTGAAGAGCCATTCTGAGTA 501
TGACCTCACACATTATCTTCATTATCATAACGTGGAGAGTCCTTCAGTCA 451
GTCAACTTCGATGCGTTTTTCAGGAAACATCGTGTTTTTGAAGCAAGAGT 401
TTTACTCATATTTATTACCATTGCAATTGGAACAACGGTCAGCCGATTTT 351
TTCTTGATTTTATTGCATGGTCTAATAGTCTGGTCTACTTATTTTAAACG 301
TAAATCCATGAAACTATGAATAAATGAATAGTTTGTCAGAAAATGTCCAG 251
TATGATTGTTGTCTTCTCCGGTCAGACTTATAGTAAGTCTATGCTCGGGG 201
AGGCATCAGAAAATGAAAAGTTTACTAGCAGGGATTACGGTATTGATTAT 151
GGTATGTACAGGTGCTTATTCACAGGAACTGACTGCGGAGACACCTATTG 101
AAAATTTTGCAGCATTTGCTGAGAATGAGCAGCTGGACGTCAAGGAAGGT 51
CGATCACCCTCAAAGAGACGATATCGAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTC 1

—wHl Gy Kpd  Sad
w8

Abb. 40: Partielle DNA-Sequenz des Inserts von pMR212. Die Restriktionsschnittstellen aus
der multiplen Klonierungsstelle von pUC18 sind angegeben. Die zur Subklonierung verwendeten
PstI-Schnittstellen sind fett gedruckt.
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Am 3‘-Ende der klonierten chromosomalen DNA finden sich Ahnlichkeiten zu
ywzB, einem Gen mit unbekannter Funktion aus B. subtilis. Interessanterweise
liegt ywzB auch auf dem B. subtilis-Chromosom ca. 1000 Bp von atpD entfernt
(KUNST et al., 1997), so daBl davon ausgegangen werden kann, dall das H.
halophilus-Chromosom in diesem Bereich sehr dhnlich aufgebaut ist. In B. subtilis
liegen ywmA und atpC in dem Bereich zwischen atpD und ywzB. Abb. 40 zeigt
die Sequenzen des 5°- und des 3‘-Bereichs des Inserts von pMR212.

Abb. 41 zeigt einen Sequenzvergleich von AtpD,,, mit $-Untereinheiten von
ATP-Synthasen aus anderen Gram-positiven Organismen. Es wird deutlich, daf}
am 5°‘-Ende ca. 350 Bp von atpD,, fehlten. Im darauffolgenden Bereich betrigt
die Ahnlichkeit zu den anderen B-Untereinheiten ca. 95%. AuBerdem zeigte sich,
daf} der klonierte Bereich fiir Teile der ATP-bindenden Doméne kodiert, da die
zur ATP-Bindung essentiellen Walker-Motive A und B (WALKER et al., 1982)

gefunden wurden. Am 3‘-Ende fehlen ca. 900 Bp von atpD,,,.

H. halophilus 1

---------------------------------------------------------- PI 2

B. subtilis 59 VRTIAMASTDGVQRGMEAVDTGAPISVPVGDVTLGRVFNVLGENIDLNEPVPADAKKDPI 118
B. halodurans 59 VRTIAMGSTDGLVRGTEVVDTGAAISVPVGEVTLGRVFNVLGESIDLDEPIPADAERSPI 118
S.aureus 56 VRTIAMDSTDGVQRGMDVKDTGKEISVPVGDETLGRVFNVLGETIDLKEEISDSVRRDPI 115
A.woodii 54 VRCIAMDSTDGLMRNQEAVDTGSAIQVPVGKATLGRMFNVLGEPIDGKPFDTKDVVMHPI 113
H. halophilus 3 HREAPVFENLATETEILETGIKVVDLLAPYVKGGKIGLFGGAGVGKTVLIQELINNIAQE 62
B.subtilis 119 HRQAPSFDQLSTEVEILETGIKVVDLLAPYIKGGKIGLFGGAGVGKTVLIQELINNIAQE 178
B. halodurans 119 HREAPKFEELSTKTEILETGIKVVDLLAPYIKGGKIGLFGGAGVGKTVLIQELINNIAQE 178
S. aureus 116 HRQAPAFDELSTEVQILETGIKVVDLLAPYIKGGKIGLFGGAGVGKTVLIQELINNIAQE 175
A.woodii 114 HRHPPSFEEQQTQPEMFETGIKVVDLICPYVRGGKIGLFGGAGVGKTVLIQELINNIATQ 173
H. halophilus 63 HGGISVFAGVGERTREGNDLYWEMTDSGVIKKTAMVFGQMNEPPGARMRVALSGLTMAEY 122
B.subtilis 179 HGGISVFAGVGERTREGNDLFYEMSDSGVINKTAMVFGOMNEPPGARMRVALTGLTMAEH 238
B. halodurans 179 HGGISVFAGVGERTREGNDLYHEMSDSGVIKKTAMVFGQMNEPPGARMRVALSGLTMAEY 238
S. aureus 176 HGGISVFAGVGERTREGNDLYFEMSDSGVIKKTAMVFGOMNEPPGARMRVALSGLTMAEY 235
A.woodii 174 HGGLSVFAGVGERTREGNDLYYEMMESGVINKTALCFGQMNEPPGARMRIALAGLTMAEY 233
H. haloplilus 123 FRDEQGODVLFFIDNIFRFTQGGLEVSALLGRMP-------——mmmm e e e e m e m e e e m 157
B. subrilis 239 FRDVQGODVLFFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRMPSAVGYQPTLATEMGQLQERITSTNVG 298
B. halodurans 239 FRDKQGODVLLFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRMPSAVGYQPTLATEMGQLQERITSTKVG 298
S. aureus 236 FRDEQGODVLLFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRMPSAVGYQPTLATEMGQLQERITSTTKG 295
A. woodii 234 FRDDEGOQDVLLFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRMPSAVGYQPTLATEMGALQERITSTSKG 293

Abb. 41: Vergleich der Sequenz von AtpD,,;, mit den Sequenzen anderer ATP-Synthase (-
Untereinheiten. Die Aminoséduresequenz von AtpD,, wurde aus pMR212 (Abb. 40) abgeleitet
und mit den Sequenzen von B-Untereinheiten aus Gram-positiven Bakterien verglichen. Identische
Aminosiuren sind schattiert dargestellt, und die Walker-Motive A und B sind fett gedruckt.
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Um eine atpD,;,-Sonde zu konstruieren, wurde das entsprechende Fragment
aus pMR212 mit Pstl ausgeschnitten und in pUC18 kloniert, woraus pMR2121
resultierte (Abb. 39). Dieses Pstl-Fragment wurde im Folgenden als Sonde

eingesetzt.

3.3.10 Untersuchungen zur Cl-abhéingigen Expression von fliC

Nachdem homologe Sonden sowohl gegen den N-terminalen Bereich des
Flagellins (s. 3.3.6) als auch gegen die $-Untereinheit des ATP-Synthase aus H.
halophilus (s. 3.3.7) konstruiert worden waren, sollten nun Studien zur CI-
abhingigen Expression von fliC durchgefiihrt werden. In den unter 3.3.5
beschriebenen Experimenten war gezeigt worden, dafl die Ausbildung eines
funktionellen Flagellums sowie die Synthese des Flagellins in H. halophilus von
der Cl'-Konzentration abhéngig sind. Im Folgenden sollte iiberpriift werden, ob
die Transkription von fliC Cl'-abhéngig ist.

Voraussetzung fiir die Transkriptanalysen ist eine unbedingte Spezifitit der
Sonden. Um diese zu iiberpriifen, wurde chromosomale DNA von H. halophilus
einer Restriktion mit BamHI, Sacl bzw. Xhol unterzogen. 15 ug der geschnittenen
DNA wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und einer Southern-Hybridisierung
mit der radioaktiv markierten fliC-Sonde unterzogen. Abb. 42 zeigt das Ergebnis
der anschliefend durchgefiihrten Autoradiographie. Es zeigt sich, daB jeweils nur
ein einzelnes Signal auftrat, wobei sich die GroBe der markierten Fragmente
abhidngig vom eingesetzten Restriktionsenzym unterschied. Bei einer Restriktion
mit BamHI war ein Fragment mit einer Grée von ca. 4,9 kBp markiert, mit Sacl
war es 6,0 kBp und mit Xhol 14,0 kBp. Aus den Ergebnissen dieser Experimente

1aBt sich folglich schlielen, daf die konstruierte Sonde spezifisch fiir fliC ist.
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Abb. 42: Southern-Hybridisierung chromosomaler DNA von H. halophilus
mit der fliC-Sonde. Chromosomale DNA von H. halophilus wurde einer
Restriktion mit BamHI, Sacl bzw. Xhol unterzogen. 15 ug der geschnittenen
DNA wurden in einer Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und gegen die
radioaktiv markierte fliC-Sonde hybridisiert.

Um nun zu untersuchen, ob die Transkription des fiir das Flagellin
kodierenden Gens fliC Cl-abhéngig ist, wurden Transkriptanalysen durchgefiihrt.
Zuvor wurden Zellen in NB-Medium in Anwesenheit von 1 M NaNO, angezogen,
und aus dieser Vorkultur (VK) wurde H. halophilus in NB-Medium mit 1 M NaCl
oder 1 M NaNO; iiberimpft. Im Verlauf des Wachstums wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten 1 ml Kultur durch Zentrifugation geerntet und die Gesamt-RNA
isoliert. Abb. 43 zeigt das Ergebnis der durchgefiihrten Transkriptanalysen. Die
Transkriptmenge von atpD blieb iiber den gesamten Versuchszeitraum konstant.
Wie erwartet, wurde auch kein Unterschied zwischen CI'- und NO;-gezogenen
Zellen gefunden. Weiterhin wird deutlich, dal die Transkription von fliC
unabhingig von der Wachstumsphase war. Lediglich in der stationiren Phase
zeigte sich, daB} die Transkription von fliC zuriickging, was mit den Ergebnissen
der Immunoblot-Analysen iibereinstimmt (s. 3.3.5). Die fliC-Sonde reagierte mit
nur einem Transkript von ca. 1500 Bp. Diese GroBe korreliert sehr gut mit der zu
erwartenden Groe der mRNA von fliC, da das gereinigte Flagellin eine

abgeleitete molekulare Masse von 47 kDa aufweist (s. 3.3.4). In Gegenwart von
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CI" war die Transkriptmenge in jedem Fall erhoht. Eine densitometrische Analyse

zeigte eine Stimulierung um den Faktor 2.

Zeitpunkt @ @ @ @

Bp VK|NO3' c1-| NO;- c1-| NO; Cl'|NO3' cr

6583 -

4981 -
3638 -
2604 -

1908 -
1383_r'."”' <— fliC
955 - | “
623 -

281 -

B e R G S s e e e | <— appD)

Abb. 43: Hybridisierung von Gesamt-RNA aus H. halophilus gegen die fliC- oder
atpD-Sonde. H. halophilus wurde in NB-Medium mit 1 M NaNO; (NO;) oder 1 M
NaCl (CI) angezogen, und Gesamt-RNA wurde zu verschiedenen Zeitpunkten des
Wachstum isoliert. Die Zeitpunkte 1-4 entsprechen denen der Western-Blot-Analysen
(s. 3.3.5, Abb. 22). 2 pg der Gesamt-RNA wurden einer Northern-Hybridisierung
gegen die fliC- bzw. atpD-Sonde unterzogen. Positive Signale wurden durch eine
Autoradiographie sichtbar gemacht.

Die in den Northern-Blots erzielten Ergebnisse sollten durch eine weitere
Methode zur Transkriptanalyse verifiziert werden. Als Methode der Wahl kam
hierzu die RT-PCR zum Einsatz. Da eine Kontamination mit chromosomaler
DNA das Ergebnis der RT-PCR verfilschen wiirde, wurde zunichst gepriift, ob
sich in den RNA-Priparationen nach der DNasel-Behandlung noch chromosomale
DNA befand. Dafiir wurde eine PCR mit den Oligonukleotiden RTFlall und

RTFla21 durchgefiihrt. Die Anlagerungstemperatur betrug 50°C und die
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Elongationszeit 30 s. Unter diesen Bedingungen wurden 30 Zyklen durchgefiihrt.
Lief} sich nach dieser PCR in einer Agarosegelelektrophorese kein Amplifikat
nachweisen, wurde davon ausgegangen, daf} die getestete RNA-Prédparation keine
verunreinigende chromosomale DNA mehr enthielt. Es wurde eine RT-Reaktion
mit 1 ug der entsprechenden RNA als Matrize und dem Oligonukleotid RTFlall
eingesetzt wurde. AnschlieBend erfolgte eine PCR mit den Oligonukleotiden
RTFlall und RTFla21 unter den gleichen Bedingungen wie zuvor. Abb. 44 zeigt
die Amplifikate dieser PCR. Mit der RT-PCR wurde in den CI'-gezogenen Zellen
ein Amplifikat erhalten, dessen GroBfe mit 390 Bp der zu erwartenden
FragmentgroBe fiir ein fliC-Amplifikat entspricht. Auch mit dieser Methode lief3
sich in den NO;-gezogenen Zellen ein fliC-Transkript nachweisen. Analog zu den
Ergebnissen der Northern-Blots war die Transkriptmenge jedoch gegeniiber CI'-
gezogenen Zellen reduziert. Zwar lassen sich mit der RT-PCR ohne interne
Eichung keine Aussagen iiber absolute Zahlen treffen, jedoch ergeben die hier
erhaltenen Ergebnisse mit den Northern-Blots ein ilibereinstimmendes Bild, so daf3
festzuhalten bleibt, dal die Transkriptmenge in Cl'-gezogenen Zellen deutlich
erhoht ist. Allerdings ist auch in NO;-gezogenen Zellen ein fliC-Transkript

nachzuweisen.

Abb. 44: Amplifikate einer RT-PCR mit Oligonukleotiden gerichtet gegen fIiC.
H. halophilus wurde in NB-Medium mit 1 M NaNO; (NO;’) oder 1 M NaCl (CI')
angezogen, Gesamt-RNA wurde isoliert, und 1 ug der RNA wurde einer RT-
Reaktion mit dem Oligonukleotid RTFlall unterzogen. AnschlieBend wurde eine
PCR mit den Oligonukleotiden RTFlal1 und RTFla21 durchgefiihrt.
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3.4 Identifizierung weiterer Cl-abhéngig synthetisierter
Proteine in H. halophilus

H. halophilus zeigt eine Reihe von Cl'-abhédngigen, physiologischen Prozessen
wie den Betain-Transport, die Beweglichkeit und die Flagellinsynthese, deren
Untersuchung bereits detailliert dargelegt wurden (s. 3.2 und 3.3). Eine Erkldrung
fiir die essentielle Bedeutung von CI fiir das Wachstum von H. halophilus kann
allerdings durch keinen der oben geschilderten Prozesse gegeben werden, der
Effekt des CI" geht offensichtlich weit iiber diese Prozesse hinaus und scheint
globaler Natur zu sein. Um weitere Anhaltspunkte fiir die Funktion von CI" in H.
halophilus zu gewinnen, wurden daher Proteomanalysen mit Hilfe von 2D-
gelelektrophoretischen Studien durchgefiihrt, um Cl-induzierte Proteine zu
identifizieren.

Fiir die 2D-Gelelektrophorese wurde H. halophilus in 5 ml NB-Medium mit 1
M NaCl oder 1 M NaNO, angezogen, die Zellen wurden in der
spatlogarithmischen Wachstumsphase durch Zentrifugation geerntet, und das
Sediment wurde in 100 ul Denaturierungspuffer resuspendiert. Nach 2 h
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zelltrimmer durch Zentrifugation
sedimentiert, und der Uberstand wurde zur isoelektrischen Fokussierung
eingesetzt. AnschlieBend wurden die Proteine in der zweiten Dimension nach
ihrer molekularen Masse aufgetrennt. Nach Abschluf3 der SDS-PAGE wurden die
Proteine durch Féarbung mit Coomassie-Brilliant-Blue sichtbar gemacht.
Insgesamt wurden acht Paare von Gelen, wie sie in Abb. 45 zu sehen sind,
angefertigt und mit Hilfe der ,,2D-Master* Software (Fa. Pharmacia, Uppsala,
Schweden) analysiert. Es wurden sechs Proteine identifiziert, die in allen acht
Wiederholungen in den ClI° gewachsenen Zellen mindestens zweimal stirker
auftraten als in Zellen, die in Gegenwart von NO; gewachsen waren. Im Mittel
traten diese Proteine in Zellen, die in Medium mit CI" gewachsen waren, zwischen
2,5 mal und 25 mal stirker auf als in Zellen, die in Gegenwart von NO;

gewachsen waren.
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Abb. 45: CI'-abhéngig synthetisierte Proteine in H. halophilus. H. halophilus wurde in NB-
Medium mit 1 M NaCl (A) oder 1 M NaNO; (B) angezogen und in der spétlogarithmischen
Wachstumsphase geerntet. 120 yg Protein wurden anschlieend in einer 2D-Gelelektrophorese

aufgetrennt (s. 2.5.3). Markiert und numeriert sind diejenigen Proteine, die in 8 Wiederholungen in

CI'-gezogenen Zellen stets mindestens 2-fach induziert waren.
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In Tab. 7 sind die abgeleiteten molekularen Massen und isoelektrischen

Punkte der Proteine sowie der Grad ihrer Induktion zusammengefal3t.

Tab. 7: Eigenschaften der Cl'-abhiingig synthetisierten Proteine in
H. halophilus. Die Daten fiir die molekulare Masse und den
isoelektrischen Punkt wurden Abb. 38 entnommen.

Nr. | mol. Masse IEP' Induktion®
1 73 kDa 5,2 25-fach
2 28 kDa 5,1 2,5-fach
3 21 kDa 54 10-fach
4 23 kDa 59 6-fach
5 17 kDa 55 3,3-fach
6 17 kDa 5,7 5-fach

'IEP: isoelektrischer Punkt.

Zangegeben ist jeweils der Mittelwert aus 8 unabhiingigen Wieder-
holungen. Die Analyse der Gele erfolgte mit der ,,2D-Master*-
Software.

Die N-terminale Sequenzierung der sechs zu untersuchenden Proteine wurde
freundlicherweise von Herrn Dr. Kellermann im MPI fiir Biochemie in
Martinsried durchgefiihrt. Nach Erhalt der N-terminalen Sequenzen wurde in
Datenbanken nach @hnlichen Proteinen gefahndet (Tab. 8). Protein 1 ist einem
abgeleiteten Protein aus Streptomyces coelicolor dhnlich und konnte so als
Untereinheit eines ABC- (ATP-binding cassette-) Transporters identifiziert
werden (REDENBACH et al., 1996). Fiir das Protein 2 findet sich eine
Ubereinstimmung mit dem Protein YhfK unbekannter Funktion aus B. subtilis.
Sequenzanalysen ergaben jedoch, dal YhfK dhnlich zur NAD-bindenden Doméne
von Aspartat- und Glutamat-Semialdehyd Dehydrogenasen ist (HADFIELD et al.,
1999; KUNST et al., 1997). Protein 3 konnte aufgrund seiner Ahnlichkeit zu SodA
aus B. subtilis als Superoxid-Dismutase identifiziert werden (KUNST et al., 1997).
Die Proteine 4 und 5 zeigen beide Ahnlichkeiten zu regulatorisch aktiven
Proteinen. Protein 4 ist dhnlich zu YvyD, einem Protein aus B. subtilis, das die

Aktivitit des alternativen Transkriptionsfaktors 6" moduliert (DRZEWIECKI et al.,
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1998). Protein 5 ist dhnlich zu LuxS aus Helicobacter pylori, einem Protein, das
an der Biosynthese eines Autoinduktors beteiligt ist (SCHAUDER et al., 2001). Die

N-terminale Sequenz des Protein 6 konnte leider nicht bestimmt werden.

Tab. 8: Identifizierung der Cl'-abhéngig synthetisierten Proteine.

Protein N-Terminus dhnlich zu' | Organismus Funktion
abg. ABC-Transporter:
1 ...ALSDIPDKYASEI... S. coelicolor
Protein ATP-bindende UE
MKVLVVGANGQIGKHL-
2 YhfK B. subtilis unbekannt
VSTIQESNKLEAKAMI...
...AKFELPELPYAYDALE- Superoxid-
3 SodA B. subtilis
PTIDKETM... Dismutase
MLQYTIRGENLEVTDSIK-
4 YvyD B. subtilis 6" Modulator
DYVEKKVGK...
Autoinduktor-
5 MQMNVEVFNLDHTKVKAP... LuxS H. pylori
synthese
6 n.b. --- --- -

I: angegeben ist jeweils das Protein, das bei einem BLAST-Vergleich die hochste Ahnlichkeit
ergab.

34.1 Klonierung der Gene, die fiir die CI'-abhéingig synthetisierten
Proteine YvyD und LuxS kodieren

In den vorangegangen Experimenten konnten insgesamt 5 Cl-abhingig
synthetisierte Proteine anhand ihrer N-terminalen Sequenzen und anschlieBenden
Datenbankanalysen identifiziert werden. Zwei davon, das YvyD- und das LuxS-
dhnliche Protein, waren aufgrund ihrer abgeleiteten regulatorischen Funktion von
besonderem Interesse, weshalb versucht werden sollte, die fiir diese Proteine
kodierenden Gene zu klonieren, um daran anschlieBend Transkriptanalysen
durchfiihren zu konnen. Daher wurden aus den ermittelten N-terminalen
Sequenzen und konservierten Regionen mehrerer dhnlicher Proteine degenerierte
Oligonukleotide abgeleitet. Mit Hilfe dieser Oligonukleotide konnten yvyD und
luxS aus chromosomaler DNA aus H. halophilus amplifiziert werden. Das yvyD-

Amplifikat hatte eine Grée von 239 Bp. Das Fragment wurde in pUC18 kloniert
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(pMR401) und sequenziert. Abb. 46 zeigt die DNA-Sequenz des Fragments sowie

die Bindestellen der eingesetzten Oligonukleotide PCip4.1 und PCip4.2c.

AAGCTTTATGTAGAAAAAAAGGTGGGCAAACTGGAGCGCTACTTTGATAA 50
PCip4.1
TCCACCATCTTCTGAGGTTCACGTAAACTTAAGTGTCTATAATGATGAGC 100
AGACAATCGAGGTCACAATTCCAATGAAGAACCTGCTTCTTCGTGCGGAG 150
GAACACAGTACAGATTTATATGCTGCCATCGACCTTGTGGTTGATAAATT 200
GGAACGACAAATTCGTAAGCACAAGACTAAGGTAAGCTT 239

Abb. 46: DNA-Sequenz des yvyD-Fragments aus H. halophilus. Gezeigt ist die Sequenz des
HindlI-Fragments aus pMR401. Die Bindestellen fiir die Oligonukleotide PCip4.1 und PCip4.2¢c

PCipd.2c

sind unterstrichen dargestellt, die HindlII-Schnittstellen sind fett gedruckt.

Ein Vergleich der aus dieser Sequenz abgeleiteten Aminosiduresequenz mit der

Sequenz von YvyD aus B. subtilis identifizierte das klonierte Fragment eindeutig

als Teil von yvyD (Abb. 47).

H. halophilus 1 ——— - KLYVEKKVGKLERYFDNPPSSEVHVNLSVYNDEQT-IEVTIPMK 43
B. subtilis 1 MNYNIRGENIEVTPALKDHVERKIGKLERYFDHSVDADVNVNLKFYNDKESKVEVTIPMT 60
H. halophilus 44 NLLLRAEEHSTDLYAAIDLVVDKLERQIRKHKTKVS-———————————— e mmmmmmm 79
B. subtilis 61 DLALRSEVHNEDMYNAIDLATNKLERQIRKHKTKVNRKFREQGSPKYLLANGLGSDTDIA 120
H. halophilus 79 - ———— - 79
B. subtilis 121 VQDDIEEEESLDIVRQKRFNLKPMDSEEAILQMNMLGHNFFVFTNAETNLTNVVYRRNDG 180
H. halophilus 79 ————————— 79
B. subtilis 181 KYGLIEPTE 189

Abb. 47: Vergleich von YvyD aus B. subtilis und dem YvyD-dhnlichen Protein 4 aus H.
halophilus. YvyDg, hat eine Linge von 189 Aminoséduren. Identische Aminosduren sind schattiert

dargestellt.

Fiir [uxS hatte das erhaltene Amplifikat eine GroBe von 357 Bp. Auch dieses

Fragment wurde in pUCI18 kloniert (pMR501) und sequenziert. Die dabei

erhaltene Sequenz ist in Abb. 48 dargestellt. Aus der Sequenz wird deutlich, daf3

das Oligonukleotid pCip5.1 nicht auf seiner ganzen Lidnge gebunden hat.

Lediglich die mit einem Punkt markierten Nukleotide stimmen mit der Sequenz

von PCip5.1 iiberein.
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AAGCTTTAACCTGGATCATACGAAAGTGAAAGCTCCTTATATCCGCCTTG 50
PCip5.1
TCGGTGTAACCGAAGGAGATAAAGGTGACAAGATCTACAAATATGATATC 100
CGTGTGGAACAGCCTAACCAGGAGCATATGGATATGCCGGCTCTTCATTC 150
CCTTGAACACCTGATGGCTGAAAACAGCCGTAATCATCACGACCGTATTA 200
TCGATATCGGTCCAATGGGCTGCCAGACAGGATTTTATCTTGCTGTATTA 250
AATGATGACAGTTATGAAAATATTCTTCAGGTTGTAGAGAACACACTGAA 300
AGACGTACTAAATGCTACAGAAGTTCCAGCCTGCAACGAATACCAGTGCG 350
PCip5.2b
GAAGCTT 357

Abb. 48: DNA-Sequenz des luxS,,-Fragments. Gezeigt ist die Sequenz des HindlII-Fragments
aus pMR501. Die Bindestellen fiir die Oligonukleotide PCip5.1 und PCip5.2b sind unterstrichen
dargestellt. Mit Punkten markiert sind die Nukleotide, die mit der Sequenz von PCip5.1
tibereinstimmen. HindlIII-Schnittstellen sind fett gedruckt.

Trotz dieses unspezifischen Bindens von PCip5.1 ergab ein Vergleich der aus
pMR501 ableiteten Aminosiduresequenz mit LuxS aus H. pylori, daf} das klonierte

Fragment ein Teil von luxS aus H. halophilus ist (Abb. 49).

H. haloplilus 1 —-——————- SFNLDHTKVKAPYIRLVGVTEGDKGDKIYKYDIRVEQPNOEHMDMPALHSL 51
H. pylord 1 MKTPKMNVESFNLDHTKVKAPYVRVADRKKGVNGDLIVKYDVRFKQPNQODHMDMPSLHSL 60
H. halophilus 52 EHLMAENSRNHHDRIIDIGPMGCQTGFYLAVLNDDSYENILQVVENTLKDVLNATEVPAC 111
H. pylord 61 EHLVAEIIRNHASYVVDWSPMGCQTGFYLTVLNHDNYTEILEVLEKTMQODVLKATEVPAS 120
H. halophilus 112 NEYQCGS-——————————— e 118
H. pylort 121 NEKQCGWAANHTLEGAKDLARAFLDKRAEWSEVGV 135

Abb. 49: Vergleich von LuxS aus H. pylori und dem LuxS-dhnlichen Protein 5 aus H.
halophilus. Die Aminosiuresequenz von LuxS,, wurde aus pMR501 (Abb. 41) abgeleitet. LuxS,,
hat eine Lidnge von 135 Aminoséuren. Identische Aminosiuren sind schattiert dargestellt.

Mit den konstruierten degenerierten Oligonukleotiden PCip4.1 und PCip4.2c,
bzw. PCip5.1 und PCip5.2b ist es folglich gelungen, Bereiche aus den Genen zu
klonieren, die fiir Cl'-abhédngig synthetisierte Proteine kodieren. Die klonierten
Gene yvyD und [uxS konnen in weitergehenden Studien als Werkzeuge eingesetzt

werden.
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3.5 Die CI'-abhiingige Osmotoleranz weiterer Bakterien

In abschlieBenden Untersuchungen sollte die Verbreitung einer CI-
Abhingigkeit des Wachstums von Bakterien untersucht werden. Dazu wurden
insgesamt 44 verschiedene, willkiirlich ausgewihlte Bakterienstimme, die nicht
halophil sind, dahingehend untersucht. Dazu wurden Wachstumsversuche in 15-
ml-Kulturrohrchen mit 5 ml LB-Medium durchgefiihrt (s. 2.2.4), wobei die
Salzkonzentration durch entsprechende Zugabe von NaCl, Na,SO, bzw. Na-
Glukonat zwischen O und 1,5 M variiert wurde. Die Kulturen wurden von
Agarplatten angeimpft und das Wachstum wurde nach 15 h Inkubation unter
Schiitteln bei der optimalen Wachstumstemperatur (30 bzw. 37°C) anhand der
optischen Dichte beurteilt. Dabei zeigte sich, das 25% (11 von 44) der getesteten
Stimme in Cl’-haltigem Medium eine deutlich hthere Osmotoleranz als in SO,*-
bzw. in Glukonat-haltigem Medium zeigen. Als deutlich hohere Osmotoleranz
wurde bewertet, wenn die Stimme bei der angegebenen Salzkonzentration mit CI
nach 15 h eine ODg,, von iiber 1 erreicht hatten, wihrend mit den beiden anderen
getesteten Anionen kein Wachstum zu verzeichnen war. Tab. 9 faBit die
identifizierten Stimme zusammen und listet die Salzkonzentrationen auf, ab
denen der entsprechende Stamm ausschlieflich in Gegenwart von CI' zum
Wachstum kommt. Die entsprechenden Wachstumskurven sind im Anhang
gezeigt. Die Ergebnisse dieser Experimente belegen eindeutig, dall die
Osmotoleranz von Bakterien in einem Viertel der darauthin untersuchten Stimme
eine Cl-Abhingigkeit zeigt, CI" folglich eine essentielle Funktion bei der

Reaktion auf hyperosmotische Bedingungen zugesprochen werden muf3.
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Tab. 9: Die Cl-abhéngige Osmotoleranz verschiedener Bakterien. Angegeben ist jeweils die
Art und die Salzkonzentration, ab der Wachstum ausschlieBlich in Cl-haltigem Medium zu
beobachten war, wihrend mit SO,* bzw. Glukonat kein Wachstum mehr stattfindet sowie die

maximal tolerierte NaCl-Konzentration.

Art' lim. Salzkonz. [M]* | max. NaCl-Konz. [M]®
Aeromonas hydrophila 1,5 1,5
Bacillus megaterium 1,2 12
Bacillus subtilis 1,2 12
Corynebacterium glutamicum 1,2 1,5
Escherichia coli 1,2 12
Paracoccus denitrificans 04 0,8
Proteus mirabilis 1,5 1,5
Proteus vulgaris 1,2 12
Staphylococcus aureus 1,5 1,5
Thermus thermophilus 04 04
Vibrio fischeri 0,8 1,5

'bei folgenden Arten wurde keine Cl-Abhingigkeit festgestellt: Agrobacterium tumefaciens,
Bacillus thuringiensis, Burkholderia cepacia, Cellulomonas flavigena, Citrobacter freundii,
Comamonas acidovorans, Comamonas testosteroni, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
cloacae, Enterococcus faecium, Hydrogenophaga palleronii, Klebsiella oxytoca, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus plantarum, Listeria grayi, Micrococcus lylae, Mycobacterium phlei,
Pediococcus pentosaceus, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
putida, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas syringae, Ralstonia eutropha, Salmonella
typhimurium, Serratia marcescens, Sporosarcina ureae, Staphylococcus carnosus, Staphy-
lococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus xylosus, Xanthomonas
campestris, Zoogloea ramigera.

Mim. Salzkonz.: limitierende Salzkonzentration, ab der Wachstum ausschlieBlich in CI-
haltigem Medium auftritt.

*max. NaCl-Konz.: maximale NaCl-Konzentration, bei der der jeweils angegebene Stamm
Wachstum zeigt.
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von CI" im Stoffwechsel
von H. halophilus detailliert untersucht. Wéhrend eine Funktion von CI" in der
priméren Bioenergetik ausgeschlossen werden konnte, wurde mit dem Transport
von Betain ein weiterer Cl-abhéngiger, physiologischer Vorgang in H. halophilus
entdeckt. Des weiteren wurde gezeigt, da} die Synthese des Flagellins (und damit
die Beweglichkeit) sowie weiterer Proteine Cl-abhédngig ist. Damit dringt sich die
Vermutung auf, da3 CI" an globalen Regulationen, die mit der Wahrnehmung der
Osmolaritét in Zusammenhang stehen, beteiligt ist. Im Folgenden sollen mogliche
Funktionen von CIl bei den identifizierten spezifischen physiologischen
Vorgingen diskutiert werden. Diese Diskussion kulminiert dann in einem

Vorschlag zur molekularen Basis der CI-Abhingigkeit von H. halophilus.

4.1 CI als alternatives Kopplungsion

Nach der chemiosmotischen Theorie (MITCHELL, 1961) wird die bei einer
chemischen Reaktion freiwerdende Energie zum Transport von Ionen iiber die
Cytoplasmamembran der Bakterien genutzt. Klassischerweise wird dadurch ein
elektrochemischer Protonengradient aufgebaut, welcher sich aus einer
elektrischen Komponente einerseits und einer chemischen Komponente

andererseits zusammensetzt und sich mit folgender Gleichung beschreiben 146t:

AL
LI:H :AW_2’3R><T

X ApH

Die energieliefernde chemische Reaktion kann eine Redoxreaktion, eine
Decarboxylierung, ein Methylgruppen-Transfer oder ATP-Hydrolyse sein. Das zu
transportierende Ion ist dabei das Proton, aber in der letzten Dekade wurde
gezeigt, da} eine Reihe von Bakterien auch Na® als Kopplungsion nutzen, und
kiirzlich gab es die Vermutung, daf3 auch CI als primires Kopplungsion genutzt

werden kann. In jedem Fall wird der elektrochemische Gradient des
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Kopplungsions als Triebkraft fiir endergone chemische (ATP-Synthese),
osmotische (Stofftransport) und mechanische Arbeit (Flagellenrotation) genutzt.

Unter bestimmten Bedingungen kann es fiir Prokaryonten vorteilhaft sein,
nicht Protonen als Kopplungsion zu verwenden. Dies kann u. a. bei erhdhten
Temperaturen, bei denen die Permeabilitit der Membran fiir Protonen erhoht ist,
unter alkalischen Bedingungen oder an energiearmen, sidurereichen, anaeroben
Standorten der Fall sein (SKULACHEV, 1994). Am héufigsten findet sich in diesen
Féllen Na* als alternatives Kopplungsion. So haben Propionigenium modestum
und Acetobacterium woodii ihre primidre Bioenergetik komplett auf Na*
umgestellt. P. modestum wichst mit Succinat als einziger C- und Energiequelle
und scheidet dabei Propionat und CO, als Endprodukte aus. Im Rahmen dieses
Stoffwechselwegs kann keine Substratkettenphosphorylierung stattfinden, so daf}
der Aufbau eines primdren Na'-Gradienten durch die Methylmalonyl-CoA
Decarboxylase der einzige energiekonservierende Schritt ist (HILPERT et al.,
1984). A. woodii ist bei autotrophem Wachstum auf H,+CO, strikt Na*-abhédngig
(HEISE et al., 1989), und detaillierte Untersuchungen zur Na*-Translokation
fiihrten zu der Vermutung, dafl diese durch die Methyl-THF:Co/FeS-P-
Methyltransferase katalysiert wird (HEISE et al., 1993; HEISE et al., 1989). Auch
wenn ein direkter Nachweis hierfiir bisher fehlt, wird diese Annahme durch den
Befund gestiitzt, dal in methanogenen Archaea Na'-translozierende Methyl-
transferasen nachgewiesen wurden (MULLER et al., 1988; BECHER ef al., 1992a;
BECHER et al., 1992b). Genutzt wird dieser Na’-Gradient iiber Na"-abhingige
ATP-Synthasen (HEISE et al., 1993; LAUBINGER und DIMROTH, 1988; REIDLINGER
und MULLER, 1994) sowie fiir den Antrieb der Flagellenrotation (MULLER und
BOWIEN, 1995).

Methanogene Archden wachsen strikt anaerob auf einer Reihe von Substraten
wie Methanol, Acetat, Methylamin und auch H,+CO, und produzieren dabei
Methan. Im Rahmen der Methanogenese ist keine der stattfindenden Reaktionen
an eine Substratkettenphosphorylierung gekoppelt, was bedeutet, da3 ATP iiber
einen chemiosmotischen Mechanismus generiert werden muf3 (BLAUT und

GOTTSCHALK, 1984). Der dafiir benotigte Gradient wird einerseits durch die
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Translokation von Protonen durch die Heterodisulfidreduktase (DEPPENMEIER et
al., 1990; DEPPENMEIER et al., 1991; DEPPENMEIER et al., 1996), aber auch durch
eine Methyltransferase, die Na* transloziert (BECHER ef al., 1992a; BECHER et al.,
1992b; MULLER et al., 1988) generiert. Ob dieser primére Na*-Gradient direkt zur
ATP-Synthese genutzt oder iiber einen Na'/H'-Antiporter in einen Protonen-
gradienten umgewandelt wird, ist nach dem heutigen Kenntnisstand noch nicht
geklart.

Weiterhin finden sich primédre Na*-Gradienten in marinen Vibrio-Arten, in
denen bei aeroben Wachstum der primidre Na'-Gradient durch die
NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase generiert wird (TOKUDA und UNEMOTO, 1981;
ToKUDA und UNEMOTO, 1984). Hier, wie auch in alkaliphilen Bacilli, wird der
Na'-Gradient zum Antrieb des Flagellums genutzt (ATSUMI ef al., 1992; DIBROV
et al., 1986; HIROTA et al., 1981; KAWAGISHI et al., 1996; KOJIMA et al., 1999).

Neben diesen ausfiihrlich dargestellten Na*-abhédngigen Prozessen finden sich
zudem ein Serin/Threonin-Transporter in E. coli (HAMA et al., 1987) und ein
Citrat-Transporter in Klebsiella pneumoniae (VANDERREST et al., 1992), die mit
Na* als Kopplungsion arbeiten, und eine vollstindige Auflistung aller Prozesse
wiirde den Rahmen dieser Diskussion bei weitem tiiberschreiten, was deutlich
macht, dal die Nutzung von Na® als Kopplungsion keineswegs eine spezielle
Besonderheit einer kleinen Gruppe von Organismen ist.

Neben Na® wird im Cyanobakterium Gloeobacter violaceus eine Rolle von
Ca™ als bioenergetisches Kopplungsion diskutiert (SKULACHEV, 1999), wobei
detaillierte Untersuchungen zu diesem Befund noch ausstehen.

Analog zu den beschriebenen Mechanismen der Nutzung eines
transmembranen elektrochemischen Protonen- oder Na'-Gradienten ist es
ebenfalls denkbar, da} ein Cl'-Gradient fiir bioenergetische Vorginge genutzt
wird. Aufgrund der Polarisierung der Membran ergibt sich fiir ein Anion dabei ein
reziprokes Bild, d.h. der Gradient wiirde durch den energieaufwendigen Transport
von CI ins Cytoplasma generiert und eine ATP-Synthese miite in diesem Fall an
einen CI-Efflux gekoppelt sein. Ein derartiger Mechanismus wurde fiir

Natronobacterium pharaonis postuliert. Dabei wird Lichtenergie genutzt, um via
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Halorhodopsin CI' im Cytoplasma zu akkumulieren (BIVIN und STOECKENIUS,
1986) (s. 1.2.1) und damit ein Ay zu generieren. In N. pharaonis wurde eine CI -
abhidngige ATP-Synthese nachgewiesen (AVETISYAN et al., 1998). Da auch fiir H.
halophilus gezeigt wurde, dal} CI iiber einen bislang unbekannten Mechanismus
akkumuliert wird und der Organismus zudem Cl-abhédngig wéchst (ROESLER und
MULLER, 1998), war es denkbar, dall auch in diesem Organismus CI  als
alternatives Kopplungsion genutzt wird. Als potentieller Mechanismus zur
intrazelluliren Akkumulation wire in diesem Fall ein Cl -abhingiger
Elektronentransport denkbar. Des weiteren wurde kiirzlich in zahlreichen, nicht
kultivierbaren marinen Organismen aus der Gruppe der y-Proteobakterien ein
Protein nachgewiesen, das groBe Ahnlichkeiten zu archiellen Rhodopsinen hat
und als Proteorhodopsin bezeichnet wurde (BEJA et al., 2000). Da heterolog
produziertes Proteorhodopsin einen lichtgetriebenen Protonentransport katalysiert,
wird fiir Bakterien, die dieses sogenannte Proteorhodopsin besitzen, die Fihigkeit
zu photoheterotrophem oder sogar bisher unbekanntem photoautotrophen
Wachstum postuliert. Auch H. halophilus stammt aus einem marinen Habitat und
ist zudem charakteristisch orange pigmentiert, so daf ein lichtgetriebener CI-
Import via einem rhodopsindhnlichen Protein denkbar wire. Alle im Rahmen
dieser und vorausgegangener Arbeiten (ROEBLER, 1997) durchgefiihrten
Experimente lieferten jedoch weder Hinweise darauf, dal CI" an der Generierung
von Ay oder ApH, noch an der ATP-Synthese beteiligt ist. Damit kann eine Rolle

von CI  als alternatives Kopplungsion in H. halophilus ausgeschlossen werden.

4.2  Cl-abhingige Transportsysteme

In Eukaryonten wurde eine Reihe von Transportern beschrieben, fiir die CI
essentiell ist (s. 1.1). Schon 1972 konnte eine Cl-Abhingigkeit des Glycin-
Transports in Erythrocyten gezeigt werden (IMLER und VIDAVER, 1972), und
weiterfiihrende Studien zeigten, dal} dieser Effekt auf einen Cotransport von Na*,
CI und Glycin zuriickzufiihren ist (KING und GUNN, 1989). Auch in Zellen des

zentralen Nervensystems (KANNER und SCHULDINER, 1987; KEYNAN und
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KANNER, 1988) und in Nierenepithelzellen (TURNER, 1986) wurde ein CI-
abhingiger Transport von Aminosduren beschrieben. Besonders gut
charakterisiert sind Cl-abhingige Transportvorginge im Diinndarmgewebe
verschiedener Sduger. So findet sich ein Na'- und CI'-abhingiger Transporter mit
einer hohen Affinitdt fiir Taurin und P-Alanin im Diinndarmgewebe von
Meerschweinchen, Kaninchen, Schwein, Ratte und auch des Menschen (MUNCK,
1997), so dal davon ausgegangen werden kann, dal} es sich hierbei um ein
allgemeingiiltiges Prinzip handelt. Des weiteren findet sich im Diinndarmgewebe
von Kaninchen und Mensch ein ebenfalls Na'- und Cl-abhingiges Transport-
system, das spezifisch fiir f-Alanin, Lysin sowie kationische und bipolare
Aminosduren ist (MUNCK, 1985; MuUNCK, 1995). Fiir den 2-Methyl-
Aminoisobutyrat- (MeAIB-) Transport im Rattendiinndarm wurde gezeigt, daf3
sich die Transportraten sowohl durch Na* bei konstanter CI'-Konzentration als
auch durch CI bei konstanter Na*-Konzentration stimulieren lassen (MUNCK und
MUNCK, 1990). Die Stochiometrie dieses Transports wurde mit 2 Na": 1 Cl" : 1
MelAB bestimmt (MUNCK, 1993).

Ahnliche Beobachtungen eines Na*- und Cl-abhiingigen Transports wurden
fiir Neurotransmitter wie y-Aminobutyrat (GABA) gemacht. Der GABA-
Transporter aus dem Rattenhirn gilt als Prototyp der wachsenden Familie von
Na*/CI'-Neurotransmitter-Transportern (GUASTELLA et al., 1990; NELSON, 1998).
Zu dieser Familie gehort auch ein Betain-Transporter, der in verschiedenen
Geweben von Hunden gefunden wurde (YAMAUCHI et al., 1992), ein Glycin-
Transporter aus Maus (LIU et al., 1992) und Ratte (LI1U et al., 1993) und sogar in
den Genomen von Prokaryonten wie Methanococcus jannaschii (BULT et al.,
1996) und Haemophilus influenzae (FLEISCHMANN et al., 1995) finden sich
dhnliche Gene.

In H. halophilus wurde ebenfalls ein Transportsystem fiir Betain detektiert,
welches neben CI” auch durch Na® in seiner Aktivitit stimuliert wird. Dieser
Befund ist fiir Prokaryonten bisher einzigartig. Ein denkbarer Mechanismus fiir
diesen Transport wire ein Na'/Cl/Betain-Symport, wie er dhnlich fiir MeAIB

beschrieben wurde. Bei diesem Transporter geht man davon aus, daf3 Cl” als erstes
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an das Protein bindet, dadurch die Affinitét fiir Na* erhoht wird (KING und GUNN,
1989) und letztendlich das Substrat gebunden wird. Es wird daher vermutet, daf}
die CI'-Abhingigkeit auf diese regulatorische Funktion zuriickzufiihren ist und
nicht auf einen Effekt von CI auf Ay, auch wenn CI bei diesem Transport als Co-
Substrat fungiert (MUNCK, 1995). In H. halophilus kann iiber die Stochiometrie
des Transports bisher keine Aussage getroffen werden. Einerseits wire es denk-
bar, dal 2 Na* und 1 CI pro Betain transportiert werden, wobei der Na*-Gradient
die Triebkraft darstellen wiirde. Bei einem elektroneutralen 1 Na*/1 CI/Betain-
Symport miiite ATP-Hydrolyse als Triebkraft postuliert werden. Dies wiirde zum
einen die kinetischen Daten zum Betain-Transport erkldren, die auf einen
priméren Transporter hindeuten, und zum anderen einen moglichen Mechanismus
fiir die CI'-Akkumulation in H. halophilus darstellen.

Festzuhalten bleibt in jedem Fall, da CI" den Betain-Transport in H.
halophilus stimuliert. Ob die Funktion von CI dabei rein regulatorisch ist oder ob
CI' zusitzlich als Co-Substrat fungiert, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht
beantwortet werden.

Weiterfiihrende Studien zur Charakterisierung des Cl-abhingigen Betain-
Transports in H. halophilus werden zum Ziel haben, die molekulare Grundlage
der Stimulierung der Transportaktivitit durch Cl” zu ergriinden und festzustellen,
ob das entsprechende Transportsystem in die oben beschriebene Familie der
Na*/Cl'-abhingigen Transporter gehort. Zur detaillierten Untersuchung dieser
Fragestellung sollte(n) im Rahmen dieser Arbeit das Gen (die Gene) fiir das CI'-
abhingige Betain-Transportsystem aus H. halophilus kloniert werden. Leider ist
es jedoch nicht gelungen, E. coli MKH13 mit den fiir den Betain-Transporter
kodierenden Genen aus H. halophilus zu komplementieren. Dafiir kann es
mehrere Ursachen geben. Eine davon wire, daf in keinem Fall das komplette
Operon, das fiir den Betain-Transporter aus H. halophilus kodiert, kloniert und
anschlieBend transformiert wurde. Des weiteren ist es denkbar, daf} eines der
konstruierten Plasmide aus der Genbank zwar das komplette Operon trigt, dieses
jedoch in bezug auf den Promotor in der falschen Orientierung vorliegt. Sollte das

gesuchte Operon auf einem groBem DNA-Fragment vorliegen, bestiinde die
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Moglichkeit, dal die Transkription der entsprechenden Gene nicht unter der
Kontrolle des lac-Promotors von pUCI8 liegt, sondern unter der Kontrolle des
nativen Promotors. In diesem Fall wire es denkbar, da} das Operon in E. coli
MKHI13 z. B. aufgrund eines nicht vorhandenen spezifischen Transkriptionsfaktor
nicht transkribiert wird. Da davon auszugehen ist, daf3 die Gene fiir den unter
Hochsalzbedingungen induzierten Betain-Transporter ebenfalls unter der
Kontrolle einer Cl'-abhingigen Stressantwort in H. halophilus liegen (s. u.), ist
diese Hypothese als am wahrscheinlichsten anzusehen. Allerdings konnen auch
auf der Proteinebene Probleme aufgetreten sein, die eine erfolgreiche Komple-
mentation verhindert haben. So kann nicht ausgeschlossen werden, daf} zwar das
Operon in E. coli MKH13 korrekt transkribiert wird, das komplette Protein jedoch
nicht funktionell assembliert werden kann. Auch in dem Fall, daf} die
Transportaktivitidt des Proteins durch die CI stimuliert wird, ist es denkbar, da3
diese Aktivierung im heterologen System nicht stattfinden kann und deshalb kein

Betain-Transport stattfindet.

4.3  Der bakterielle Flagellenapparat

Da an natiirlichen Standorten das Vorkommen an Nihrstoffen begrenzt ist,
haben sich verschiedenste Arten von Bakterien gegeniiber konkurrierenden
Organismen einen Vorteil verschafft, indem sie die Fihigkeit entwickelt haben,
sich auf festen und in fliissigen Medien zu bewegen. Diese Beweglichkeit erfolgt
durch einen Taxis genannten Vorgang gerichtet auf einen Attraktanten (z. B.
Nihrstoffe) zu oder von einem Repellent (z. B. toxische Substanzen) fort (BERG
und BROWN, 1972; LARSEN et al., 1974a; LARSEN et al., 1974b; MACNAB und
KOSHLAND, 1972). In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal eine CI'-Abhéngigkeit
der Beweglichkeit eines Prokaryonten gezeigt. Diese Abhingigkeit war auf eine

CI'-Abhingigkeit der Flagellinsynthese zuriickzufiihren.

4.3.1 Struktur des Flagellums
Bakterien konnen sich durch Gleiten, Schwidrmen, Schnappen oder

Schwimmen bewegen. Am besten charakterisiert ist die Schwimmbewegung in E.
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coli oder Salmonella typhimurium. Hierbei 1dt sich im Lichtmikroskop
beobachten, dall die Bakterien eine geradlinige Schwimmbewegung zeigen, die
von taumelnden Phasen unterbrochen wird. Vermittelt wird diese Beweglichkeit
durch ein membranintegriertes Organell, das Flagellum, welches aus einem
extrazelluldren Filament besteht, das iiber einen Basalkorper in der Membran
integriert ist (MACNAB, 1992). Dieses Filament hat einen Durchmesser von ca. 20
nm und eine Linge, die die Zellen um ein Vielfaches iibertrifft (5 bis 10 ym).
Grundsitzlich 148t sich das bakterielle Flagellum grob in drei Elemente gliedern
(Abb. 50): Das Filament, den Haken und den Basalkorper, wobei letzterer die
gesamte Zellhiille durchspannt und die komplexeste der drei Strukturen darstellt.
Der Basalkorper besteht aus einem Stab, der sich aus vier verschiedenen Proteinen
zusammensetzt (FlgB, FlgC, FigF und FlgG) (A1ZAWA et al., 1985) und um den
bei E. coli 3 Ringstrukturen gruppiert sind. Der MS-Ring, der 2 elektronen-
mikroskopisch unterscheidbare Strukturen bildet (friiher M- und S-Ring) ist in der
Cytoplasmamembran lokalisiert, der P-Ring im Peptidoglycan und der L-Ring in
der Lipopolysaccharidschicht (DEPAMPHILIS und ADLER, 1971a; DEPAMPHILIS
und ADLER, 1971b). Der MS-Ring wird aus einem einzigen Protein, FIiF,
aufgebaut und umschlieBt einen Hohlraum, der Komponenten des Export- und
Assemblierungsapparats beinhaltet (FAN et al., 1997; MINAMINO und MACNAB,
1999). Der P- und der L-Ring bestehen aus zwei Proteinen, FlaY und FlaM
(JONES et al., 1987). Jenseits der duBBeren Membran beginnt der Haken, bestehend
aus FIgE, der die Verbindung zwischen Basalkoérper und Filament herstellt.
Zwischen Haken und Filament sowie an der Spitze des Filaments finden sich
auBerdem die sogenannten Haken-assoziierten Proteine (HAP1-3). Das Filament
selbst setzt sich in aller Regel nur aus einem einzelnen Protein (FliC) zusammen,
welches auch als Flagellin bezeichnet wird, wenn auch in einzelnen Bakterien
mehrere unterschiedliche Flagelline nachgewiesen wurden (JOys, 1988).

An der cytoplasmatischen Seite schlieit sich an den MS-Ring der sogenannte
C-Ring (DrIKS und DEROSIER, 1990; KHAN et al., 1992; KHAN et al., 1991) an,
bestehend aus FliG, FliM und FIiN (FRANCIS et al., 1992; FRANCIS et al., 1994,
LuX et al., 2000; ZHAO et al., 1996a; ZHAO et al., 1996b). Der C-Ring ist am
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Flagellenantrieb und am Export von Proteinen beteiligt. Des weiteren stellt er die
Verbindung zur Signaltransduktionskette der Chemotaxis dar (IRIKURA et al.,
1993; SOCKETT et al., 1992). In der Cytoplasmamembran befinden sich aulerdem
die sogenannten Mot-Komplexe, die sich aus MotA und MotB zusammensetzen
und die den MS- sowie den C-Ring umschlieen (KHAN et al., 1988; STOLZ und
BERG, 1991).

<« HAP-2

Filament

L-Ring
P-Ring
Medium

P > Y NNYNNY iillﬁere Membran
......................... e =3 peptidoglycan
% ) ] Cytoplasmamembran

/ Cytoplasma
Mot-Komplex .
(MotA, MotB) MS-Ring

C-Ring
(FliG, FliM, FIliN)

Abb. 50: Schematische Darstellung des Flagellums aus E. coli (modifiziert
nach MACNAB, [1992]).
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4.3.2 Die genetische Organisation und Expression der Flagellengene

Bereits aus dieser stark vereinfachten Darstellung des bakteriellen Flagellen-
apparats wird deutlich, dall es sich beim Flagellum um eine hochkomplexe
Struktur handelt, dessen Synthese einer strikten und gut kontrollierten Regulation
unterliegen muf. Detaillierte Studien wurden bisher in erster Linie in den Gram-
negativen Bakterien E. coli und S. typhimurium sowie in Gram-positiven bei B.
subtilis durchgefiihrt. In E. coli liegen die beteiligten Gene in vier chromosomalen
Regionen (SILVERMAN und SIMON, 1973) und 15 Operonen (BERRY und
ARMITAGE, 1999) vor. Wihrend Region I Gene umfalit, die fiir strukturelle
Komponenten des Flagellums kodieren, beinhaltet Region II Gene, die Proteine
des Chemotaxis-Apparats, des Mot-Komplexes und regulatorische Proteine
kodieren. In den Regionen IIla und IIIb finden sich Gene fiir die Strukturproteine
des Filaments einerseits sowie regulatorische Proteine andererseits (MACNAB,
1992). In B. subtilis finden sich die entsprechenden Gene dagegen in fiinf
chromosomalen Regionen. Dabei umfalit die fla/che-Region (ORDAL et al., 1983)
die Gene fiir die regulatorischen Komponenten, fiir die Chemotaxis-Proteine
sowie fiir verschiedene strukturelle Komponenten, welche alle in einem einzigen
Operon liegen (ZUBERI et al., 1990). Im Gegensatz zu E. coli existiert in B.
subtilis eine eigenstdndige mot-Region fiir die Gene des Mot-Komplexes (MIREL
et al., 1992). Die cheR- und die sin-Region umfassen jeweils einzelne Gene, die
fiir Komponenten des Chemotaxis-Systems kodieren (ORDAL et al., 1993). In der
hag-Region liegen die Gene fiir das Flagellin und die Haken-assoziierten Proteine,
wobei das Gen fiir das Flagellin (f/iC) als monocistronische mRNA transkribiert
wird (MIREL und CHAMBERLIN, 1989).

Die Expression der Gene, die in E. coli fiir den Flagellenapparat kodieren,
unterliegt einer strengen Hierarchie, und die entsprechenden Operone lassen sich
in vier Klassen einteilen (Klasse 1, 2, 3a und 3b). Das einzige Klasse 1-Operon ist
das sogenannte ,,Master-Operon bestehend aus den Genen flhC und flhD, das
sich in der Region II befindet. Die Produkte dieser beiden Gene sind absolut
essentiell fiir die Expression aller anderen Gene des Flagellen-Regulons

(BARTLETT et al., 1988). Die Transkription von flhC und flhD wird unabhingig
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voneinander sowohl durch zyklisches AMP (cAMP) iiber das cAMP/CAP-System
(SILVERMAN und SIMON, 1974), als auch durch das ,histone-like-nucleoid-
structuring®“-Protein (H-NS) (BERTIN et al., 1994) stimuliert. Beide Systeme
dienen dazu, Umweltreize wie Néhrstoffmangel, Salz-, pH- oder Temperaturstress
zu integrieren und die Transkription der entsprechenden Gene zu regulieren
(ATLUNG und INGMER, 1997; BUSBY, 1996). In anderen Organismen wird die Ex-
pression der Gene zur Flagellumsynthese durch diverse andere Effektoren
induziert. So ist bekannt, da} in Serratia liquefaciens die Induktion des
Schwirmens, welches durch eine Hyperflagellierung hervorgerufen wird, tiber
einen ,,Quorum sensing“~-Mechanismus erfolgt (EBERL, 1999; LINDUM et al.,
1998). Des weiteren wurde gezeigt, dal auch spezifische Molekiile die Synthese
von Flagellen auslosen konnen, wie z.B. Nikotinsdure in dem pathogenen
Organismus Bordetella bronchiseptica (AKERLEY et al., 1992).

Die Transkription aller Klasse 2-Operone wird durch FIhC und FIhD positiv
reguliert, wobei der Mechanismus der Aktivierung noch ungeklirt ist.
Sequenzdhnlichkeiten zu alternativen o-Faktoren, insbesondere zum Flagellum-
spezifischen o" aus B. subtilis, legen die Vermutung nahe, daB FlhD in
Kombination mit FIhC ebenfalls als alternativer o-Faktor wirkt (HELMANN ef al.,
1988). Fiir diese Hypothese liegen jedoch bisher keine experimentellen
Evidenzien vor.

Zu einem Klasse 2-Operon gehort auch fliA, welches fiir einen Flagellum-
spezifischen alternativen o-Faktor kodiert, unter dessen Kontrolle die
Transkription der Klasse 3a- und 3b-Operone liegt (ARNOSTI und CHAMBERLIN,
1989; Ohnishi et al., 1990). Zusitzlich kann die Transkription der Klasse 3a-
Operone in der Abwesenheit von FliA durch FIhC und FIhD stimuliert werden
(Iino, 1985), was sie von den Klasse 3b-Operonen unterscheidet. Auch das Gen
fiir das Flagellin (f1iC) ist ein Klasse 3b-Gen, welches FliA-abhingig als letztes
der Flagellengene transkribiert wird.

Die Aktivitit des Flagellum-spezifischen o-Faktors FliA wird von dem anti-o-
Faktor FlgM negativ reguliert (GILLEN und HUGHES, 1991; OHNISHI ef al., 1992).

Die Kontrolle des intrazelluldren FlgM-Gehalts erfolgt bemerkenswerterweise
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iiber den Fortschritt der Assemblierung, da FlgM iiber den funktionell
assemblierten Haken-Basalkorper-Komplex exportiert wird (HUGHES et al.,
1993). Durch diesen Mechanismus wird gewihrleistet, da die Gene fiir die spéter
assemblierten strukturellen Komponenten des Flagellums, insbesondere fiir das
Flagellin (fliC), erst transkribiert werden, wenn der Haken-Basalkorper-Komplex
funktionell assembliert wurde.

In B. subtilis findet sich eine @hnliche Hierarchie der Expression der
Flagellengene, wobei allerdings anders als in Enterobakterien kein ,,Master-
Operon® nachgewiesen werden konnte. Statt dessen steht die Transkription der
Flagellengene unter der Kontrolle des alternativen o-Faktors ¢” (FREDRICK und
HELMANN, 1994; MIREL und CHAMBERLIN, 1989; MIREL et al., 1992). Ebenso wie
in Enterobakterien findet sich ein anti-o-Faktor, FigM, dessen Transkription unter
der Kontrolle von o steht und der ebenfalls iiber den Haken-Basalkorper-
Komplex sekretiert wird (MIREL et al., 1994).

Von besonderem Interesse ist die Transkription und Expression des Flagellins.
In B. subtilis wurde gezeigt, daB die o"-abhiingige Transkription von fIiC gegen
Ende der logarithmischen Wachstumsphase in Komplexmedium zunimmt und
ihren Hohepunkt beim Eintritt in die stationdre Phase erreicht (MIREL und
CHAMBERLIN, 1989). Weiterfiihrende Studien legten den Schlufl nahe, da3 der
Mangel an einer oder mehrerer Aminosduren das Signal fiir dieses
Transkriptionsmuster darstellt (MIREL ef al., 2000) und daf} die Transduktion des
Signals iiber CodY, einem Protein, das an der Reaktion auf Nihrstoffmangel
beteiligt ist (FERSON et al., 1996; FISHER et al., 1996), erfolgt.

Fiir H. halophilus wurde in dieser Arbeit gezeigt, dal die Expression des
Flagellins Cl'-abhéngig ist. Die Transkription von fliC war in Gegenwart von CI’
deutlich stimuliert, aber in dessen Abwesenheit nicht vollkommen abgeschaltet.
Gleichzeitig wurde die Produktion des Flagellins durch CI" drastisch induziert.
Kiirzlich durchgefiihrte Studien mit E. coli-Mutanten konnten diesen Effekt
erkldren (SOUTOURINA et al., 1999). Diese Mutanten wiesen Deletionen im hns-
oder im crp-Gen auf. Das bedeutet, dal den Zellen entweder das H-NS-Protein

oder das CAP (,,catabolite activator protein®) fehlt. Beide Molekiile sind jeweils
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zentral an der Signaltransduktion in E. coli beteiligt. H-NS reguliert die
Expression einer Reihe von Genen als Reaktion auf Umweltbedingungen wie pH-
Wert oder Temperatur (ATLUNG und INGMER, 1997). CAP gehort zum
cAMP/CAP-Komplex, welcher an der Signaltransduktion als Reaktion auf
Nihrstoffmangel beteiligt ist (BUSBY, 1996). hns- und crp-Mutanten sind
vollkommen unbeweglich (BERTIN et al., 1994; SILVERMAN und SIMON, 1974).
Molekulare Analysen dieses Phinotyps ergaben, daBl in den entsprechenden
Mutanten im Zellextrakt kein FliC nachzuweisen sowie die Transkriptmenge fiir
fliC drastisch reduziert war, die Transkription von fliC jedoch nicht vollkommen
gestoppt wurde (SOUTOURINA et al., 1999). Diese Ergebnisse sind den in dieser
Arbeit gemachten Befunden zur Cl-abhingigen Flagellensynthese in H.
halophilus sehr #@hnlich, was darauf hindeutet, da der Mangel an CI
moglicherweise die Unterbrechung der entsprechenden Signaltransduktionskette
bewirkt. Die Ergebnisse der Studien zur Beweglichkeit von H. halophilus legen
folglich den SchluB3 nahe, dal CI" in einer bisher noch nicht bekannten Form als

Signalmolekiil fungiert.

4.4 Die bakterielle Stressantwort

Alle Organismen sind an ihrem natiirlichen Standort mit stindig wechselnden
Umweltbedingungen konfrontiert, wobei Nihrstoffmangel, schwankende
Temperaturen und pH-Werte sowie hohe Salzkonzentrationen einen
fortwdhrenden Stress fiir die Zelle bedeuten. Aus diesem Grund existieren in
jedem Organismus eine ganze Reihe von signaltransduzierenden und
regulatorischen Mechanismen, die es ermoglichen, sich schnell und effektiv auf
die sich verindernden Umweltbedingungen einzustellen. Bemerkenswerterweise
deuten alle bisher durchgefiihrten Studien zur Reaktion von Prokayronten auf
Umweltstress darauf hin, da3 auf die unterschiedlichen Formen von Stress nicht
ausschlieBlich mit einem jeweils spezifischen System reagiert wird, sondern daf}
die verschiedenen Stressbedingungen und damit notwendigerweise ebenfalls

verschiedenen primédren Signale eine generelle Stressantwort auslosen, die den
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Zellen eine umfangreiche Stressresistenz verleiht. Grundsitzlich gilt, dafl die
spezifische Stressantwort die Reparatur von durch den Stress hervorgerufenen
Schédden bewirkt, wihrend die generelle Stressantwort bevorzugt die priaventive
Protektion vor weiteren Schiden herbeifiihrt.

In E. coli ist diese generelle Stressantwort besonders gut untersucht, und die
molekularen Mechanismen sind bereits zum Teil bekannt. Im Mittelpunkt der
generellen Stressantwort von E. coli steht der globale Regulator RpoS. Dieses
Protein wird durch das rpoS-Gen kodiert und ist ein alternativer o-Faktor, der
auch als o bezeichnet wird. Urspriinglich wurde ¢° als Regulator fiir die Gene, die
in der stationdren Wachstumsphase induziert werden, identifiziert (LANGE und
HENGGE-ARONIS, 1991a; LANGE und HENGGE-ARONIS, 1991b). Inzwischen
wurde jedoch nachgewiesen, da3 bis zu 70 Gene zum o°-Regulon gehdren und die
Induktion auch durch osmotischen Stress erfolgen kann (HENGGE-ARONIS, 1996).
Dazu gehoren unter anderem otsB, otsA und treA (GIAEVER et al., 1988;
GUTIERREZ et al., 1989; HENGGE-ARONIS et al., 1991; KAASEN et al., 1992;
REPOILA und GUTIERREZ, 1991), die an der Synthese von Trehalose, einem
kompatiblen Solut von E. coli, beteiligt sind, oder auch proP, welches fiir einen
Transporter fiir Prolin und Betain kodiert (MELLIES et al., 1995). Da o° die
Transkription von derartig vielen verschiedenen Genen kontrolliert, bezeichnet
man dieses Protein auch als den ,,Master-Regulator der generellen Stressantwort.
o° weist extrem hohe Sequenzihnlichkeiten zum konstitutiven o-Faktor ¢’ auf
(MULVEY und LOEWEN, 1989) und konkurriert mit diesem um die Bindung an der
RNA-Polymerase. Um eine induzierbare Regulation zu gewéhrleisten, ist es
folglich notwendig, den 0>-Gehalt in der Zelle streng regulieren zu kénnen. Dafiir
stehen in E. coli eine ganze Reihe von Mechanismen zur Verfiigung, von denen
die wesentlichen im Folgenden kurz dargestellt werden sollen (Abb. 51). Dabei ist
die Regulation keineswegs ausschlieBlich auf die Transkription beschrinkt,
sondern die Regulation erfolgt in weitem Ausmal} posttranskriptional auf der
Ebene der Translation oder der Stabilitit des Proteins. Erstens ist die
Transkription von einem der Promotoren von rpoS selbst 0°-abhiingig, was unter

induzierenden Bedingungen zu einer Autoinduktion fiihrt (GOODRICH-BLAIR et
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al., 1996). Dem rpoS-Gen geht jedoch auch ein ¢”’-abhiingiger Promotor voran,
was dazu fiihrt, daB auch unter optimalen Wachstumsbedingungen o® in der Zelle

vorliegt, der Gehalt der Zellen an ¢° jedoch extrem gering ist.

Hfq
HU | [Dsr-RNA

® @i l@ l@
DNA —————3pr MRNA =P Protein

Abb. 51: Regulation des c°-Gehalts in E. coli. Fiir Erliduterungen siehe Text.

Werden die Zellen dann Stressbedingungen ausgesetzt, steigt der intrazellulidre
o°-Gehalt schlagartig an. Dies ist hauptsichlich auf eine Steigerung der
Translationseffektivitét zuriickzufiihren. So binden die Proteine Hfq und HU an
die rpoS-mRNA und stabilisieren diese (MUFFLER ef al., 1996b; MUFFLER et al.,
1997). Interessanterweise wird die o°-Translation auch durch einen weiteren
Regulationsmechanismus iiber nicht-translatierte, kurze RNA-Molekiile, die man
auch als Riboregulatoren bezeichnet, beeinfluBit. Durch die Ausbildung einer
Sekundirstruktur der rpoS-mRNA sind die Ribosomenbindestelle und das
Startkodon im nativen Zustand blockiert. Die nicht-translatierte dsrA-RNA bindet
nun entsprechend einem ,,anti-sense““-Mechanismus den komplementédren Strang
der rpoS-mRNA, und die Ribosomenbindestelle sowie das Startkodon werden
freigegeben, was die Translation fordert (LEASE et al., 1998; MAJIDALANI et al.,
1998). Neueste Studien postulieren einen dhnlichen Mechanismus fiir die rprR-
RNA (MAJDALANI et al., 2001). Des weiteren wurde gezeigt, da} es eine
Interaktion zwischen Hfq und der dsrA-RNA geben muf} und letztere nur dann
effektiv ist, wenn Hfq in der Zelle vorliegt (SLEDJESKI et al., 2001). Eine weitere
regulatorische, nicht-translatierte RNA wirkt unter optimalen Wachstums-
bedingungen negativ auf die o°-Translation. Die oxyS-RNA bindet an Hfq und
verhindert so die stimulierende Wirkung dieses Proteins auf die o°-Translation

(ZHANG et al., 1998).
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Neben dieser Regulation auf der Ebene der Translationseffektivitét findet auch
eine posttranslationale Kontrolle des o°-Gehalts statt. Unter optimalen Bedin-
gungen unterliegt 6° einer schnellen Proteolyse durch die ClpXP-Protease
(SCHWEDER et al., 1996). Des weiteren wurde gefunden, dafl das ,,Response
regulator*-Protein RssB essentiell fiir eine effiziente Proteolyse ist (MUFFLER et
al., 1996a; PRATT und SILHAVY, 1996) und daB RssB ¢ fiir die ClpXP-Protease
sozusagen ,,markiert”. In Zellen, die einem Stress ausgesetzt sind, ist ° dagegen
stabil. Es wird vermutet, dal der Phosphorylierungszustand von RssB fiir diese
differentielle Kontrolle der Proteolyse verantwortlich ist (BECKER et al., 1999;
KLAUCK et al., 2001). Da bisher im Genom von E. coli keine zu RssB
korrespondierende Sensorkinase nachgewiesen wurde, besteht die Vermutung,
daB die Phosphorylierung von RssB unspezifisch iiber eine Wechselwirkung mit
anderen Sensorkinasen erfolgt. Andererseits wurde in weiteren Studien gezeigt,
daBl die Phosphorylierung von RssB in vivo durch Acetyl-Phosphat erfolgt, was
eine spezifische Sensorkinase iiberfliissig machen wiirde (BOUCHE et al., 1998).
Neben den hier angefiihrten Mechanismen unterliegt die generelle Stressantwort
in E. coli noch einer Reihe von weiteren Kontrollen auf die im Rahmen dieser
Diskussion nicht detailliert eingegangen werden kann.

Auch in Gram-positiven Organismen ist das Phdnomen der generellen Stress-
antwort gut untersucht. Im Mittelpunkt dieser generellen Stressantwort von B.
subtilis steht der alternative o-Faktor o®, unter dessen Kontrolle in B. subtilis 125-
127 Gene stehen (PETERSOHN ef al., 2001; PRICE et al., 2001). Alle diese Gene
werden von ¢”-abhiingigen Promotoren aus transkribiert, wenn das Wachstum des
Organismus in die stationédre Phase iibergeht oder wenn die Zelle Stress in Form
von Hitze, Salz oder Siure ausgesetzt wird. Da die Aktivitit von 6” grundsitzlich
stressabhingig ist, stellt sich die Frage nach der Regulation dieser Aktivitit. Eine

schematische Darstellung dieses regulatorischen Netzwerks ist in Abb. 52 gezeigt.



Diskussion 121

niedriger
Stress ATP-Gehalt

%CJ@
® J

[w-8] + (V) —> [v-w] + [E-o#]

Abb. 52: Modell der o®-Regulation in B. subtilis (modifiziert nach SCOTT und HALDENWANG
[1999]). E: RNA-Polymerase. Fiir weitere Erlduterungen siehe Text.

Im Mittelpunkt dieser komplexen Regulationskaskade steht der Anti-o—Faktor
RsbW (,,W* in Abb. 52) sowie dessen Antagonist RsbV (,,V* in Abb. 52), deren
kodierende Gene gemeinsam mit den Genen fiir 6® (sigB) und einem weiteren
regulatorischen Protein (RsbX) in einem o"-abhiingigen Operon lokalisiert sind
(KALMAN et al., 1990). Unter optimalen Wachstumsbedingungen ist 6® inaktiv, da
es von RsbW gebunden wird und so kein aktives 6"-Holoenzym gebildet werden
kann (BENSON und HALDENWANG, 1993). Dieser RsbW-0"-Komplex kann durch
nicht phosphoryliertes RsbV aufgehoben werden, da dieses seinerseits an RsbW
bindet und o® so freigesetzt wird (BENSON und HALDENWANG, 1993; DUFOUR
und HALDENWANG, 1994). In wachsenden Zellen wird RsbV jedoch durch die
Kinase-Aktivitit von RsbW phosphoryliert und so in einem inaktiven Zustand
gehalten (DUFOUR und HALDENWANG, 1994; VOELKER et al., 1995). Beim
Ubergang in die stationiire Wachstumsphase reichert sich nun unphosphoryliertes
RsbV an und zwar einerseits deshalb, weil der fallende ATP-Gehalt die
Phosphorylierung durch RsbW einschrinkt und andererseits durch die
Phosphatase-Aktivitdt von YvfP (ALPER et al., 1996; VUAY et al., 2000; VOELKER
et al., 1996). Dies fiihrt dazu, dal RsbV aktiv vorliegt und als Antagonist von
RsbW wirken kann, wodurch die Wachstumsphasen-abhéngige Stressantwort

induziert wird.
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Auch Umweltstress aktiviert ¢®, jedoch iiber ein ginzlich anderes regula-
torisches Netzwerk, das mindestens sieben weitere Proteine umfal3t. Hier wird
RsbV-P durch RsbU (,,U* in Abb. 52) dephosphoryliert und damit aktiviert, wenn
Stressbedingungen auftreten (YANG et al., 1996). Unter optimalen Wachstums-
bedingungen jedoch ist RsbU inaktiv und kann nur dann von RsbT (,,T* in Abb.
52) aktiviert werden, wenn dieses aus dem Komplex von RsbS (,,S* in Abb. 52)
und RsbR (,,R* in Abb. 52) herausgelost wird. Diese Freisetzung von RsbT erfolgt
durch Phosphorylierung von RsbS durch RsbT (YANG et al., 1996) unter
essentieller Mitwirkung des GTP-bindenden Proteins Ogb (ScoTT und
HALDENWANG, 1999), wobei dessen Funktion bisher noch ungeklirt ist. Eine
negative Kontrolle dieser Aktivitit wird dadurch erreicht, dal RsbX (,,X* in Abb.
52) RsbS-P dephosphoryliert und so die erneute Inaktivierung von RsbT einleitet
(YANG et al., 1996). Obwohl RsbX in einem ¢”-abhiingigen Operon kodiert ist
und so eine Autoregulation gewdhrleistet wire, konnte gezeigt werden, da3 RsbX
zwar essentiell zur Limitierung der o®-abhiingigen Stressantwort nétig, jedoch
allein nicht dafiir ausreichend ist (VOELKER et al., 1997).

Trotz der Vielzahl an Studien beziiglich der Regulation des o°-Gehalts in E.
coli und der generellen Stressantwort in B. subtilis ist es bis zum heutigen
Zeitpunkt vollkommen ungeklirt, wie die Organismen die primidren Umwelt-
signale wie pH-Wert oder Salzkonzentration wahrnehmen und wie die Systeme
aussehen, die die wahrgenommenen Signale weiterleiten.

Zum J-Regulon gehoren 125-127 Gene, die fiir Proteine kodieren, denen
aufgrund von Sequenzanalysen teilweise eine Funktion zugewiesen werden
konnte. So finden sich unter den o®-abhiingig transkribierten Gene die Gene fiir
Transporter von kompatiblen Soluten (opuFE, opuBB und opuBC) zur Reaktion auf
Salzstress genauso wie die Gene fiir Katalasen (katB, katX) zum Schutz vor
oxidativem Stress (PETERSOHN et al., 2001; PRICE et al., 2001). Bemerkens-
werterweise gehodren auch zwei der fiinf als Cl-abhédngig synthetisierten
identifizierten Proteine aus H. halophilus zur generellen Stressantwort in B.
subtilis (s. 3.4). Zum einen findet sich unter den o"-abhiingig synthetisierten

Proteinen SodA, eine Superoxid-Dismutase, und des weiteren gehort YvyD in B.
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subtilis zu den Stress-induzierten Proteinen (PETERSOHN et al., 2001; PRICE et al.,
2001). Dieser Befund 146t iiber ein attraktives Szenario spekulieren, in dem Cl” in
H. halophilus als primires Signal fiir Salzstress wirkt und welches im Folgenden

detailliert dargelegt werden soll.

4.5 Die Funktion von CI in H. halophilus

Am natiirlichen Standort von H. halophilus finden sich Bedingungen, die aus
verschiedener Hinsicht als extrem zu bezeichnen sind. Einerseits sind die Boden
in diesem Habitat saliner Natur, d.h. die dort lebenden Organismen miissen
halophil oder zumindest halotolerant sein, und zweitens unterliegen diese
Salzmarschboden einer unregelmiBigen Uberflutung durch Meerwasser. Durch
ihre im Vergleich zum Meeresspiegel geringfiigig hohere Lage werden diese
Bereiche nur etwa 100-200 Mal pro Jahr iiberflutet, was dazu fiihrt, da} die
Salzkonzentration in diesen Boden extremen und schnellen Schwankungen
unterliegt. Nach einer Uberflutung mit Seewasser kommt es durch Sonnen-
einstrahlung zu einer Verdunstung des Wassers, wodurch die Salzkonzentration
von der durchschnittlichen Seewasserkonzentration (3,5%) bis hinauf zu 10%
ansteigen kann. Durch eine erneute Uberflutung oder Regenfille kann die
Salzkonzentration andererseits binnen weniger Minuten bis zu Siilwasser-
bedingungen abfallen. Hieraus wird deutlich, daf} die an diesem Standort lebenden
Organismen tiiber ausgekliigelte und schnell reagierende Mechanismen verfiigen
miissen, die es ihnen ermoglichen, auf die stindigen, drastischen Wechsel in der
Salzkonzentration zu reagieren.

Wie unter 4.4 dargelegt, beinhaltet die Anpassung von B. subtilis an Salzstress
die Aktivierung des 6°-Regulons, wobei die auslésenden primiren Signale hierfiir

noch unbekannt sind. An marinen Standorten wie dem natiirlichen Habitat
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von H. halophilus ist eine Verdnderung der Salzkonzentration stets mit einer dazu
proportionalen Veridnderung der ClI'-Konzentration verbunden, da fiir Meerwasser

folgende Gleichung gilt (OTT, 1996):

Salz [mM] = 0,03 + 1,805 CI' [mM]

Dieser Zusammenhang zwischen Salz- und CI'-Gehalt macht CI" zu einem
idealen Signalmolekiil fiir die Salzkonzentration im umgebenden Medium.
Betrachtet man die in dieser Arbeit in H. halophilus identifizierten und
charakterisierten Cl-abhiingigen Vorginge, so filigen sich die erhaltenen
Ergebnisse zu einem einheitlichen Bild zusammen (Abb. 53). Erstens wurde
gezeigt, da} CI keine Funktion in der priméren Bioenergetik des Organismus hat,
was fiir ein potentielles Signalmolekiil nachteilig wire. Zweitens wurde ein
Betain-Aufnahmesystem identifiziert und charakterisiert, dessen Expression unter
Hochsalzbedingungen induziert wird. Die Aktivitit dieses Betain-Transporters
wird unmittelbar durch CI" stimuliert, was vor dem Hintergrund der Funktion von
Betain als kompatibles Solut in der Reaktion auf Salzstress ein physiologisch
sinnvoller Vorgang ist. Drittens wurde die Beweglichkeit und die Synthese von
Flagellin sowie die Transkription des korrespondierenden Gens als Cl-abhéngig
identifiziert. Die Induktion der Beweglichkeit ist sowohl in Enterobakterien als
auch in B. subtilis stets eine Reaktion auf Stress im weitesten Sinne und soll den
Organismen die Moglichkeit verschaffen, den Ort, an dem dieser Stress wirkt, zu
verlassen. Dies wird vor allem dadurch deutlich, dall die Signal-integrierenden
Systeme (cAMP/CAP, H-NS und CodY), die die Expression der Flagellengene
aktivieren, in allen Féllen auch an der generellen Stressantwort der
Mikroorganismen beteiligt sind. Sollte folglich CI" als Signalmolekiil fiir
Salzstress in H. halophilus dienen, wire notwendigerweise auch die Induktion der
Beweglichkeit Cl'-abhingig. Viertens finden sich unter den als Cl-abhéngig
synthetisierten Proteinen wenigstens zwei (SodA und YvyD), die auch in B.
subtilis durch die generelle Stressantwort induziert werden. Besonders interessant

ist hier das Auftreten von YvyD, von dem gezeigt werden konnte, daf} es in B.
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subtilis die Aktivitit eines alternativen o-Faktors moduliert (DRZEWIECKI et al.,
1998). Diese Eigenschaft von YvyD legt die Vermutung nahe, daf dieses Protein
unmittelbar an der Signaltransduktionskaskade beteiligt ist, die in H. halophilus
durch CI induziert wird. Moglicherweise bindet YvyD intrazelluldres Cl” und
aktiviert anschlieBend den korrespondierenden o-Faktor, was zur Transkription
der entsprechenden Gene fiihrt. Durch das grundsitzliche Prinzip der generellen
Stressantwort iiber zentrale Regulatorsysteme (s. 4.4) wird klar, warum auch
SodA, welches in seiner Funktion als Superoxid-Dismutase nicht mit Salzstress in
Verbindung gebracht werden kann, durch CI' induziert wird. Das Cl-abhéngig
synthetisierte Protein 2, YhfK, wurde in B. subtilis zwar nicht im ¢”-Regulon
gefunden, aufgrund der Ahnlichkeit zu Aspartat- und Glutamat-Semialdehyd-
Dehydrogenasen ist es aber denkbar, daf} auch diesem Protein eine wichtige Rolle
in der Anpassung von H. halophilus an Salzstress zukommt. Aspartat- bzw.
Glutamat-Semialdehyd sind zentrale Molekiile innerhalb der Biosynthese der
kompatiblen Solute N*-Acetyl-B-Lysin, Prolin und N°-Acetyl-Ornithin, welche
alle bei Wachstum von H. halophilus in Komplexmedium als kompatibles Solut
detektiert worden sind (SEVERIN, 1993). Dementsprechend wére eine Cl-abhéngig
stimulierte Synthese eines Proteins, welches einen Schritt dieser Biosynthese
katalysiert, als Reaktion auf Salzstress fiir den Organismus physiologisch duflerst
sinnvoll. Uber die Funktion des als Untereinheit eines ABC-Transporters
identifizierten Cl'-abhédngig synthetisierten Proteins 148t sich nur spekulieren, da
die Natur der potentiell transportierten Substanz unbekannt ist. Denkbar ist in
jedem Fall, da3 durch CI" die Synthese eines Transporters fiir kompatible Solute
stimuliert wird, wie es auch fiir das 6®-Regulon von B. subtilis gefunden wurde
(PETERSOHN et al., 2001; PRICE et al., 2001). In diesem Zusammenhang 148t sich
auch dariiber spekulieren, ob diese identifizierte ABC-Transporter-Untereinheit
moglicherweise zu dem in dieser Arbeit charakterisierten Cl'-abhédngigen Betain-
Transporter gehort. Die Bedeutung des LuxS-dhnlichen Proteins bleibt unklar,
wobei jedoch offensichtlich ist, dal es potentiell in regulatorische Vorginge
involviert sein kann. Letztendlich konnte gezeigt werden, dall auch andere

Organismen eine Cl'-abhingige Osmotoleranz aufweisen, was dafiir spricht, daf3
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dieses Phianomen moglicherweise weit verbreitet ist und einem grundsitzlichem
Prinzip folgt. H. halophilus stellt in diesem Zusammenhang einen Organismus
dar, der durch die ununterbrochene Konfrontation mit Salzstress eine langfristige
Anpassung durchlaufen hat und dadurch die Fihigkeit verloren hat, unter nicht-
induzierenden Bedingungen zu wachsen.

Vor dem Hintergrund der Hypothese, dal CI' in H. halophilus als Signal-
molekiil fungiert, sind die Ergebnisse der Studien zur Substitution von CI" durch
Glutamat besonders interessant. Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dal Glutamat
CI' beim Wachstum effektiv substituieren kann und daf} die Glutamat-Aufnahme
in H. halophilus Cl'-unabhéngig ist. Andererseits kann Glutamat CI" jedoch nicht
substituieren, was die Flagellinsynthese und damit die Beweglichkeit betrifft.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daBl die CI'-Abhéngigkeit des Wachstums
durch Glutamat aufgehoben werden kann, weil in Form von Glutamat gentigend
alternative kompatible Solute vorliegen und die Cl’-abhédngige Betain-Aufnahme
durch die Aufnahme von Glutamat ersetzt wird. Die Funktion als Signalmolekiil,
welches die Expression von fliC und der anderen Cl-abhingigen Gene auslost,
kann dagegen von Glutamat nicht iibernommen werden, was aufgrund der
grundsitzlich verschiedenen chemischen Natur der Substanzen nicht verwundert.

Sollte CI' in H. halophilus als Signalmolekiil fungieren, setzt dies selbst-
verstindlich das Vorhandensein eines Systems zur CI'-Wahrnehmung voraus.
Dies konnte einerseits ein membranstindiger CI-Sensor sein, der die
extrazelluldre CI'-Konzentration wahrnimmt und ein entsprechendes Signal in die
Zelle transduziert. Da jedoch andererseits bereits gezeigt wurde, da3 CI" von H.
halophilus aufgenommen wird und optimales Wachstum erst ab einer intra-
zelluldren CI'-Konzentration von ca. 400 mM stattfindet (ROEBLER und MULLER,
1998), ist es ebenfalls denkbar, dal ein CI'-spezifisches Transportsystem aktiv ist.
Ein weiterer Mechanismus zur ClI-Akkumulation wire der Co-Transport von CI’
iiber das Cl'-abhiingige Betain-Transportsystem. Intrazellulidr wiirde Cl" dann von
einem Rezeptormolekiil gebunden, welches das entsprechende Signal weiterleitet.
Derartige Rezeptormolekiile weisen in der Regel einen niedrigen K, -Wert im

mikromolaren Bereich fiir ihr korrespondierendes Signalmolekiil auf. Fiir NhaR,
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den positiven Regulator der Transkription der Gene fiir NhaA (RAHAV-MANOR et
al., 1992), einen Na'/H"-Antiporter aus E. coli, wurde am gereinigten Protein
jedoch gezeigt, dal3 maximale Induktion bei einer Na*-Konzentration von 20 mM
stattfindet (CARMEL et al., 1997; DOVER und PADAN, 2001; PADAN et al., 2001).
Dieser Befund zeigt, da} dieser transkriptionelle Regulator NhaR einen K, -Wert
im millimolaren Bereich hat, also durchaus derartige Rezeptorproteine in
Bakterien nachgewiesen wurden, die eine niedrige Affinitdt aufweisen. Selbiges
miilte fiir einen postulierten CI'-bindenden Regulator auch der Fall sein. Der
Grund dafiir, dal der K -Wert fiir CI' hier noch hoher liegt, konnte in der
Tatsache bestehen, dal H. halophilus im Gegensatz zu E. coli halophil ist und
dementsprechend stets von hohen CI'-Konzentrationen umgeben ist.

Fal3t man abschlieBend die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zusammen, so
wird deutlich, dal mit dem Betain-Transport, der Beweglichkeit, der
Flagellinsynthese und der Synthese diverser Stress-abhingiger Proteine,
zahlreiche Cl-abhidngige Vorginge in H. halophilus identifiziert und charak-
terisiert wurden, die in ihrer Gesamtheit den Schluf3 zulassen, daf} CI in H.
halophilus als Signalmolekiil zur Auslosung der Stressantwort fungiert. Mit
diesem Befund wurde erstmalig eine Bedeutung von CI als Bioelement in

Prokaryonten nachgewiesen.
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Beweglichkeit
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Abb. 53: Hypothetisches Modell zur Funktion von CI in H. halophilus. Fiir Erlduterungen
siehe Text.
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4.6 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mehrere verschiedene Cl-abhingige
Vorgidnge in H. halophilus identifiziert und charakterisiert werden, die
zusammengenommen ein Bild ergeben, nach dem CI in diesem Organismus als
Signalmolekiil fiir Salzstress fungiert. Die weiterfiihrenden Studien werden zum
Ziel haben, das oben vorgestellte Modell zu verifizieren. Durch die im Rahmen
dieser Arbeit konstruierten Plasmide pMR102, pMR111, pMR401 und pMR501
wird es zundchst moglich sein, stromaufwirts zu sequenzieren und Promotor-
bereiche zu identifizieren, die, sollten die entsprechenden Gene zu einem Regulon
gehoren, Sequenziibereinstimmungen aufweisen sollten. Dariiber hinaus sind
weitere Proteom-Analysen mittels 2D-PAGE notwendig, um moglicherweise
weitere Cl-abhingig synthetisierte Proteine zu identifizieren. Eine Erhohung der
Sensitivitit fiir dementsprechende Proteine konnte zum einen durch ,,Immobiline
DryStrips* mit einem geringeren pH-Gradienten, woraus sich eine verbesserte
Auflosung ergeben wiirde, erreicht werden. Des weiteren konnte eine Markierung
der Proteine mit *>S-Methionin genutzt werden, um auch Proteine, die nur in
geringen Mengen vorhanden sind, sichtbar zu machen. Zusétzlich zu Proteom-
analysen konnten zudem auf der Transkriptebene molekularbiologische Methoden
wie ,,Differential display“-PCR eingesetzt werden, um weitere Cl-abhéngig
trankribierte Gene zu identifizieren. Versuche zur Verifizierung der Hypothese,
daB YvyD das Cl-bindende Modulatorprotein darstellt, konnten mit *°CI
durchgefiihrt werden. Gleichfalls konnten in einem solchen Versuchsansatz
andere CI'-bindende Proteine identifiziert werden, die potentiell zusétzlich an der
Signaltransduktion beteiligt sein konnten. Des weiteren sollte der ClI'-Import in H.
halophilus detailliert charakterisiert werden. Letztendlich werden weiterfiihrende
Untersuchungen beziiglich der beobachteten Cl-abhingigen Osmotoleranz in
anderen Bakterien zeigen, ob die an H. halophilus gemachten Befunde auf andere
Systeme iibertragen werden konnen und ob moglicherweise Cl eines der primiren
Signale zur Einleitung der generellen Stressantwort in moderat halophilen

Mikroorganismen darstellt.
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S Zusammenfassung

1. Der Aufbau des Membranpotentials und die ATP-Synthese in H. halophilus
wurden durch CI nicht beeinflult. Zusammen mit den Ergebnisse friiherer
Studien gibt es keinen Hinweis darauf, da3 CI" an der priméiren Bioenergetik von

H. halophilus beteiligt ist.

2. Es wurde ein unter Hochsalzbedingungen induziertes, Cl-abhédngiges
Transportsystem fiir das kompatible Solut Betain identifiziert und charakterisiert.
Dieses System transportiert Betain mit einer maximalen Geschwindigkeit von

V.= 14,0 £ 0,2 nmol/min x mg Protein und hat einen K, -Wert fiir Betain von

72,8 = 10,4 uM. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Hemmstoffstudien deuten
darauf hin, dal die Betain-Aufnahme in H. halophilus iiber einen priméiren

Transportmechanismus erfolgt.

3. Die Beweglichkeit von H. halophilus auf Weichagarplatten zeigt eine klare
CI'-Abhingigkeit. In elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte fest-
gestellt werden, dal} die Flagellenbildung in H. halophilus CI'-abhéngig ist. Das
Flagellin wurde gereinigt, und es wurde ein spezifisches Antiserum dagegen

hergestellt.

4. Immunologische Analysen ergaben, daBl die Synthese des Flagellins
Wachstumsphasen-abhéngig war. In der log-Phase und in der frithen stationédren
Phase wurden groB3e Mengen an Flagellin nachgewiesen, wihrend die Flagellin-
konzentration in der spiten stationdren Phase zuriickging. Interessanterweise war
die Flagellinsynthese zu jedem Zeitpunkt des Wachstums Cl-abhingig; in
Abwesenheit von CI" war kein Flagellin nachzuweisen. Dies ist der erste Nach-

weis einer Cl-abhingigen Proteinproduktion in einem Prokaryonten.

5. Es wurde eine Plasmid-Genbank aus chromosomaler DNA von H.
halophilus generiert, die 5807 Klone mit einer durchschnittlichen Fragmentgrofie

von 4415 Bp enthilt. Dies entspricht einer Wahrscheinlichkeit von 99,8%, daf}
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samtliche Bereiche des Genoms von H. halophilus abgedeckt wurden. Die fiir das
Flagellin (f/iC) und die B-Untereinheit der F,F,-ATP-Synthase (atpD) aus H.
halophilus kodierenden Gene wurden mit Hilfe von Koloniehybridisierungen in
der Genbank identifiziert. AnschlieBend wurden Teile dieser Gene kloniert und

sequenziert.

6. Northern-Blot- und RT-PCR-Analysen zeigten, daB3 die Transkription von
fliC durch CI" um den Faktor 2 stimuliert wird. Dies ist der erste Nachweis einer

durch CI stimulierten Transkription eines Gens mit bekannter Funktion.

7. Versuche zur Substitution von CI" durch kompatible Solute ergaben, daf3
Glutamat, Succinat und Fumarat die CI'-Abhingigkeit des Wachstums von H.
halophilus aufheben konnen. Fiir Glutamat wurde gezeigt, dal dies auf die nicht
Cl'-abhingige Aufnahme von Glutamat zuriickzufiihren ist. Fiir die Beweglichkeit
und die Flagellinsynthese wurde gezeigt, dal Glutamat CI' nicht effektiv

substituieren kann.

8. Mit Hilfe von 2D-gelelektrophoretischen Studien konnten 5 weitere Cl-
abhingig synthetisierte Proteine in H. halophilus nachgewiesen werden. Die
Identifizierung dieser Proteine erfolgte durch N-terminale Sequenzierung und
nachfolgender Suche nach dhnlichen Proteinen in Datenbanken. Zwei davon,
YvyD und SodA, gehdren zum o®-Regulon von B. subtilis. YvyD ist von
besonderem Interesse, da es als o-Faktor modulierendes Protein an der CI-
abhéngigen Signaltransduktionskette, die von der Wahrnehmung des Reizes zur
Genexpression fiihrt, beteiligt sein konnte. Ein drittes Protein (YhfK) ist Aspartat-
und Glutamat-Semialdehyd-Dehydrogenasen sehr dhnlich. Das vierte Protein ist
der ATP-bindenden Untereinheit verschiedener ABC-Transporter sehr @hnlich.
Das fiinfte identifizierte Protein, LuxS, ist in Gram-negativen an der Biosynthese

von Autoinduktoren beteiligt.
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9. Teile der Gene, die in H. halophilus fiir YvyD bzw. LuxS kodieren, wurden
mit Hilfe von degenerierten Oligonukleotiden per PCR amplifiziert, kloniert und

sequenziert.

10. In Wachstumsversuchen konnte gezeigt werden, dal3 11 von 44 darauf
untersuchten Arten Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien eine CI-
abhingige Osmotoleranz aufweisen. Dies waren: Aeromonas hydrophila, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum, Escherichia coli,
Paracoccus denitrificans, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Staphylococcus

aureus, Thermus thermophilus und Vibrio fischeri.
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7 Anhang

In diesem Anhang sind die Wachstumskurven der Versuche zur CI'-
abhingigen Osmotoleranz weiterer Gram-positiver und -negativer Bakterien

dargestellt. Gezeigt sind jeweils die getesteten Konzentrationen an NaCl, Na,SO,

oder Na-Glukonat wie bei den einzelnen Kurven angegeben.
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