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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl die Expression als auch die Funktion der ABC-
Transportsysteme Pstl, Pst2 (Phosphate specific transport) und Ugp (Uptake glycerol
phosphate) von Halobacterium salinarum untersucht. Die Komponenten dieser Transporter
werden von phosphatabhangig regulierten Operons (pstl, pst2 und ugp) kodiert und stellen
Homologe bekannter bakterieller Proteine dar.

Im ersten Teil der Arbeit wurden die pstl- und pst2-Promotorregionen charakterisiert,
sowie die unterschiedliche Regulation ihrer Operons untersucht. Es konnte hierbei belegt
werden, dass beide Operons jeweils eine polycistronische Einheit darstellen und ihre
Promotoren somit stromaufwarts des ersten Gens im Operon liegen. Fir die pstl-, pst2- und
ugp-Operons konnten die Transkriptionsstartstellen identifiziert werden.

In vorliegender Arbeit wurde dabei erstmalig ein archaeales Operon beschrieben, das
alternative  Promotoren besitzt. H.salinarum nutzt fur das pstl-Operon zwei
Transkriptionsstartstellen in Abhangigkeit von Phosphat, um zwei unterschiedlich lange
MRNAs zu transkribieren. Durch einen bisher unbekannten Regulationsmechanismus schaltet
die Zelle dabei zwischen einem Transkript mit einer 60 nt langen leader-Sequenz unter
phosphatgeséttigten Bedingungen und einem ohne leader-Sequenz unter Phosphatmangel um.
Die Transkripte des pst2- bzw. ugp-Operons haben dagegen unter beiden
Phosphatbedingungen keine leader-Sequenz. Unter Verwendung des bgaH-Reportersystems
stellte sich heraus, dass sich die Translationseffizienz der beiden pstl-Transkripte mit bzw.
ohne leader-Sequenz stark unterscheidet. Das Transkript ohne 5°-UTR (untranslated region)
hatte eine etwa 115-fach hohere Translationseffizienz als das Transkript mit 5°-UTR. Die
Expression des pstl-Operons wird somit durch einen posttranskriptionellen
Regulationsmechanismus moduliert.

Die phosphatabhangige Expression der pstl-, pst2- und ugp-Operons wurde ebenso
untersucht, wobei sich herausstellte, dass das pst2-Operon unter phosphatgeséattigten
Bedingungen im Vergleich zum pst1-Operon starker exprimiert wird. Die Expression des
pst1-Operons wird dagegen unter phosphatlimitierten Bedingungen sehr stark induziert,
hauptséachlich durch die hohe Translationseffizienz des pst1-Transkripts ohne leader-Sequenz.
Mit Hilfe des bgaH-Reportersystems war es auch moglich die TATA-Boxen des pstl- und

pst2-Promotors zu identifizieren sowie AT-reiche Motive, die in dieser Arbeit als P-Box
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bezeichnet wurden. Mutationen in der P-Box mit der Konsensussequenz ATATWWW-
fihrten sowohl beim pstl- als auch beim pst2-Promotor zu einer verringerten
Promotoraktivitat. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die TATA-2-Box des pstl-
Promotors unter phosphatlimitierten Bedingungen als P-Box fungiert und die
phosphatabhangige Promotoraktivitat beeinflusst. Fir die Regulation des pstl-Promotors
wurde ein mogliches Modell vorgestellt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die auf Homologie basierend vermuteten Funktionen
der Transporter Pstl, Pst2 und Ugp bestétigt und die kinetischen Parameter bestimmt. Dazu
wurden verschiedene Knockout-Mutanten konstruiert. Es zeigte sich, dass die beiden Pst-
Transporter unterschiedliche Phosphat-Affinitdten haben und die Phosphatbindeproteine PstS;
und PstS; mit den Permeasen beider Transporter interagieren. Desweiteren konnte gezeigt
werden, dass der Verlust des Pst1-Transporters eine starke Reduktion der Phosphat-Taxis zur
Folge hat, was seine Relevanz fiir die phosphatgerichtete Chemotaxis der Zelle untermauert.
Durch Wachstumsversuche wurde auBerdem nachgewiesen, dass Ugp der einzige Glycerin-3-
phosphat-spezifische Transporter in H. salinarum ist.

Ein regulatorisches Protein, das an der Regulation der durch eine Phosphatlimitierung
induzierten Gene (PHO-Stimulon) beteiligt ist, konnte zwar nicht identifiziert werden, jedoch
flihrte eine Deletion des pst1-Operons zu einer leichten Induktion des pst2-Operons.

Die Ergebnisse zeigen, dass H. salinarum zwei verschiedene Phosphattransportsysteme
besitzt, die unterschiedlich genutzt werden. Unter phosphatgeséattigten Bedingungen operiert
die Zelle hauptsachlich mit dem weniger affinen Pst2-Transporter. Kommt es zu einem
Phosphatmangel in der Umgebung wird hauptséchlich der hoch-affine Pstl-Transporter
induziert, wodurch sich die Zelle effizienter mit dem Uberlebenswichtigen Nahrstoff
versorgen kann. Zudem ermdglicht der Pstl-Transporter eine Phosphat-Taxis. Da dieser
sowohl auf transkriptioneller als auch auf posttranskriptioneller Ebene reguliert wird, kann die
Zelle sich besonders schnell an einen veranderten Phosphatgehalt in der Umgebung anpassen
und die Proteinsynthese nach Bedarf regulieren.

W=AoderT
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The effective uptake of inorganic phosphate by cells from the environment depends on
specific transport systems. In bacteria, these uptake systems are well characterized and most
species contain both secondary transporters as well as primary uptake systems belonging to
the ABC-family of transporters. Under phosphate starvation, genes coding for high-affinity
phosphate transporters are induced in bacteria as well as in eukarya. In E. coli these are genes
of the phosphate-specific transport via Pst or the Glycerol-3-phosphate-specific transporter,
Ugp. Archaea possess the PHO stimulon, which induces numerous genes in response to
phosphate limitation. So far this stimulon has only been described for Halobacterium
salinarum R1. The genome of H. salinarum encodes ABC transporters resembling the Pst and

Ugp systems of E. coli which are upregulated under P;-limited conditions.

In this study, the gene expression and function of the phosphate dependent operons pstl, pst2
and ugp of H. salinarum were investigated.

First, it was shown that the three operons (pstl, pst2 und ugp) are transcribed as one
polycistronic unit. The respective promoters are located upstream of the first ORF (open
reading frame) of the operons, and transcription start sites (TSS) were mapped. Two TSSs
were found for the pstl operon, and are utilized in a phosphate dependent manner. Through
an unknown regulation mechanism, the cell switches transcription of pstl mRNA to either a
transcript with or without a 60 nt long leader sequence. The transcripts of the pst2 and ugp
operons have no 5’UTRS, regardless of phosphate concentration. Using a Ppst1-bgaH reporter
system, it was observed that the transcripts with or without a leader sequence have different
translation efficiencies. The transcript without a S°‘UTR had a 150-fold higher translation
efficiency than the transcript with a 5°UTR. It was concluded that the expression of the pstl
operon is modulated through a post-transcriptional regulation mechanism. To our knowledge,
this is the first identified archaeal protein-coding operon that is transcribed by alternative
promoters. The differences in phosphate dependent gene expression of the pstl, pst2 and ugp
operons were investigated using the bgaH reporter system. Under phosphate saturated
conditions, the expression of the pst2 operon is stronger compared to the expression of the
pstl operon, whereas under phosphate limited conditions, pstl operon expression is highly
induced. This assay system also identified the TATA boxes of the pstl and pst2 promoters as

well as AT-rich motifs, named P boxes. Mutations in the P box, with the consensus
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ATATWWW?, reduced the promoter activity of both the pst1 and pst2 promoters. The results
indicated that the TATA-2 box of the pstl promoter has an impact on the phosphate
dependent promoter activity under phosphate limited conditions and could be used as a P box.
In the second part of the study, the proposed functions of the transporters Pst1, Pst2 and Ugp
and the kinetic parameters were determined. Different knockout mutants were constructed,
and these showed that the Pst transporters had different phosphate affinities. It was concluded
from the results that the binding proteins PstS; and PstS; can interact with both transporters.
The phosphate transport systems Pstl and Pst2 are used differently. Under phosphate
saturated conditions the cell operates mainly with the lower-affinity Pst2 transporter. If
phosphate becomes limiting in the environment, predominantly the high-affinity transporter
Pstl is induced. This process is regulated on the transcriptional as well as on the post-
transcriptional level. Furthermore, it was shown that a deletion of the Pstl transporters leads
to a loss of phosphate-directed chemotaxis under Pj-stress. This result confirms the
importance of the Pstl transporter under phosphate limited conditions.

In related studies, growth experiments showed that the Ugp transporter is the only transporter
for glycerol-3-phosphate in H. salinarum. In addition, the search for a regulatory protein that
is involved in the regulation of the genes of the PHO stimulon did not reveal any likely
candidates, but it was shown that deletion of the pstl operon leads to an induction of the pst2

operon.

ZW=AorT
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1 Einleitung

1.1 Phosphatabhangige Genexpression in Mikroorganismen

Phosphor stellt einen essentiellen Makronahrstoff fur das Wachstum und den Zellstoffwechsel
in Mikroorganismen dar, und wird in Form von Phosphaten in zentrale Bausteine der Zelle
integriert. Anorganisches Phosphat, das Orthophosphatanion (P;), ist Bestandteil von
Nukleinsauren, Phospholipiden sowie Lipopolysacchariden und einigen nicht-proteinogenen
Aminosauren und Proteinen, in die es nach posttranslationaler Modifikation eingebaut wird.
Eine zentrale Rolle spielen Phosphorséureverbindungen wie ATP und diverse Cofaktoren fir
den Energiestoffwechsel der Zelle.

Unter naturlichen Bedingungen z&hlt fir die Biosynthese nicht nur die in der Umgebung
vorhandene Menge an Phosphat, sondern vor allem seine L&slichkeit. Diese wird von
vorhandener alkalischer Erde, Schwermetallen, dem pH-Wert und weiteren Faktoren
beeinflusst. Der Grof3teil des Phosphats liegt immobilisiert in organischen Verbindungen vor.
Die bevorzugte Phosphat-Quelle der Mikroorganismen ist jedoch anorganisches Phosphat
(Pi), welches von der Zelle mit Hilfe verschiedener Transportsysteme aufgenommen werden
kann.

In Escherichia coli beispielsweise, wird P; tiber zwei Transportsysteme, Pit und Pst, Uber die
Cytoplasmamembran in die Zelle aufgenommen (Wanner, 1993). Es wird im Rahmen der
Glykolyse (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase), des Citratzyklus (Succinyl-CoA-
Synthetase), der oxidativen Phosphorylierung (ATP-Synthase) und bei einigen Bakterien in
der gemischten S&uregdrung (Phosphotransacetylase) oder Argininfermentation (Ornithin-
Carbamoyltransferase) in den Stoffwechsel integriert.

Einige Organophosphate werden in E. coli zunachst Uber die dulRere Membran transportiert
und im Periplasma durch Phosphatasen, wie die alkalische Phosphatase, hydrolysiert. Somit
wird das P; freigesetzt und kann in die Zelle geschleust werden. Das Glycerin-3-phosphat
wird direkt Uber das Transportsystem Ugp als Phosphoester aufgenommen. Auch
Phosphonate werden entweder in die Zelle transportiert oder abgebaut und dienen so als
weitere Phosphorquelle.

Aufgrund der limitierten Verfugbarkeit des Phosphats sind Mikroorganismen darauf
angewiesen dieses zu speichern. P; wird in den meisten Zellen als Polyphosphat (PolyP)
gespeichert, das einen deutlichen osmotischen Vorteil gegentber freiem P; hat.
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Das komplexe Phosphorassimilationssystem unterliegt einer strengen Kontrolle in
Abhéangigkeit des Bedarfs und der Verfligbarkeit von Phosphor im Lebensraum.

Unter Phosphat-Mangelbedingungen werden sogenannte psi (phosphate starvation
inducible)-Gene (Hulett, 1996, Makino et al., 1994) induziert. Diese kodieren Proteine, die
am Transport von anorganischem Phosphat und anderen Phosphat-enthaltenden Substraten
beteiligt sind. Weiter werden Gene induziert, die fir Phosphomonoesterasen wie Saure und
Alkalische Phosphatasen oder 5'-Nukleotidasen und Phosphodiesterasen kodieren. Auch
Proteine, die an der Biosynthese von Zellwandbestandteilen und dem Gebrauch von
Polyphosphaten und Phosphonaten beteiligt sind, werden induziert. Alle diese psi-Gene, die
auch Teil des PHO (phosphate starvation)-Regulons sind, unterliegen derselben
physiologischen und genetischen Kontrolle. Ein Regulon definiert sich als die Summe aller
Gene, die durch ein gemeinsames Regulatorprotein positiv (verstarkte Transkription)
und/oder negativ (verringerte Transkription) reguliert werden.

Samtliche Gene, die von einem Zweikomponenten-Signaltransduktionssystem reguliert
werden, das aus dem Proteinpaar PhoB-PhoR in gramnegativen bzw. PhoP-PhoR in
grampositiven Bakterien besteht, werden als pho-Gene bezeichnet. Die Antwortregulatoren
PhoB und PhoP sind Transkriptionsregulatoren, die direkt an den Promotoren der pho-Gene
binden. PhoR ist eine transmembrane sensorische Histidinproteinkinase, die auf vorhandenes
Phosphat im Medium reagiert und den Antwortregulator phosphoryliert. Die Transkription
der pho-Gene wird durch die phosphorylierte Form des Antwortregulators induziert (Hulett,
1996, Makino et al., 1989, Makino et al., 1988).

Ein auf Phosphatmangel im Medium antwortendes System ist auller in Bakterien (Hulett,
1996, Vershinina & Znamenskaia, 2002, Wanner, 1994) und in Cyanobakterien (Hirani et al.,
2001) auch in dem einzelligen Eukaryoten Saccharomyces cerevisiae beschrieben worden
(Magbanua et al., 1997b). Ein PHO-Regulon wurde des Weiteren fiir Archaeen in Erwégung
gezogen (Osorio & Jerez, 1996, Wende et al., 2009).
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1.1.1 Das PHO-Regulon in gramnegativen Bakterien

Ein auf Phosphatmangel im Medium antwortendes System wurde in mehreren gramnegativen
Bakterien beschrieben, unter anderem in Salmonella typhimurium (Conlin et al., 2001, Foster
& Spector, 1986, Jiang et al., 1995), Pseudomonas aeruginosa (Anba et al., 1990, Siehnel et
al., 1988), Agrobacterium tumefaciens (Aoyama et al., 1991, Mantis & Winans, 1993),
Sinorhizobium meliloti (Bardin & Finan, 1998, Mendrygal & Gonzalez, 2000, Summers et al.,
1998), Bradyrhizobium japonicum (Minder et al., 1998), Vibrio cholerae (von Kruger et al.,
1999) und Acinetobacter spp. (Geissdorfer et al., 1998, Schembri et al., 1995). Eines der am
besten erforschten PHO-Regulons in gramnegativen Bakterien ist das des Modellorganismus
Escherichia coli.
E. coli ist ein peritrich begeilielter, stdbchenformiger Bewohner des Sdugerdarms und gehort
zur Familie der Enterobakterien. Es ist fakultativ anaerob und somit in der Lage seine Energie
unter anaeroben Bedingungen durch Gérung und unter aeroben durch die
Atmungskettenphosphorylierung zu gewinnen.
Bei Phosphatmangelbedingungen wird die Diffusion von phosphathaltigen Stoffen in E. coli
durch eine Pore in der dulReren Membran, das PhoE, erleichtert (Tommassen & Dekroon,
1987). Da die meisten vom Medium ins Periplasma gelangten Substanzen auf Grund ihrer
GroRe die cytoplasmatische Membran nicht weiter passieren kénnen, werden sie entweder
von alkalischen (PhoA) bzw. sauren (AppA) Phosphatasen oder 5'-Nukleotidasen zu
anorganischem Phosphat (P;) hydrolysiert (Rao & Torriani, 1988). Das periplasmatische P;
wird vom Phosphatbindeprotein PstS gebunden und durch das Pst (phosphate specific
transport)-System (siehe Abb.1) ins Cytoplasma transportiert. Unter Pj-gesattigten
Bedingungen wird P; durch das sogenannte Pit (phosphate inorganic transport)-System
transportiert (Rosenberg et al., 1977).
E. coli ist auch in der Lage sn-Glycerin-3-phosphat (G3P) und Glycerinphosphodiester durch
das Ugp (uptake glycerol phosphate)-System aufzunehmen und durch die Phosphodiesterase
UgpQ zu hydrolysieren. Mit Hilfe von verschiedenen Proteinen wird das aufgenommene
Phosphat von der Zelle verstoffwechselt (Wackett et al., 1987).
All diese Proteine werden durch das PhoB-PhoR-System reguliert (Abb. 1) (Wanner, 1994).
Unter gesattigten Phosphatbedingungen wird die Expression der Gene des PHO-Regulons
durch die Ausbildung eines Repressorkomplexes reprimiert. Dieser wird von PhoR, PhoU und
den Proteinen des Pst-Transporters gebildet. Das PhoU-Protein hat hier eine Mediatorfunktion
zwischen Pst und PhoR, dessen Mechanismus bisher noch unbekannt ist. Unter
Phosphat-Mangelbedingungen liegt das Phosphatbindeprotein PstS nicht langer mit P;
7
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gesattigt vor. In Folge dessen kommt es zu einer Konformationsédnderung im Pst-System, die
dazu fiihrt, dass sich das Gleichgewicht vom Repressor-Komplex PhoR® zum dimeren
Aktivator-Komplex PhoR” verschiebt. Die aktivierte Histidinkinase PhoR” wird
autophosphoryliert und transferiert ihre Phosphoryl-Gruppe auf den Antwortregulator PhoB
wodurch sich PhoB~P bildet. Das phosphorylierte PhoB bindet an Zielsequenzen in
Promotoren und induziert so die Transkription der pho-Gene (Abb. 1) (Wanner, 1994).

Periplasma

RRRRRRRR
ERRREORE B

Cytoplasma

Abb. 1: Schematische Darstellung der Regulation der Genexpression des PHO-Regulons in E. coli
modifiziert nach (Wanner, 1994).

Unter phosphatgesattigten Bedingungen im Medium wird die Expression der Gene des PHO-Regulons
durch die Ausbildung eines Repressorkomplexes, der von Pho", PhoU und dem Pst-Transporter gebildet
wird, reprimiert. Unter Phosphat-Mangelbedingungen, liegt das Phosphatbindeprotein PstS nicht P;-
gesattigt vor. In Folge kommt es zu einer Konformationsanderung im Pst-System, die dazu fihrt, dass
der Repressor-Komplex PhoR" spontan in den Aktivator-Komplex PhoR* Ubergeht. Die aktivierte
Histidinkinase PhoR® wird autophosphoryliert und transferiert seine Phosphoryl-Gruppe auf den
Antwortregulator PhoB wodurch sich PhoB~P bildet. Das phosphorylierte PhoB bindet an Zielsequenzen
in Promotoren und induziert die Transkription der Gene des PHO-Regulons.

Die Zielsequenzen sind sogenannte PHO-Boxen, die in den Promotoren der pho-Gene
auftreten. Promotoren der pho-Gene enthalten die konservierte Sequenz in der -10 Region, die
wichtig fiir die Interaktion mit der o’%-haltigen RNA-Polymerase ist, jedoch fehlt ihnen die
konservierte Sequenz in der -35 Region (Abb. 2). Die pho-Promotoren enthalten dagegen eine
spezifische Zielsequenz, die 10 Nukleotide stromaufwarts der -10 Region liegt und wichtig
fur die Interaktion mit dem Regulatorprotein PhoB ist. Diese sogenannte PHO-Box (Abb. 2)
wird aus 18 Nukleotiden gebildet: zwei identische Heptanukleotide, die durch vier AT-reiche
Nukleotide geteilt werden CTGTCATA(A/T)A(T/A)CTGTCA(C/T) (Makino et al., 1994).
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=1¢
CAGTAANARGTTAATCTTTTCAACAGCTGTCATAARGTTGTCACGGCCGAGACTTATAGTCGCTTTG phUA

-1¢
ATAACCTGAAGATATGTGCGACGAGCTTTTCATAAATCTGTCATAAATC TGACGCATAATGACGTCG phaB

=10
GCTGAAAGCACACAGCTTTTTTCATCACTGTCATCACTCTGTCATCTT TCCAGTAGAAACTAATGTCA phaH

-10
ACCACATTTTAAGAATATTATTAATCTGTAATATATCTTTAACAATCTCAGGTTARRAACTTTCCTG phoE

-10

TCTCTGTCATAAAACTGTCATATT CCTTACATATAACTGTCACCTGTTTGTCCTATTTTGCTTCTC pSfS

-10
TTGTCATCTTTCTGACACCTTACTATCTTACAAATGTAACANNAAAAGTTATTTTTCTGTAATTCGAGCATGTCATGTTACCCC ugp

Die Konsensussequenz der PHO-Box in E. coli:

CTGTCATA(A/T)A(T/A)CTGTCA(CIT)

Abb. 2: Promotoren der Gene des PHO-Regulons in E. coli (Vershinina & Znamenskaia, 2002).
Die Konsensussequenz der PHO-Boxen nach (Makino et al, 1994) wird angegeben Die jeweiligen
PHO-Boxen sind unterstrichen und in fetten Buchstaben angegeben. Die -10 Region ist unterstrichen.

1.1.2 Das PHO-Regulon in grampositiven Bakterien

Bisher wurde ein System, das auf Phosphatmangel antwortet, in grampositiven Bakterien fur
einige Streptomyceten (Esteban et al., 2008, Mendes et al., 2007, Sola-Landa et al., 2005),
Streptococcus pneumoniae (Novak et al., 1999) und Clostridium acetobutylicum (Fiedler et
al., 2008, Fischer et al., 2006) beschrieben. Das am detailliertesten erforschte PHO-Regulon
grampositiver Bakterien ist das von Bacillus subtilis.

B. subtilis ist ein begeiReltes, stabchenférmiges Bodenbakterium, das unter schlechten
Wachstumsbedingungen thermoresistente Sporen bildet. Es wurde lange Zeit fir obligat aerob
gehalten, bis sich herausstellte, dass es auch fakultativ anaerob wachsen kann (Nakano &
Zuber, 1998). Somit gewinnt B. subtilis seine Energie zwar vorzugsweise Uber oxydative
Phosphorylierung, kann aber unter anaeroben Bedingungen auch Nitrat oder Nitrit als
terminalen Elektronenakzeptor nutzen (Nakano & Zuber, 1998). Zudem ist B. subtilis in der
Lage ausschliellich durch Gérungsstoffwechsel (Erzeugung von Milchsdaure, Ethanol,
Acetoin und 2,3-Butandiol) zu tberleben.

Ein wesentlicher Unterschied zu beispielsweise E. coli liegt in der Eigenschaft der Bazillen
Endosporen bilden zu kénnen. Die Sporenbildung erfordert Gber 100 Proteine, deren Synthese
durch eine Kaskade von Reaktionen mit der Beteiligung verschiedener o-Faktoren reguliert
wird (Burbulys et al., 1991, Perego et al., 1996).
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Das PHO-Regulon in B. subtilis ist dhnlich organisiert wie das in E. coli. Zusétzlich zum
PhoP—PhoR Signaltransduktionssystem von B. subtilis, welches homolog zum PhoB—PhoR
System aus E. coli ist, besitzt es zwei weitere regulatorische Systeme: das vielschichtige
System der Spo-Proteine, das die Sporenbildung reguliert (Jensen et al., 1993), und das
Zweikomponentensystem ResD—ResE, das die aerobe und anaerobe Atmung reguliert (Sun et
al., 1996, Zhang & Hulett, 2000).

Wie bei E.coli wird bei Phosphatmangel die Transkription mehrerer Gene induziert. Der
Umweltreiz wird hier jedoch nicht Uber den Pst-Transporter, sondern Uber die
Elektronentransportkette in der Cytoplasmamembran vermittelt. Zu den induzierten Genen
gehoren beispielsweise das der Alkalischen Phosphatase phoA und die Gene der
Phosphomonoesterasen phoB und phoD, welches zusatzlich noch eine Phosphodiesterase ist.
Weiter werden das tua-Operon (Teichuronsduresynthese) und zwei tag-Operone
(Teichonséduresynthese) induziert. Das pst-Operon (Phosphattransport) und das
phoP-phoR-Operon, das fur die Regulatorproteine des PHO-Regulons kodiert, zahlen auch
dazu. Der phosphorylierte Antwortregulator PhoP~P bindet analog zu PhoB~P aus E. coli
bestimmte Sequenzen in den Promotoren der Gene des PHO-Regulons, die auch hier
PHO-Boxen genannt werden, aber eine andere Konsensussequenz (siehe Abb. 3) aufweisen
(Hulett, 1996). Diese besteht aus zwei Hexanukleotiden TT(A/T/C)ACA, die von funf
nichtkonservierten Nukleotiden geteilt werden (Eder et al., 1999). Die —10 Region enthalt
eine Konsensussequenz, die von der o”-haltigen RNA-Polymerase erkannt wird und obwohl

die —35 Region kein Konsensusmotiv enthélt, bindet das Regulatorprotein PhoP daran.

-95 -85 -5 -65 -55 -45 -335 -25 -10

GTARAAGAGTATTAACARCATTTATCAGARAAAACACGTAATTCACACT TCTTAACATACCATTTACATCCAATTAACAT CCGTCTGCTARACTGACTGGCAT TiaA

GCAAGATAACGAARAGCGTTTTTTCAT T TCCTTACARGGCTTTACT TAT TGTITACAT GRTCAACAGCCGCAT TTAACAARGT TTCCCTARCATGATARACGG phoAd (U02550)

ATGATGTGGGCGTTTTTTTTATACAAARRAACGCACTGATTTACAARACCTTAACAT TCGGTTCAAACCCTTTTTACATAGARCCTTTACTCTATACGTG pSfS (D58414)

GGTGCCAGTTCATTATICTTGTAAATCCAATCTTTAARAATCGATTAATACTAGCTTAACAGTTTARARATATAATTGGGTTG prB (M33634)

CAGCAGGCTTGTGAGGGARGACCTGTTTTTAATGTTCAGCGCTTACAATCAGTTCACACT TCTTCACAGTCGTTTAACAATGATTTCCTATAATGGAGACG phOD (U49060)

CAGAGCACTGGCGGATCACGGTAAMAACSCTTTC TARATTTCACAT AACCTTCAAAARGT AAGARATGTGRAATGARCGTGCARTGATATARTTGAATGGA  resA

GAAAGCCGACACAGITCTCAAACTTTCTCACGATTTGATARAATGAAAGTAA resD

Die Konsensussequenz der PHO-Box in B. subtilis:
TT(A/TIC)ACA

Abb. 3: Promotoren der Gene des PHO-Regulons in B. subtilis (Vershinina & Znamenskaia, 2002).

Die Konsensussequenz der PHO-Boxen nach (Birkey et al., 1998, Liu & Hulett, 1998) wird angegeben. Die
PHO-Boxen sind unterstrichen und in fetten Buchstaben angegeben. Die -10 Region ist unterstrichen. In
Klammern sind die GenBank accession numbers of sequences angegeben.

10



1 Einleitung

1.1.3 Das PHO-Regulon in Eukaryoten

Auch eukaryotische Organismen haben verschiedene Anpassungsmechanismen entwickelt,
die eine Uberwindung der durch P;-Mangel induzierten StreRsituationen ermdglichen. Die
Systeme sind hier erwartungsgemal sehr komplex aufgebaut. In der Literatur werden psi
(phosphate starvation inducible)-Gene beispielsweise in htheren Pflanzen wie Lycopersicon
esculentum (Goldstein et al., 1988a, Goldstein et al., 1988b, Goldstein et al., 1989, Liu et al.,
1998) beschrieben. Fur Pflanzen wird ein PHO-Regulon postuliert, das dem der Pilze gleicht.

PHO-Regulons in Pilzen wurden in Glomus versiforme (Harrison & van Buuren, 1995) und
Neurospora crassa (Furukawa et al., 1987) beschrieben. Das am besten erforschte
PHO-Regulon in Pilzen ist das von Saccharomyces cerevisiae.

Die Bierhefe (S. cerevisiae) ist ein einzelliger Pilz, der sich sowohl haploid, als auch diploid
durch Spross- oder Ascusbildung vermehrt. Er gehort zu der Untergruppe der Ascomyceten
und wachst sowohl anaerob (Garung) als auch aerob (Atmungskette).

In S. cerevisiae konnte ein psi-System charakterisiert werden (Lenburg & O'Shea, 1996,
Oshima, 1997, Persson et al., 2003). Bei P;-Mangel werden beispielsweise das
Pi-Transportsystem Pho84p und die extrazelluldare saure (Pho5p) oder vakuolére alkalische
(Pho8p) Phosphatase aktiviert. Weiter werden regulatorische Faktoren induziert wie die
beiden Regulatoren Pho4p und Pho2p. Diese binden an stromaufwérts gelegene
Aktivatorsequenzen (UAS: upstream activator sequence) in den Promotoren der PHO-Gene
und aktivieren dadurch deren Expression (Magbanua et al., 1997a, Ogawa et al., 1995, Vogel
et al., 1989). Den Kern der Transkriptionsregulatoren der PHO-Gene bilden die
Cyclin-abhéngige Kinase (CDK) Pho85p, ein Cyclin Pho80p, der CDK-Inhibitor (CKI)
Pho81p und die Transkriptionsfaktoren Pho2p und Pho4p. Die Aktivitat von Pho4dp wird, in
Abhangigkeit vom P;-Gehalt des Mediums, durch seine Phosphorylierung durch den
Pho80p-Pho85p-Komplex reguliert. Bei hohen P;-Konzentrationen ist das Pho4p durch
Phosphorylierung inaktiviert. Unter P;-Mangelbedingungen wird die Phosphorylierung von
Phodp durch Inhibierung des Pho80p-Pho85p-Komplexes durch den Faktor Pho81p
verhindert (Barbaric et al., 1996, Lenburg & O'Shea, 1996).

Durch Deletions-Analysen des PHO5-Promotors wurden zwei regulatorische Elemente bzw.
UAS (upstream activator sequence), UASpl und UASp2, entdeckt (Rudolph & Hinnen,
1987). Beide wurden von Pho4p in vivo unter Pi-Limitierung, jedoch nicht unter P;-Séttigung
gebunden (Venter et al., 1994). Es wurde gezeigt, dass der Aktivator Pho4p an die
Bindungssequenz CACGT(G/T) bindet (Oshima, 1997). Zumindest eine Kopie dieses
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Konsensus konnte in den Promotoren mit Ausnahme von einem in allen 22 beschriebenen
PHO-regulierten Genen gefunden werden (Ogawa et al., 2000).

Der Transkriptionsfaktor Pho2p, der auch als Bas2p oder GrflOp bekannt ist, ist ein
Homeoprotein (helix-turn-helix Motiv), das an eine AT-reiche Sequenz mit dem Konsensus
(TIC)TAA(T/A)T(T/G)AAT bindet (Barbaric et al., 1996). Pho2p ist auch an der Regulation
diverser anderer Gene beteiligt und interagiert mit mehreren anderen Proteinen, unter
anderem auch mit Phodp. Pho2p konnten zwei Funktionen zugeordnet werden. Einerseits
rekrutiert es den Aktivator Phodp an UASpl und andererseits verstarkt es dessen
aktivierendes Potential bei der Bindung von UASp2 (Barbaric et al., 1998).

1.1.4 Das PHO-Regulon in Archaeen

Dartiber, wie Archaeen auf einen P;-Mangel reagieren ist bisher sehr wenig bekannt.

Eine Studie mit dem Crenarchaeon Sulfolobus acidocaldarius untersuchte die
Proteinexpression in der Zelle unter Phosphatmangel (Osorio & Jerez, 1996). Mit Hilfe von
2D-Gelelektrophorese wurde beobachtet, dass einige Proteine nur unter —Pj-Bedingungen
exprimiert wurden. Es fanden jedoch weder weiterfihrende Experimente zur Identifikation
der Proteine noch eine Untersuchung des Regulationsmechanismus statt. Weiter lieR eine
Southernblot-Analyse  vermuten, dass das Genom von S. acidocaldarius ein
Zweikomponentensystem enthélt, das dem PhoR-PhoB-System aus E. coli gleicht.

In H.salinarum konnten mit Hilfe von Transkriptomanalysen mehrere Gene als
phosphatabhangig reguliert identifiziert werden (Wende et al., 2009). Alle Gene, deren
Transkriptmenge durch eine Phosphatlimitierung anstieg, wurden als Gene des
PHO-Stimulons definiert (Wende et al., 2009). Ein Stimulon ist als die Summe aller Gene
definiert, die auf einen bestimmten Aufenreiz (Stimulus), in diesem Fall Phosphat, mit
verstarkter oder verringerter Transkription reagieren. Zum Kern dieser durch Phosphat
verstérkt transkribierten Gene gehdren die Gene des pstl- pst2- und ugp-Genclusters sowie
das Gen aph (Wende et al., 2009). Unter den phosphatabhéngig induzierten Genen wurde das
pstl- und ugp-Gencluster am starksten reguliert, dagegen wurde das pst2-Gencluster
wesentlich schwacher induziert. Dies ist ein erster Hinweis fir die unterschiedliche
Expression der zwei Gencluster pstl und pst2.

Der Einfluss eines potentiellen Regulators dieser Gene wurde mit Hilfe eines Aph-Enzymtests
untersucht (Wende et al., 2009). Die Aph-Aktivitat verschiedener Deletions-Stamme wurde

sowohl unter +P;- als auch —P;-Bedingungen untersucht und somit als Reporter flr das
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PHO-Stimulon verwendet. H. salinarum besitzt keinen Antwortregulator, der homolog zu den
klassischen Vertretern PhoP oder PhoB ist. Es sind jedoch funf andere Antwortregulatoren,
CheY und CheB (Antwortregulatoren des Zweikomponentensystems der Chemotaxie)
eingeschlossen, im halobakteriellen Genom vertreten. Die fir Antwortregulatoren typische
Empfangerdoméne (receiver domain) kann auch in einigen Histidinkinasen enthalten sein, die
dann Hybridkinasen genannt werden. H. salinarum besitzt zwei Hybridkinasen, die eine N-
terminale Empfangerdomane enthalten.

Die Phosphatmangel-Antwort von Mutanten, die je eines von funf Antwortregulator-Genen,
je eines von funf der zwoIf Histidinkinase-Genen oder je eines von einem der zwei
Hybridkinasen deletiert hatten, zeigte keinen Unterschied zur Induktion der Aph-Aktivitat im
Wildtyp. Daraus wurde geschlussfolgert, dass H. salinarum nicht von einem klassischen
Zweikomponentensystem (PhoR-PhoP/PhoB) reguliert wird, wie es in allen bisher
untersuchten Bakterien der Fall ist (Wende, 2006). Keiner der Antwortregulatoren oder die
Hybridkinase alleine sind an der Regulation des PHO-Stimulons beteiligt. Die Redundanz der
Antwortregulatoren wurde auf Grund der geringen Homologie der Effektorbereiche als
unwahrscheinlich erachtet.

Die phosphatabhéngige Regulation von Halobacterium NRC-1, das ein fast identisches
Genom mit H.salinarum R1 teilt, wurde durch systembiologische Methoden und
Expressionsstudien modelliert (Bonneau et al., 2007, Bonneau et al., 2006). In diesen beiden
Studien wurden einige regulatorische Proteine genannt, die durch systembiologische Modelle
flr die Regulation der Phosphattransporter vorausgesagt wurden. Dabei wurde vermutet, dass
der globale Regulator SirR die Regulation eines Clusters kontrolliert, zu dem unter anderem
Gene fur den Transport von Eisen, Mangan, Cobalt und Phosphat zugeordnet sind. Eine sirR-
Knockout-Mutante bestétigte eine gestorte Regulation der Gene des Phosphattransports
(Bonneau et al., 2007). In einer anderen Transkriptomanalyse mit der Deletions-Mutante
AsirR konnte der Einfluss auf die Transkription der Gene des halobakteriellen
PHO-Stimulons jedoch nicht bestétigt werden (Schwaiger, 2009). Dennoch wurde sirR als
Antwort auf eine 10-stiindige Phosphatlimitierung signifikant induziert, und das Gen eines
weiteren globalen Regulators Irp in den ersten 4 h des Experiments reprimiert (Wende, 2006).
Die Genexpression des metallabhéngigen Regulators SirR wird von Lrp kontrolliert
(Schwaiger, 2009). In der Deletions-Mutante Alrp wurden sowohl sirR als auch die Gene
pstC, und pstB, des pst2-Genclusters reprimiert. In einer Uberexpressions-Mutante des Irp-
Gens, die nach der in Kapitel 3.6.2 beschriebenen Methode konstruiert wurde, waren sirR und
pstC, induziert (Schwaiger, 2009). Diese Ergebnisse konnten auf einen mdoglichen Einfluss
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von Lrp auf die Transkription des pst2-Genclusters hindeuten. Ob SirR an der Regulation
mitwirken konnte, kann aufgrund der widersprichlichen Ergebnisse aus den
Transkriptomanalysen von (Bonneau et al., 2007) und (Schwaiger, 2009) nicht beantwortet

werden.

Von (Bonneau et al., 2006) wurde ein anderes Mitglied der LrpA/AsnC-Familie, das
Lrp-Homolog Trh3, als ein Repressor fur die Transkription der Gene von
Phosphataufnahme-Systemen durch systembiologische Methoden vorausgesagt. Weiter wurde
fir die PhoU-Homologen PhoU, und PhoUj3 eine regulative Funktion angenommen.

Die nur in Bakterien und Archaeen vorkommenden PhoU-Homologe finden sich auch im
Genom von H. salinarum, welches insgesamt vier verschiedene PhoU-homologe Proteine
kodiert. Davon befinden sich zwei in den jeweiligen pst-Genclustern, phoU; (OE4476R) und
phoU, (OE1674R), und zwei in monocistronischen Operons, phoU; (OE1681F) und phoU,
(OE2128F).

Das PhoU von E.coli ist an der Regulation der phosphatabhdngigen Genexpression
zusammen mit dem Pst-Transporter und PhoR beteiligt (siehe Kapitel 1.1.1). Der genaue
Mechanismus der Mediatorfunktion von PhoU ist unbekannt. Fir den P;-Transportvorgang
spielt PhoU keine Rolle (Steed & Wanner, 1993). Kirzlich wurde gezeigt, dass PhoU in
E. coli die Aktivitat und Menge des pst-Operons moduliert (Rice et al., 2009). In B. subtilis
ist kein PhoU vorhanden und die Phosphatregulation findet ohne dieses Mediatorprotein statt
(Hulett, 1996).

Eine in silico Untersuchung der vier von phoU-Genen kodierten Proteine ergab ein
unterschiedliches Verwandtschaftsmuster (Wende et al., 2009). Das PhoU,, das vom
pst2-Gencluster kodiert wird, war das einzige der vier Proteine, das dem PhoU der Bakterien
verwandtschaftlich und strukturell nahe steht. Als einziges der PhoUs in H. salinarum besitzt
es zwei Bereiche, die homolog sind zu einer in der Datenbank Pfam (Finn et al., 2006, Finn et
al., 2008) als bakterielles PhoU registrierten Region. Die drei Proteine PhoU;, PhoUs; und
PhoUy, sind etwa 100 Aminoséuren langer und besitzen nur einen PhoU-Bereich, der dem aus
der Pfam-Datenbank gleicht. Dariliber hinaus zeigen sie am N-Terminus eine etwa 60
Aminosduren lange Region, die Homologien zu den Transkriptionsfaktoren AbrB bzw.
SpoVT besitzt. Diese regulieren in B. subtilis mehrere Gene (Bagyan et al., 1996, Furbass et
al., 1991). Die DNA-Bindeaktivitdt von AbrB wurde auf die ersten 55 Aminoséuren
eingegrenzt (Xu & Strauch, 2001). Genau zu diesem Bereich weisen die abgeleiteten
Aminosauresequenzen der Gene phoU;, phoUs; und phoU, eine Homologie auf. Durch die

Transkriptomanalyse zeigte sich eine signifikante Induktion des phoU; und phoUs; als
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Antwort auf eine Phosphatlimitierung (Wende et al., 2009). Das phoU, war nicht reguliert,
das abgeleitete Protein zeigt jedoch auch die schwéchste Konservierung des PhoU-Motivs
(Wende et al., 2009). Das phoU; dagegen besitzt die starkste Konservierung sowohl des
AbrB/SpoVT- als auch des PhoU-Bereichs. Die phosphatabhéngige Expression des phoUs;
zeigte eine &hnliche Kinetik wie der bei 24 h Phosphatstress kontinuierlich stark induzierte
Pstl-Transporter. Das phoU; dieses Transporters zeigt eine hohe Sequenzédhnlichkeit mit
phoUs. Von (Wende et al., 2009) wurde daher eine funktionelle Redundanz als
wahrscheinlich angenommen. Die Regulation des phoU, glich der der anderen Gene des pst2-
Genclusters, welches nur voriibergehend induziert wurde (Maximum bei 10 h Phosphatstress)
(Wende et al., 2009).

1.2 Die phosphatabhangigen ABC-Transportsysteme Pst und
Ugp

Wie bereits erwahnt wurde, wird die Expression des PHO-Regulons in Mikroorganismen als
Antwort auf einen Phosphatmangel in dem sie umgebenden Medium induziert. Der
phosphatabhangig regulierte Transporter Pst (phosphate specific transporter) ist durch seine
spezifische Aufnahme von anorganischem Phosphat (P;) fur die Versorgung der Zelle
essentiell. Der Ugp (uptake glycerol phosphate)-Transporter transportiert hingegen spezifisch
sn-Glycerin-3-phosphat (G3P), welches in der Zelle zu P; abgebaut werden kann. Unter P;-
limitierten Bedingungen in E.coli wird die Expression des pstSCAB-phoU- und des
UgpBAECQ-Operons  von  dem  Zweikomponentensystem  (Histidinkinase  und
Antwortregulator) PhoR-PhoB reguliert (Wanner, 1993).

Das Pst- und das Ugp-System sind Transportsysteme mit hoher Affinitat zu ihren Substraten.
Sowohl das phosphatspezifische Transportsystem Pst als auch das sn-Glycerin-3-phosphat-
spezifische Transportsystem Ugp aus E. coli werden der Superfamilie der ATP-bindenden
Kassette (englisch: ATP binding cassette = ABC) zugeordnet. Mitglieder der Superfamilie der
ABC-Transporter transportieren Substrate spezifisch und aktiv Uber eine Zellmembran,
wodurch sie zu den primar aktiven Transportern gehoren, da fur die Uberfihrung der
Substrate, die gegen einen Konzentrationsgradienten beférdert werden, Energie durch die
Bindung und Hydrolyse von ATP aufgewandt werden muss. ABC-Transporter besitzen zwei
ATP-bindende Walker-Motive, Walker A und Walker B (Walker et al., 1982), sowie ein
ABC-Signaturmotiv (LSGGQ), einen Q-loop und eine H-Region (Davidson & Chen, 2004).
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In Bakterien werden die Substrate (z.B. lonen, Aminosduren, Zucker, Lipiden,
Oligosacchariden, Antibiotika) entweder in Zellen oder Organellen hinein (Import) oder aus
diesen heraus (Export) befordert, wie zahlreiche Stoffwechselprodukte. Zu diesen zahlen
beispielsweise toxische Stoffe und Virulenzfaktoren pathogener Bakterien. Zudem werden
Signalsubstanzen fur die Kommunikation mit benachbarten Zellen in das umgebende Medium
sekretiert, wie auch Antibiotika, die diesen Bakterien eine Resistenz verleihen (Schneider,
2000). Ein funktionaler prokaryotischer ABC-Transporter ist meist als Tetramer aufgebaut
und kann sowohl aus diesen vier Untereinheiten, als auch aus zwei Homodimeren oder aus
einer Mischung aus Homo- und Heterodimeren bestehen. Dagegen fungieren samtliche
eukaryotische ABC-Transporter als Exporter und sind in der Regel dimerisch
zusammengesetzt; nur im Menschen sind sie meist Monomere, die aus ebenfalls insgesamt
vier Untereinheiten aufgebaut sind (Davidson & Chen, 2004, Davidson et al., 2008,
Schneider, 2000).

ABC-Transporter sind von grolRem Interesse, da sie beispielsweise in Antibiotikaresistenzen
von pathogenen Bakterien, in Herbizidresistenzen bei Pflanzen und humanen
Krankheitsprozessen involviert sind (Di Giulio, 2007, Gottesman & Ambudkar, 2001, Yuan
et al.,, 2007). Das wohl bekannteste Beispiel einer Stoffwechselkrankheit ist die zystische
Fibrose, die durch die Mutation eines humanen Gens, das den Chlorid-lonenkanal CFTR
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) kodiert, verursacht wird (Guggino &
Stanton, 2006, Rowe et al., 2005). Im Rahmen der Krebstherapie verleiht der ABC-
Transporter MDR1 (multiple drug resistance) Krebszellen mit starker MDR-Expression eine
erhohte Toleranz gegentiber Cytostatika (Mizutani et al., 2008).

Eine wichtige Untergruppe der ABC-Transporter bilden die Substratbindeprotein-abhéngigen
ABC-Transporter. Diese sind nur in Bakterien und Archaeen vertreten, nicht aber in
Eukaryoten. Die Substratbindeproteine binden ihr Substrat spezifisch und mit hoher Affinitéat.
Einer der am besten funktional charakterisierten ABC-Transporter ist der Maltose-spezifische
ABC-Transporter aus E. coli, der im Komplex mit dem Maltosebindeprotein, Maltose und
ATP kristallisiert werden konnte (Oldham et al., 2007). Auch die Kristallstruktur eines
archaealen Bindeprotein-abh&ngigen Molybdan-ABC-Transporter-Komplexes von
Archaeoglobus fulgidus konnte gelost werden (Hollenstein et al.,, 2007). Beide
Kristallstrukturen geben einen Einblick in die Architektur Substratbindeprotein-abhangiger
ABC-Transporter und ermdoglichten ein  Modell zur Funktionsweise von ABC-

Importsystemen daraus abzuleiten (siehe Abb. 4; (Oldham et al., 2007)).
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Zu der Gruppe der Substratbindeprotein-abhédngigen ABC-Transporter gehtren auch die
beiden bakteriellen phosphatabhangigen ABC-Transporter Pst und Ugp. Umfassend
beschrieben wurde das Pst-System fir Escherichia coli (Aguena et al., 2002, Rao & Torriani,
1990, Wanner, 1996), Bacillus subtilis (Allenby et al., 2004, Qi et al., 1997) und
Sinorhizobium meliloti (Yuan et al., 2006), aber auch in Pseudomonas aeruginosa (Nikata et
al., 1996), Mycobacterium tuberculosis (Braibant et al., 1996), Streptococcus pneumoniae
(Novak et al., 1999)), Clostridium acetobutylicum (Fischer et al., 2006) und Campylobacer
jejuni (Wosten et al., 2006). Einige Bakterien wie E. coli oder Salmonella typhimurium
besitzen auch das Ugp-System (Argast & Boos, 1980, Hengge et al., 1983).

Die einzelnen Komponenten dieser ABC-Transportsysteme sind in Abb. 5A dargestelit.

Die gezeigte Topologie ist reprasentativ fir die meisten Pst- bzw. Ugp-Transporter in
Bakterien und Archaeen. In E.coli bestehen sie aus folgenden Bausteinen: ein
periplasmatisches Bindeprotein fiir P; bzw. fir G3P und Glycerinphosphodiester (PstS bzw.
UgpB), zwei integrale innere Membranproteine, welche die Permease bilden (PstA und PstC
bzw. UgpA und UgpE) und ATP-Bindeproteine (PstB bzw. UgpC) (siehe Abb. 5A). Analog
zu anderen ABC-Transportern ist das ATP-Bindeprotein ein Dimer (Chan & Torriani, 1996).
Sowohl das pst- als auch ugp-Operon in E. coli setzten sich aus 5 Genen zusammen (siehe
Abb. 5B) (Overduin et al., 1988, Steed & Wanner, 1993).
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A Substratbindeprotein

Substrat

Permease

Komponenten der ABC-Transporter Pst und Ugp:
extra

RRRRRR
$ddddy

intra

e Substratbindeproteine: pstS (Pi), ugpB (G3P)
Xxxxxxxx Permeaseproteine: psiC, pstA, ugpA, ugpE

XXXX)(XXX ATP-Bindeproteine: psiB, ugpC

ATP ATP
\, ATP-Bindeprotein \/
ADP + P ADP + P;
B 1040Bp 956Bp  890Bp 773Bp 725Bp
pst (E.coli K12) pstS pstC pstA pstB , phoU

1317Bp 888Bp 846Bp 1071Bp 744Bp
; \ \ A

vOp (ECOMKI2)— ugps = ugpa /| ugpe . ugpe A ugp@

Abb. 5: Die Komponenten der ABC-Transporter Pst und Ugp (A) sowie die zugehérigen Operons pst
und ugp (B) in E. coli. Pi = anorganisches Phosphat; G3P = Glycerin-3-phosphat.

Die Gene pstS, pstC, pstA und pstB sowie ugpB, ugpA, ugpE und ugpC kodieren fiir die oben
genannten Bausteine der Transporter. Es wurde gezeigt, dass Mutationen in einem der
pst-Gene die P;-Aufnahme unter P;-Mangelbedingungen unterbrechen (Cox et al., 1981,
Willsky et al., 1973). Das letzte Gen im pst-Operon, das phoU, wird zur Repression des
PHO-Regulons bendtigt und scheint an der Regulation der psi-Gene beteiligt zu sein. Fir den
Phosphattransport spielt PhoU jedoch keine Rolle (Steed & Wanner, 1993). Eine weitere
kirzlich gefundene Funktion von PhoU in E. coli ist die Modulierung der Aktivitit des pst-
Operons (Rice et al., 2009).

Die Promotorsequenz des pstSCAB-phoU-Operons liegt stromaufwérts des pstS-Gens und das
Operon wird als polycistronische Einheit transkribiert. Es wird vermutet, dass die instabile
pst-mRNA kurz nach ihrer Synthese an definierten Schnittstellen von Endonukleasen in
kleinere Fragmente geschnitten wird (Aguena & Spira, 2009, Aguena et al., 2002).

Der Promotorbereich des pst-Operons in E.coli besitzt zwei PHO-Boxen an die der
Antwortregulator PhoB bindet (Makino et al., 1988) (siehe Abb. 2).

Die Proteine des Phosphattransporters Pst in B. subtilis sind homolog zu denen in E. coli
(Takemaru et al., 1996). Das Transportsystem besteht auch hier aus 4 Protein-Bausteinen,
welche vom pstSCAB;B,-Operon kodiert werden. Das pst-Operon in B. subtilis enthélt kein

phoU-Gen. Es wurde gezeigt, dass Mutationen in den einzelnen pst-Genen die hoch-affine
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Pi-Aufnahme drastisch senken und somit jeder Baustein des Pst-Systems fir seine
Funktionsfahigkeit entscheidend ist. Das Operon ist ein Teil des PHO-Regulons und wird
durch das Zweikomponentensystem PhoP-PhoR reguliert (Hulett, 1995, Hulett, 1996, Hulett
et al., 1994). Die Bindungsstellen des PhoB (E. coli) und PhoP (B. subtilis) in den
Promotorregionen sind strukturell &dhnlich. In beiden Bakterien werden direkte
Wiederholungen (direct repeats) von nicht konservierten Nukleotidsequenzen getrennt,
jedoch unterscheiden sie sich in der Anzahl, Zusammensetzung und Entfernung dieser
Wiederholungen (Liu & Hulett, 1997, Liu & Hulett, 1998). Die Promotorsequenz des
pstSCAB1B,-Operons liegt stromaufwarts des pstS-Gens und das Operon wird als
polycistronische Einheit transkribiert (Qi et al., 1997).

B. subtilis besitzt kein ugp-Operon, jedoch ein dem letzten Gen (ugpQ) im ugp-Operon von
E.coli (siehe Abb.5B) homologes Gen (glpQ). Dieses kodiert auch fiir eine
Phosphodiesterase, die Glycerinphosphodiester zu G3P hydrolysiert und ist Teil des
PHO-Regulons in B. subtilis (Antelmann et al., 2000, Brzoska & Boos, 1988). Fir den G3P-
Transport in E. coli sind nur die ersten 4 Gene des ugp-Operons entscheidend, das letzte Gen,
ugpQ, ist fir den Transport unwichtig (Brzoska & Boos, 1988, Tommassen et al., 1991).

Die Proteine des ugp-Operons haben keine regulativen Effekte auf das PHO-Regulon
(Brzoska et al., 1994). Der upgB-Promotor besitzt 3 PHO-Boxen an die der Antwortregulator
PhoB bindet (Makino et al., 1988) (Abb. 2).

Auch die Genome von mehreren Archaeen kodieren Gene des pst- und ugp-Operons
(www.halolex.mpg.de). Trotz der Existenz dieser Transporter in Archaeen, wurde bis heute
ihre Funktion oder Regulation in der Literatur nicht beschrieben. Nur am Rande wird (ber
den Pst-Transporter in dem Euryarchaeoten Methanosarcina mazei GO1 berichtet, dass die
Transkription des pst-Operons durch Salzstress induziert wird (Pfluger et al., 2007). Die
Existenz eines pst-Operons wird zudem in Pyrococcus abyssi beschrieben (Cohen et al.,
2003) und in Methanobacterium thermoautotrophicum lediglich vermutet (Krueger et al.,
1986). In H. salinarum, das im Genom zwei Kopien des pst-Operons besitzt, wurde gezeigt,
dass die pstl-, pst2- und ugp-Gencluster unter Phosphatstress induziert werden (Wende et al.,
2009). Genauere Untersuchungen des pst-Operons und dem Pst-Proteinkomplex in Archaeen
wurden bisher jedoch nicht durchgefiihrt.

Neben den ABC-Transportern entwickelten Organismen im Laufe der Evolution noch andere
Transportsysteme fir die Aufnahme von anorganischem Phosphat aus ihrer Umgebung.
Bekannte Phosphattransporter aus Eukaryoten sind beispielsweise in S. cerevisiae die

H'- bzw. Na’-gekoppelten hoch-affinen Co-Transporter Pho84p und Pho89p, sowie die
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niedrig-affinen Permeasen Pho87p, Pho90p und Pho91p. Auch in Pflanzen sind sowohl
hoch- als auch niedrig-affine Transportsysteme bekannt (Chen et al., 2008). Pflanzliche
Phosphattransporter werden in drei Familien klassifiziert: Phtl, Pht2 und Pht3. Die Mehrzahl
tritt in den Wurzeln auf und gehort der Pht1-Familie an, die homologe Regionen der H*/P;-
Symporter Pho84p aus Hefe aufweist (Bucher, 2007).

Im Genom von H. salinarum finden sich mehrere Gene, die aufgrund ihrer Homologie zu
bekannten Transportsystemen aus Bakterien (van Veen, 1997) Transporter fir die P;j-
Aufnahme darstellen konnten. Neben den ABC-Transportern Pstl und Pst2, sind auch die
Gene phoT2 und phoT3 fiir putative Phosphattransporter vorhanden. Desweiteren kodiert
OE4236F einen mutmaRlichen Phosphattransporter und OE2113R vermutlich eine Phosphat-
Permease. Dariiber hinaus sind Gene fiir den ABC-Transporter Phn (phnDCE) vorhanden. In
E. coli werden durch Phn Phosphonate, in Mycobacterium smegmatis jedoch nur
anorganisches Phosphat transportiert (Gebhard et al., 2006, Metcalf & Wanner, 1991).

Neben dem Phosphat-spezifischen Pst-Transportsystem besitzen einige Bakterien einen Pit-
(inorganic phosphate transport) Transporter, der ein H*/P;-Symportsystem ist und in E. coli
konstitutiv exprimiert wird (Bennett & Malamy, 1970, Medveczky & Rosenberg, 1971,
Willsky et al., 1973). Pit hat eine relativ geringe Substratspezifitdt mit einem Ky-Wert von
etwa 25 pM fur P;, wahrend das Pst-System eine 100-fache hohere P;-Affinitat aufweist
(Km = 0,25 uM P;) (Rosenberg et al., 1977, Silver et al., 1981, Willsky & Malamy, 1980a,
Willsky & Malamy, 1980b). Anorganisches Phosphat kann in E.coli auch durch die
Transportsysteme GIpT bzw. UhpT, welche spezifisch fir Glycerin-3-phosphat bzw. Glucose-
6-phosphat sind, aufgenommen werden (van Veen, 1997).

Im Genom von H. salinarum sind keine homologen Gene fiir die Transportsysteme Pit, GlpT

oder UhpT vorhanden.
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1.3 EinfUhrung in das halophile Archaeon Halobacterium
salinarum

Die Einteilung von Mikroorganismen in ein Reich der Archaea besteht erst seit etwa 30
Jahren. Zuvor wurden Bakterien und Archaeabakterien als Prokaryoten zusammengefasst.
Moderne Methoden der Mikro- und Molekularbiologie, hauptsachlich Analysen der 16S
rRNA (Woese & Fox, 1977), zeigten, dass die Archaeen, die friher als Archaeabakterien
bezeichnet wurden, neben den Eukaryoten (Pflanzen, Tiere und Pilze) und echten Bakterien
einen der drei Hauptaste (Abb. 6A) des phylogenetischen Stammbaums darstellen (Woese et
al., 1990).

A Halobacterium salinarum
BACTERIA
j ,
A2
~ marine Gp. 1 fow temp
e B ARCHAEA
Sitonis™ .
A ”
%o,% ARCHAE Halobaciru: S Crenarchacota
Euryarchaeota Mioosns Methanococcus
Methano-
st Suttolobus
halophile Methanogene Thermoproteus
Methanosarcina m.
Methanospirillum
EucaryA .;g } %% Nanoarchacota Nanoarchaeum equians  © Korarchaeota

Abb. 6: Phylogenetischer Stammbaum der Lebewesen.

Die Einteilung der Lebewesen in Bacteria, Eucarya und Archaea wurde nach (Woese et al., 1990)
modifiziert (A). Phylogenetischer Stammbaum der Archaea (B). Halobacterium salinarum gehort zu den
halophilen Archaea, die den Crenarchaeota zugeordnet werden (Woese, 2000). Die Abzweigung der
Nanoarchaeota im Stammbaum ist unsicher und daher mit einem Fragezeichen versehen. Die
elektronenmikroskopische Aufnahme von H. salinarum ist mit einer 13.500-fachen VergréRerung
dargestellt (Quelle: www.biochem.mpg.de/oesterhelt).

Archaeen unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht von Bakterien. Sie weisen einige
eukaryotische Merkmale auf und stehen im Stammbaum den Eukaryoten etwas naher. lhre
Abzweigung im phylogenetischen Stammbaum der Lebewesen liegt LUCA (last universal
common ancestor), dem hypothetischen Urahnen aller Lebewesen am Né&chsten. Diese

Hypothese wird durch die Tatsache bestarkt, dass auch in der heutigen Zeit noch viele
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Archaeen unter Bedingungen leben, die denen auf der Erde am Beginn des Lebens gleichen
konnten. Diese Bedingungen werden von den Organismen nicht nur toleriert, sondern sogar
gebraucht, um optimal wachsen oder sogar (berleben zu kénnen. Einige Archaeen leben
beispielsweise bei extrem hohen pH-Werten von 12 (Jones et al., 1989) oder niedrigen bis
unter null (Schleper et al., 1995), bei Salzgehalten um die S&ttigungskonzentration (Oren,
1994) oder bei Temperaturen um den Siedepunkt (Kashefi & Lovley, 2003). Ausgehend von
einer neuen Studie war LUCA jedoch ein mesophiler Organismus aus dem sich erst spater
thermophile Organismen entwickelten (Boussau et al., 2008). Allerdings leben Archaeen auch
nicht nur unter extremen Bedingungen sondern sind ubiquitdr vertreten (DelLong, 1992,
DelLong & Pace, 2001, Fuhrman et al., 1992).

Die ribosomale RNA der Archaeen ist der der Eukaryoten verwandtschaftlich naher als die
der Bakterien. Desweiteren ahneln archaeale DNA-abhdngige RNA-Polymerasen in ihrer
DNA-Sequenz mehr den RNA-Polymerasen Il der Eukaryoten als denen der einfacher
aufgebauten Bakterien (Zillig et al., 1988). Neben dem Transkriptionsapparat sind die
Promotororganisation und Bereiche der Proteinsynthese der Archaeen homolog zu denen der
Eukaryoten, obwohl sie eine &hnliche Stoffwechselvielfalt wie die Bakterien aufweisen und
viele Gene in polycistronischen Operons organisiert sind. Morphologisch ahneln Archaeen
den Bakterien. Sie sind genauso einzellig, kernlos und mikroskopisch klein. Die Archaeen
bilden jedoch ein eigenes Reich, da ihre Lipide Phytanylether des Glycerins und nicht
Fettsdureester wie bei Bakterien und Eukaryoten enthalten (Langworthy & Pond, 1986).
Desweiteren ist ihre Zellwand aus einem S-Layer aus Glykoprotein aufgebaut und nicht aus
Peptidoglykan (Konig, 1988).

Halobacterium salinarum (friher H. halobium) gehért zu den halophilen Archaeen, die
zusammen mit einigen thermophilen Vertretern und den Methanogenen den Seitenzweig der
Euryarchaeota bilden (siehe Abb. 6B). Zusammen mit den Crenarchaeota, welche zum Teil
schwefelabhéngig und hauptséchlich thermophil sind, sowie den noch wenig erforschten
Korarchaeota und Nanoarchaeota bilden sie eine dritte Doméne im phylogenetischen
Stammbaum der Lebewesen (Woese, 2000). Die Isolate der Korarchaeota konnten bisher
nicht kultiviert werden, daher sind sie nur von 16S rRNA-Studien bekannt (Barns et al., 1996,
Reysenbach et al., 2000). Von den Nanoarchaeota, deren Einteilung im Stammbaum der
Lebewesen noch diskutiert wird (Brochier et al., 2005, Di Giulio, 2007, Waters et al., 2003),
ist bisher nur Nanoarchaeum equitans als einziger Organismus bekannt (Huber et al., 2002).

Dieser ist eine kleine auf der Oberflache von Ignicoccus sp. symbiotisch wachsende Zelle, die
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keinen eigenen Stoffwechsel betreibt, aber alle Gene zur Zellteilung und Proteinbiosynthese
besitzt.

Taxonomisch gesehen bilden halophile Archaeen die Klasse der Halobacteria, die Ordnung
der Halobacteriales und die Familie der Halobacteriacaea. Dazu gehdéren 18 Gattungen mit
insgesamt 50 Arten, von denen eine Halobacterium salinarum ist (Garrity, 2004, Grant, 1989,
Kamekura, 1998, Ventosa & Oren, 1996). Extrem halophile Archaeen sind salzliebende
Mikroorganismen, deren Wachstumsoptimum bei einer Salzkonzentration von 3,5 bis 4,5 M
NaCl liegt, die aber auch in einer geséttigten Losung mit 5,2 M NaCl noch wachsen kénnen
(Grant, 1989). Solch hohe Salzkonzentrationen kommen im Toten Meer, in Salinen und in
hypersalinen Seen auf allen Kontinenten dieser Welt vor (Dundas, 1977). Die
lonenkonzentrationen in diesen verdunsteten Meeresgewassern kénnen je nach dem Gestein
in der Umgebung sehr variieren. Die vorherrschenden Kationen sind Na*, K*, Mg®* und Ca*",
die vorherrschenden Anionen CI', SO44 und COs* (Rodriguez-Valera, 1993, Sehgal &
Gibbons, 1960) Das Uberleben in diesen hypersalinen Habitaten kann nur gewahrleistet
werden, wenn dem drohenden Wasserverlust durch die hohe &uRere Salzkonzentration
entgegen gewirkt wird. Grundsatzlich gibt es zwei Strategien, die zur Anpassung an sehr hohe
Salzkonzentrationen der Umgebung bekannt sind.

Die erste Strategie, die compatible solute-Strategie genannt wird, ist die Herstellung oder
Speicherung von niedermolekularen Verbindungen mit einem osmotischen Potential,
sogenannte kompatible Solute. Diese Osmolyte sind z.B. Glycin-Betain, Ektoin, Glycerin
oder verschiedene Zucker und ihre Derivate, die entweder von den Zellen synthetisiert oder
aufgenommen werden (Martin, 1999). Der Vorteil ist, dass kompatible Osmolyte noch in
hohen Konzentrationen in Wasser 16slich sind und ungeladen oder als Zwitterionen vorliegen.
Die Osmolyte interferieren somit auch bei hohen cytoplasmatischen Konzentrationen nicht
mit dem Zellstoffwechsel.

Die zweite Strategie, die sogenannte salt-in-Strategie, ist die Kompensation durch eine
ahnlich hohe Natrium- bzw. Kaliumchloridkonzentration im Cytosol, um den osmotischen
Druck des Mediums auszugleichen (Dennis & Shimmin, 1997, Kushner, 1988). Vor allem
halophile Archaeen wie Halobacterium salinarum verfolgen diese salt-in-Strategie, welche
bei den meisten anderen Organismen zu einer Denaturierung der Proteine fuhren wirde (Dym
et al., 1995, Lanyi, 1974). Proteine halophiler Archaeen haben aus diesem Grund einen
extrem niedrigen isoelektrischen Punkt, der im Durchschnitt bei 4,7 liegt. Ihre AulRenseite ist
dicht mit sauren Aminoséuren besetzt, was den Proteinen erlaubt mit Hilfe der Wasser-

bindenden Carboxylgruppen in Lésung zu bleiben. H. salinarum enthélt 4 M KCI und 1 M
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NaCl, wobei das KCI meist in freier Form vorliegt (Grant, 1989, Shporer & Civan, 1977).
H. salinarum ist in der Lage, Cl-lonen aktiv Uber das Retinalprotein Halorhodopsin ins
Zellinnere aufzunehmen (Schobert & Lanyi, 1982). Der aktive Anionentransport in die Zelle
wird durch einen passiven Einstrom von bevorzugt K*-lonen kompensiert. Bei halophilen
Archaeen kommt es zur osmotischen Lyse der Zellen, wenn diese in Niedrigsalz gelangen
oder es zum Verlust der bivalenten Kationen (Mg?*, Ca**) kommt (Oesterhelt & Stoeckenius,
1971).

Halophile Archaeen sind in der Lage verschiedene Mdglichkeiten zur Energiegewinnung zu
nutzen. Auler der oxidativen Phosphorylierung konnen sie anstelle von Sauerstoff auch
Nitrat,  Fumarat, = Dimethylsulfoxid = oder  Trimethylaminoxid als  terminale
Elektronenakzeptoren einsetzen, wenn anaerobe Bedingungen herrschen. Diese entstehen
wegen der geringen Léslichkeit von Sauerstoff in Gewassern mit hoher Salzkonzentration und
hohen Temperaturen. Weiter konnen sie ATP durch Fermentation von Arginin produzieren
(Hartmann et al., 1980). Halobacterium salinarum nutzt auerdem die Energiegewinnung aus
Sonnenlicht durch einen retinalabhdngigen  Photosyntheseprozess, in dem das
membranstandige Protein Bakteriorhodopsin (BR) als lichtgetriebene Protonenpumpe fungiert
(Oesterhelt & Stoeckenius, 1973).

Das Genom von Halobacterium salinarum R1 (DSM671) mit 2,67 Mbp wurde sequenziert
und annotiert ((Pfeiffer et al., 2008); www.halolex.mpg.de). Es setzt sich aus einem
Chromosom (2 Mbp) und 4 Megaplasmiden von 40, 147, 194 und 284 kbp zusammen. Das
Chromosom weist nahezu 100 % Sequenzidentitat zum Chromosom von H. salinarum NRC-1
auf (Ng et al., 2000). Ein Unterschied ist in der Gen-Annotation, d.h. in der Festlegung der
Leserahmen (ORFs = open reading frames), zu finden. Aulergewohnlich sind ein starker
Dinukleotid-Bias (CG>GC; TA<AT), ein 68 %iger GC-Gehalt und die geringe Anzahl von
Stopcodons, was zu einer hohen Anzahl an Leserahmen fiihrt. Doch nur 2878 von 9395
identifizierten ORFs werden fur tatsdchlich exprimierte Proteine gehalten (Pfeiffer et al.,
2008).
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1.4 Phosphat-Taxis

Die gerichtete Bewegung eines Organismus in Richtung eines attraktiven Stoffes, oder von
einem abschreckenden Stoff weg, wird als Chemotaxis bezeichnet.

Eine phosphatgerichtete Chemotaxis (Phosphat-Taxis) in Bakterien wurde bisher nur in
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida und Enterobacter cloacae beschrieben und
findet erst unter Phosphatmangelbedingungen statt (Kato et al., 1992, Kusaka et al., 1997, Wu
et al., 1999). Der phosphatspezifische ABC-Transporter Pst spielt dabei in allen drei
Bakterien eine wichtige Rolle. Der Pst-Transporter von P. aeruginosa und P. putida hat einen
repressiven Effekt auf die Phosphat-Taxis ausschlielich unter phosphatgeséattigten
Bedingungen, wobei die Gene phoU und pstB essentiell fur die Repression der Phosphat-
Taxis in P.aeruginosa sind. Damit im Einklang hebt die Deletion der Gene des Pst-
Transporters die Repression der Phosphat-Taxis unter phosphatgeséattigten Bedingungen auf
(Kato et al., 1994, Nikata et al., 1996, Wu et al., 1999).

Kontrar dazu zeigte E. cloacae bei Mutation des pst-Operons keine Phosphat-Taxis mehr und
es stellte sich heraus, dass die Gene pstA und pstB essentiell flr die Phosphat-Taxis sind
(Kusaka et al., 1997). Bei E. cloacae konnte bisher kein chemotaktischer Transducer, MCP
(methyl accepting chemotaxis protein), fur Phosphat identifiziert werden. Es wird vermutet,
dass das Pst-System in E. cloacae eine positive Kontrolle auf die Phosphat-Taxis hat und
einen bisher nicht identifizierten P;-Chemorezeptor aktivieren kdnnte. Denkbar ware aber
auch, dass das Pst-System ein MCP-unabhangiges chemotaktisches Signal auslést wie z.B.
beim Phosphoenolpyruvat-abhangigen Phosphattransferase System (PTS) in E. coli (Lux et
al., 1995, Lux et al., 1999).

Im Gegensatz zu E. cloacae konnten bei P. aeruginosa zwei MCPs fir P; identifiziert werden,
von denen CtpH konstitutiv exprimiert und CtpL unter Phosphatmangel induziert wird. CtpH
kann 5 mM und hohere Phosphatkonzentrationen detektieren, das mit dem PHO-Regulon
involvierte CtpL hingegen reagiert auf Phosphatquellen von 10-100 uM (Wu et al., 2000).
Das Pst-Transportsystem in P.aeruginosa scheint eine negative Kontrolle auf die
Phosphatdetektion durch CtpH unter hohen Phosphatbedingungen auf posttranskriptioneller
Ebene zu haben. Im Gegensatz dazu ist das Pst-System unter phosphatlimitierten
Bedingungen fir die Pj-Detektion durch CtpL essentiell (Wu et al., 2000).

Auch H. salinarum ist zu einer phosphatgerichteten Chemotaxis fahig (Wende, 2006). Zur
Fortbewegung besitzt H. salinarum von einem Flagellarmotor angetriebene Flagellen, wie

auch andere Archaeen und viele Bakterien. Vor Kurzem wurde gezeigt, dass die Rotation des

25



1 Einleitung

Flagellarmotors in H. salinarum ATP-abhéngig st (Streif et al., 2008). Zur
Vorwartsbewegung drehen sich die rechtsgedrehten helikalen Flagellarfilamente im
Uhrzeigersinn (CW, clockwise), zur Rlckwartsbewegung drehen sie sich gegen den
Uhrzeigersinn (CCW, counterclockwise) (Alam & Oesterhelt, 1984). Wenn kein aul3erer Reiz
vorhanden ist, wird die Schwimmrichtung spontan alle 10 - 20 Sekunden geéndert. Bei der
Photo- und Chemotaxis, bei der ein &uferer Reiz wahrgenommen wird, &ndert sich der
zeitliche Abstand der Drehrichtungsédnderung entsprechend. An der Chemotaxis in
H. salinarum sind mehrere Proteine beteiligt und das Prinzip &hnelt dem vieler Bakterien
(Szurmant & Ordal, 2004, Wadhams & Armitage, 2004). Der chemische Reiz wird direkt von
den halobakteriellen Transducern (Htrs, halobacterial transducer proteins) oder von
zugehdrigen Bindeproteinen detektiert. Htrs sind strukturell und funktionell stark homolog zu
den analogen bakteriellen Systemen, den MCPs (Rudolph et al., 1995). Die
Signalverarbeitung verlduft tber ein Zweikomponentensystem, mit dem der aktivierte Htr
interagiert. Das Zweikomponentensystem besteht aus der Histidinkinase CheA und dem
Antwortregulator CheY, der von ersterer phosphoryliert und dadurch aktiviert wird.
Daraufhin bindet CheY auf bisher ungeklarte Weise an den halobakteriellen Flagellarmotor
und beeinflusst dadurch die Frequenz der Drehrichtungséanderung. Durch diese Signalkette ist
H. salinarum in der Lage, sich stets den Umweltbedingungen entsprechend in optimaler
Position aufzuhalten (Rudolph & Oesterhelt, 1995).

Untersucht wurde die phosphatgerichtete Chemotaxis in H. salinarum mit verschiedenen
Phosphatquellen wie Natriumphosphat, Glycerin-3-phosphat, Glucose-1-phosphat und
Glucose-6-phosphat (Wende, 2006). Bei Zellen, die in phosphatgesattigtem Medium
vorkultiviert wurden, konnte keine Taxis beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigten
Zellen, die vor dem Versuch einem Phosphatmangel ausgesetzt waren, eine deutliche
Reaktion. Der Ausltser der Phosphat-Taxis ist P, wie Untersuchungen des Aaph-Stamms,
dem die Alkalische Phosphatase fehlt, zeigten. Eine Untersuchung des AcheY-Stamms zeigte,
dass die Phosphat-Taxis in H. salinarum analog zu P. aeruginosa und E. cloacae Uber den
Antwortregulator CheY verlauft (Wende, 2006). Desweiteren konnte beobachtet werden, dass
sich  H.salinarum-Zellen  innerhalo  eines  Phosphatgradienten ~ konstant  im
Konzentrationsbereich von 100 — 200 uM aufhalten (Wende, 2006).
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1.5 Umsetzung der genetischen Information in Archaeen

Die Leserahmen (ORFs), die flr funktionale Proteine kodieren, werden in dieser Arbeit als
Gene bezeichnet. Archaeale Gene kdnnen sowohl in mono- als auch in polycistronischen
Operons vorliegen, was bedeutet, dass ein Operon aus einem Gen oder aus mehreren Genen
bestehen kann. Demgegeniber bilden eukaryotische Gene immer eine monocistronische
Einheit, wahrend bakterielle Gene bevorzugt in polycistronischen Operons organisiert sind.
Mehrere nahe beieinander liegende Gene, die in dieselbe Richtung orientiert auf dem
Chromosom angeordnet sind, werden in vorliegender Arbeit als Gencluster bezeichnet. Als
Operon werden sie dann bezeichnet, wenn sie auch eine transkriptionelle Einheit bilden, also
von einem gemeinsamen Promotor gesteuert zu einer einzigen MRNA (Transkript)
transkribiert werden.

Urspriinglich implizierte der Begriff Operon auch eine gemeinsame Funktion der kodierten
Proteine. In dieser Arbeit wird der Operonbegriff synonym zum eigentlichen Begriff der
Transkriptionseinheit, dem Cistron, verwendet. Das Transkript reicht von Transkriptionsstart
bis Transkriptionsstop und beinhaltet daher zusatzlich zu den Gensequenzen auch die
nicht-kodierenden Sequenzen.

Die Transkriptionsstartstelle kann bei Archaeen entweder in der N&he des Startcodons fiir die
Translation liegen oder mehrere Nukleotide stromaufwérts davon. Somit kann das Transkript
eine 5’-UTR (untranslated region) besitzen, die auch als leader-Sequenz bezeichnet wird.
Dieser Sequenzbereich der mRNA wird nicht translatiert. Transkripte ohne leader-Sequenz
sind in Archaeen jene, die entweder keine oder weniger als 10 Nukleotide in ihrem 5'UTR
aufweisen (Brenneis et al., 2007).

Der Promotor eines Operons enthélt mehrere cis-aktive Elemente (Regulationssequenzen), die
von verschiedenen trans-aktiven Faktoren (Regulationsproteinen) erkannt und gebunden
werden. Ein haloarchaealer Promotor mit basalen cis-aktiven Regulationssequenzen hat eine
Lange von etwa 40 bp (Brenneis et al., 2007).

Die archaeale Transkription und Genregulation ist bei weitem noch nicht so gut verstanden,
wie die der Pro- und Eukaryoten. Die Erkenntnisse beschranken sich im Wesentlichen auf den
Bereich der Transkriptions-Initiation, die sich am Promotor abspielt (Bartlett, 2005, Bell et
al., 2001, Brenneis et al., 2007, Geiduschek & Ouhammouch, 2005, Soppa, 2001).
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1.5.1 Transkription in Archaeen

Der archaeale Transkriptionsapparat setzt sich aus sowohl bakteriellen als auch
eukaryotischen Merkmalen zusammen. Die basale Transkriptionsmaschinerie der Archaeen
ahnelt zwar der der Eukaryoten, ist jedoch nicht so komplex. Wéhrend die eukaryotische
Transkriptionsinitiation von Protein-kodierenden Genen Uber 40 verschiedene Proteine
benotigt, kommen Archaeen mit nur etwa 16 aus (Hickey et al., 2002). Die Regulation der
Transkription gleicht jedoch eher der von Bakterien (siehe nachstes Kapitel).

Archaea besitzen eine einzige DNA-abhéngige RNA-Polymerase (RNAP), deren 12
Untereinheiten ortholog zum Multienzymkomplex der eukaryotischen RNA-Polymerase 11
(RNAP 11) sind (Werner & Weinzierl, 2002). In vitro-Studien mit RNA-Polymerasen und
Transkriptionsfaktoren aus methanogenen bzw. hyperthermophilen Archaea zeigten, dass zur
Initiation der archaealen Transkription bestimmte Initiationsfaktoren bendtigt werden
(Hausner & Thomm, 1993, Qureshi et al., 1997). Diese Transkriptionsfaktoren sind
Homologe zu dem eukaryotischen TATA-Box Bindeprotein (tata binding protein = TBP) und
den Transkriptionsfaktoren TFIIB und TFIIE alpha, welche entsprechend als TBP, TFB und
TFE bezeichnet werden (Qureshi et al., 1997). Eine Vielzahl von Archaeen wie Pyrococcus
horikoshi (Reeve et al., 1997), Haloferax volcanii (Thompson et al., 1999) und
Halobacterium sp. NRC-1 (Baliga et al., 2000, Ng et al., 2000) sowie H. salinarum R1
(Pfeiffer et al., 2008) besitzen mehrere tbp- und tfb-Gene. Die Anzahl der tbp-Kopien
entspricht dabei nicht zwangslaufig der der tfb-Kopien, was zur Annahme fuhrte, dass sich
unterschiedliche TBP-TFB-Komplexe bilden, welche die Transkription an verschiedenen
Promotoren steuern konnten, ahnlich wie bakterielle Sigmafaktoren (Baliga et al., 2000,
Facciotti et al., 2007).

Der minimale, in vitro noch funktionsfahige Transkriptionsapparat der Archaeen besteht aus
den Proteinen TBP, TFB und der RNAP (Bell et al., 1998, Hethke et al., 1996, Qureshi et al.,
1997). Obwonhl das TFE in Archaeen nicht essentiell fur die in vitro-Transkription ist, kann
dieses bei suboptimaler Promotorerkennung durch TBP als schwacher Stimulator wirken
(Bell et al., 2001, Hanzelka et al., 2001). TFE verdréngt in vivo eventuell Chromatinproteine
von der TATA-Box oder erleichtert bzw. stabilisiert die Wechselwirkungen zwischen TBP
und der TATA-Box (Bell et al., 2001). Mit Hilfe von funktionalen und strukturellen Studien
konnte gezeigt werden, dass TBP und TFB zwei nebeneinander liegende Sequenzen im
Promotor erkennen. TBP bindet die TATA-Box und TFB erkennt das Transkriptionsfaktor B-
Erkennungselement (transcription factor B recognition element = BRE-Element) (Bell et al.,
1999, Hausner et al., 1996, Qureshi & Jackson, 1998). Verschiedene Konsensussequenzen fur
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die TATA-Box und das BRE-Element wurden fir verschiedene Archaea festgelegt. Die
meisten archaealen Promotorbereiche besitzen eine AT-reiche TATA-Box 25-30 bp
stromaufwarts des Transkriptionsstartes mit der sechs Nukleotiden langen Konsensussequenz
(T/IC)TTA(T/A)A (Hain et al., 1992, Reiter et al., 1990, Thomm & Wich, 1988). Neuere
Studien grenzen die sich um die Position -26/-27 stromaufwaérts des Initiationselements (site
of transcription initiation = INR) zentrierende TATA-Box in Halophilen auf vier Nukleotide
mit dem Konsensus TTWT? ein (Brenneis et al., 2007). Direkt stromaufwarts der TATA-Box
liegt um die Position -34 das Purin-reiche BRE-Element mit der archaealen
Konsensussequenz RNWAAWN?® (Bell et al., 1999, Soppa, 2001) bzw. in Halophilen
CGAAA (Brenneis et al., 2007). Das BRE-Element bestimmt die Starke eines Promotors und
sorgt fir einen unidirektionalen Transkriptionsverlauf (Bell & Jackson, 1998, Littlefield et al.,
1999, Bell et al., 1998).

Ein kiirzlich gefundenes weiteres Motiv im Promotor mit dem Konsensus WW! ist bei
-10/-11 positioniert. An dieses Motiv konnten TFB und RNAP binden (Brenneis et al., 2007).
Das nur sehr schwach  konservierte Initiationselement (INR) bildet die
Transkriptionsstartstelle 1 und besteht bei Archaeen aus einem
Purin/Pyrimidin-Dinukleotidpaar (Hain et al., 1992, Thomm, 2000).

In Abb. 7 ist die Initiation, Elongation und Termination der Transkription schematisch
dargestellt. Fur eine spezifische Promotor-abhangige Initiation der Transkription in vitro
benotigt die RNAP nur 2 Transkriptionsfaktoren: TBP und TFB. Als erstes erkennt das TBP
die TATA-Box und bindet daran (Hausner et al., 1996, Kosa et al., 1997, Rowlands et al.,
1994). Diese Bindung wird durch TFE erleichtert. Daraufhin bindet TFB den
TBP-DNA-Komplex N-terminal und bildet am C-Terminus einen sequenzspezifischen
Kontakt mit BRE aus (Qureshi & Jackson, 1998). Dieser TBP—TFB-DNA-Komplex ist an der
Rekrutierung der RNAP beteiligt und bildet den Prainitiationskomplexes (PIC). Zuletzt findet
eine Konformationsédnderung der RNAP und der Promotor-DNA statt, was die Initiation der

Transkription durch RNAP ermdglicht.

R = Purin (A oder G); W = A oderT; N = beliebige Base
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bisher nicht gefunden werden. AbschlieBend wird die Termination der Transkription durch

inverted repeat-Motive und einen Poly-T-Abschnitt eingeleitet (Santangelo & Reeve, 2006,
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Abb. 7: Schematische Darstellung der basalen Transkription in Archaeen (modifizierten nach (Reeve,
2003).

BRE = Transkriptionsfaktor-B-Erkennungselement; INR = Initiationselement; TBP = TATA-Box
Bindeprotein; TFB = Transkriptionsfaktor B; TFE = Transkriptionsfaktor E; TFS = Transkriptionsfaktor S;
RNAP = RNA-Polymerase.

nachsten Schritt, der Elongation, wird die mRNA synthetisiert wobei der
Transkriptionsfaktor S (TFS) eine Nukleaseaktivitat in der RNAP induziert (Grunberg et al.,
2007, Hausner et al., 2000). Weitere Eukaryoten-ahnliche Transkriptionsfaktoren konnten

ompson et al., 1999). Die Mechanismen der archaealen Transkriptionstermination sind

jedoch noch weitgehend ungeklart.
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1.5.2 Regulation archaealer Transkription

Wahrend die basale archaeale Transkriptionsmachinerie eine vereinfachte Version der
eukaryotischen Elemente darstellt, scheint seine Aktivitat hingegen héaufiger von
Bakterien-&hnlichen Faktoren kontrolliert zu werden (Bell et al., 1999).

Die bakterielle Genregulation funktioniert wesentlich einfacher und 6konomischer als die
eukaryotische. Als Beispiel sei das lac-Operon erwéhnt, dessen Gene in einer einzigen
Transkriptionseinheit organisiert sind und das von wenigen Aktivatoren und Repressoren
reguliert wird. Dagegen werden eukaryotische Gene von einer groen Anzahl an Regulatoren
mit vielen verschiedenen Regulationsmechanismen kontrolliert. Die regulatorischen
Transkriptionsfaktoren der Eukaryoten besitzen meist verschiedene DNA-Bindedomanen wie
Homeodomadnen,  Zinkfinger,  basische  helix-loop-helix-Proteine  und  basische
leucine-zipper-Proteine. Bei den Bakterien tritt dagegen in der Regel nur das
helix-turn-helix-Motiv auf (Pabo & Sauer, 1992).

Ein Beispiel eines archaealen Transkriptionsregulators ist MDR1 (metal dependent
repressor 1) aus Archaeoglobus fulgidus (Bell et al., 1999), der ein Homolog des bakteriellen
Metall-abhéngigen Transkriptionsrepressor DtxR (diptheria toxin repressor) darstellt (Boyd
et al., 1990). MDR1 reprimiert die Transkription des mdr-Operons, welches neben dem
eigenen Gen noch Gene fir ein ABC-Transportsystem enthdlt. MDR1 bindet in Abhé&ngigkeit
von bestimmten Metallionen an das Initiationselement (INR), was die Rekrutierung der
RNAP verhindert (Bell et al., 1999). Die Bindung von MDR1 hat allerdings keinen Einfluss
auf den TBP-TFB-DNA Komplex.

Weiter konnten mehrere archaeale Lrp-ahnliche Proteine charakterisiert werden. Sie sind
Homologe des bakteriellen globalen Regulators Lrp (leucine responsive regulatory protein),
der als Repressor wie auch als Aktivator fungieren kann (Brinkman et al., 2003, Hickey et al.,
2002, Napoli et al., 1999). Der autoregulatorische Repressor LrpA aus Pyrococcus furiosus
inhibiert seine Transkription indem er wie MDR1 die Rekrutierung der RNAP verhindert
(Brinkman et al., 2000, Dahlke & Thomm, 2002). Weitere Lrp-&hnliche Proteine wurden in
Sulfolobus solfataricus beschrieben. Zum einen der Aktivator LysM (Brinkman et al., 2002)
und zum anderen der negative Autoregulator Lrs14, der ein typisches helix-turn-helix-Motiv
besitzt. Lrsl4 bindet an den Promotor seines eigenen Gens und reprimiert dessen
Transkription (Napoli et al., 1999). Dies erreicht es im Gegensatz zu MDR1, indem es durch
die Verdeckung der TATA-Box und des BRE-Elements die Bindung von TBP und TFB an
den Promotor verhindert (Bell & Jackson, 2000).
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Auch das Regulatorprotein TrmB (transcription regulator of mal operon) aus Thermococcus
litoralis konkuriert mit TBP und/oder TFB um die TATA-Box und das BRE-Element eines
Operons, welches fir einen Trehalose/Maltose-ABC-Transporter kodiert. Der Transporter
wird substratspezifisch gebildet, wobei durch die Bindung von Trehalose oder Maltose an
TrmB dessen Interaktion mit dem Promotorbereich aufgehoben wird und die Transportergene
exprimiert werden (Lee et al., 2003).

Neben den bakteriendhnlichen Transkriptionsregulatoren wurden in Archaeen auch einige
Regulatoren des eukaryotischen Typs identifiziert. Das Aktivatorprotein  Tfx in
Methanothermobacter thermautotrophicus ist ein potentieller Regulator des fmdECB-
Operons, vor dem direkt das tfx-Gen liegt (Hochheimer et al., 1999). Das N-terminale HTH
(helix-turn-helix)-Motiv des Aktivators Tfx bindet spezifisch eine Sequenz stromabwarts des
Initiationselements (INR) des fmdECB-Promotors. Die Struktur des Regulators ahnelt einer
Gruppe von eukaryotischen Transkriptionsregulatoren wie GAL4, p53 oder VP-16 (Nelson,
1995). Diese Struktur zeigen auch einige bakterielle Transkriptionsfaktoren wie
beispielsweise mehrere Antwortregulatoren aus regulatorischen Zweikomponentensystemen
(Hakenbeck & Stock, 1996).

Weitere archaeale Transkriptionsaktivatoren sind zum einen das GvpE (Gasvesikelprotein E)
aus H. salinarum, welches die Transkription von Gasvesikel-kodierenden Genen aktiviert.
Das Protein  weist strukturelle  Ahnlichkeit mit  eukaryotischen  basischen
leucine-zipper-Proteinen (coiled-coil) wie dem GCN4 in Hefe auf (Kruger et al., 1998). Zum
anderen bindet Bat (bacterioopsin activator of transcription), ein Redox-sensibler
AraC-Typ-Aktivator mit C-terminalem HTH-Motiv aus H. salinarum, Kkonservierte
stromaufwarts der TATA-Box liegende Sequenzen (Aktivatorsequenz) der Gene des bop
(bacterioopsin)-Clusters (Baliga et al.,, 2001, Leong et al., 1988). Bat aktiviert die
Transkription des bop-Clusters, dessen Gene die Proteine der lichtgetriebenen
Energiegewinnung tber das Bakteriorhodopsin kodieren. H. salinarum ist in der Lage aus
Lichtenergie einen Protonengradienten zu erzeugen, der von der ATP-Synthase zur
ATP-Bildung genutzt wird (Michel & Oesterhelt, 1980). Erst kiirzlich wurde in H. salinarum
ein weiterer Regulator des bop-Gens identifiziert, das Brz, ein kleines Protein mit einem
Zink-Finger-Motiv (Tarasov et al., 2008). Mutationen des brz-Gens zeigten Einfluss auf die
Transkription des bop-Gens, jedoch nicht auf die des bat-Gens.

Zum Schluss sei noch erwéhnt, dass Archaeen Histone besitzen; diese Proteine haben bei

Eukaryoten eine regulatorische Funktion (Reeve et al., 1997).
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1.5.3 Archaeale Transkripte und Mechanismen der Translationsinitiation

Transkripte (MRNAS), die nicht mit dem Startcodon beginnen, besitzen einen untranslatierten
Abschnitt, der dem Startcodon vorgeschaltet ist, den 5"-UTR (untranslated region), der auch
als leader bezeichnet wird. Eine wichtige Funktion dieses mRNA-Bereichs betrifft die
Initiation der Translation.
Momentan sind vier verschiedene Mechanismen der Translationsinitiation aus Bakterien und
Eukaryoten bekannt.
In Eukaryoten bindet der Prainitiationskomplex der Translationsinitiation, der sich aus der
40S ribosomalen Untereinheit, der Initiator-tRNA und verschiedenen Initiationsfaktoren
zusammensetzt, die mRNA (ber die CAP-Struktur am 5°-Ende (Banerjee, 1980).
AnschlieBend wird mit dem sogenannten scanning-Mechanismus das Startcodon gesucht.
Dabei wandert das Ribosom auf der mRNA in 3"-Richtung entlang bis es das AUG gefunden
hat (Kozak, 1978, Kozak, 1989). Momentan wird vermutet, dass 10 % der eukaryotischen
Transkripte auch durch einen CAP-unabhdngigen Mechanismus initiiert werden. Dabei
konnte ein Mechanismus beteiligt sein, der durch Viren-RNA bekannt wurde. Die Ribosomen
gelangen hier (ber Ribosomen-Eintrittstellen, sogenannte IRES (internal ribosomal entry
sites), die sich in der 5°-UTR befinden an das Startcodon (Spriggs et al., 2005, Spriggs et al.,
2008). Meist werden diese mMRNAs sowohl auf CAP-abhéngige als auch -unabhdngige Weise
translatiert.
Bei Bakterien, die keine CAP-Struktur am 5°-Ende der mRNA besitzen, erfolgt die
Erkennung der mRNA durch die ribosomale 30S Untereinheit mit Hilfe einer
MRNA-rRNA-Wechselwirkung. Dabei findet eine Basenpaarung des 3"-Endes der 16S-rRNA
und einer komplementaren purinreichen so genannten Shine-Dalgarno (SD)-Sequenz 5-7
Nukleotide stromaufwaérts des Startcodons in der 5 -untranslatierten Region (5"-UTR) der
MRNA statt (Gualerzi & Pon, 1990, Kozak, 1983, Shine & Dalgarno, 1974).
Der letzte bekannte Mechanismus der Translationsinitiation kommt sehr selten sowohl in
Bakterien als auch in Eukaryoten vor: der Mechanismus fiir die Translationsinitiation bei
leader-losen Transkripten, die keine 5°-UTR besitzen. Die Translation wird hier mit dem
undissoziierten Ribosom, nicht der kleinen Untereinheit, eingeleitet indem eine
Initiator-tRNA der mRNA hilft mit dem Ribosom einen Komplex zu bilden (O'Donnell &
Janssen, 2002, Moll et al., 2004, Andreev et al., 2006).
Studien mit vier verschiedenen archaealen Organismen (Pyrobaculum aerophilum, Sulfolobus
solfataricus, Haloferax volcanii und Halobacterium salinarum) zeigten, dass der Anteil
sogenannter leader-loser Transkripte, die keine 5°-UTR besitzen, in Archaeen viel groRer als
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in Bakterien und Eukaryoten ist (Brenneis et al., 2007, Sensen et al., 1996, Slupska et al.,
2001, Tolstrup et al., 2000). Daraus wird geschlossen, dass ein Mechanismus fir die
Translationsinitiation bei leader-losen Transkripten den groten Teil in Archaeen ausmacht.
Beispiele fur leader-lose mRNAs aus Halobakterien sind die Transkripte des bop-Gens
(Dassarma et al., 1984), fdx-Gens (Pfeifer et al., 1993) und die monocistronische
p-gvpO-mRNA aus H. salinarum (Offner et al., 1996).

Etwa zwei Drittel von 62 untersuchten halobakteriellen Transkripten waren leader-los,
wahrend ein Drittel eine durchschnittlich 20 Nukleotide lange leader-Sequenz besal3en
(Brenneis et al., 2007). Als leader-los wurden jene Transkripte bezeichnet, deren 5-UTR
entweder keine oder weniger als 10 Nukleotide aufwies. Die Analyse zeigte, dass nur wenige
Transkripte mit mehr als 10 Nukleotiden in der 5’-UTR eine Shine-Dalgarno-Sequenz
enthielten. Bei Uber 90 % der Transkripte mit 5°-UTR konnte keine SD-Sequenz identifiziert
werden (Brenneis et al., 2007). Wie die Translation von mRNAs ohne SD-Sequenz in der
5-UTR initiiert wird, ist bisher nicht bekannt. Zumindest fir Haloarchaeen konnte jedoch ein
scanning-Mechanismus ahnlich dem in Eukaryoten ausgeschlossen werden (Hering et al.,
2009). Es wird vermutet, dass es in Archaeen einen noch nicht bekannten flinften
Mechanismus der Translationsinitiation gibt.

Einige archaeale Transkripte besitzen stromaufwarts des Startcodons eine purinreiche
Sequenz, die komplementar zum 3"-Ende der 16S rRNA ist. Diese ist mit der bakteriellen
SD-Sequenz vergleichbar (Bell & Jackson, 1998, Dennis & Shimmin, 1997, Watanabe et al.,
1997). Bei in vitro Studien mit SD-Sequenzen von S. solfataricus flhrten bereits zwei
Punktmutationen innerhalb der SD-Sequenz zum vollstdndigen Verlust der Translation
(Condo et al., 1999). Eine weitere in vivo Studie in H. volcanii zeigte, dass Mutationen im
Bereich der SD-Sequenz zu einer verringerten, die Deletion der 5‘-UTR jedoch zu einer
15-fach gesteigerten Translationseffizienz fuhrten (Sartorius-Neef & Pfeifer, 2004). Das
konnte darauf hinweisen, dass die Initiation der Translation an leader-losen mMRNAs und der
SD-Sequenz-Mechanismus gleichzeitig stattfinden.

Es sei noch erwéhnt, dass erste Ergebnisse aus in vivo Studien mit den 3‘-UTRs von mRNAs
zweier Gene von H. volcanii ergaben, dass eine funktionale Interaktion der 5’-UTR mit der
3’-UTR des Transkripts notig wie auch ausreichend ist, um seine differentielle
Translationsregulation in Gang zu halten (Brenneis & Soppa, 2009).
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Genexpression und Funktion der phosphatabhangigen
ABC-Transporter Pstl, Pst2 und Ugp aus H. salinarum néher untersucht und charakterisiert
werden. Insbesondere waren dabei die Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Genregulation
und Funktion zwischen den beiden phosphatspezifischen Transportern Pstl und Pst2
festzustellen.

Zuné&chst war das Ziel die Transkriptionseinheiten der Gencluster pst1, pst2 und ugp mit Hilfe
von RT-PCR zu definieren und die Transkriptionsstartstellen im jeweiligen Promotor mittels
5‘-RACE zu identifizieren.

Fur eine quantitative Analyse der Promotoraktivitat sollte das Reportergen bgaH verwendet
werden. Mit Hilfe dieses bgaH-Reportersystems waren detaillierte Promotoruntersuchungen
durchzufiihren. Dabei war sowohl die phosphatabhéngige Promotoraktivitat zu untersuchen
als auch cis-aktive Elemente in den Promotoren zu finden und zu identifizieren.

Die Phosphataufnahme der ABC-Transporter Pstl und Pst2 sollte mit Hilfe wvon
Knockout-Mutanten in *2P;-Aufnahmeversuchen kinetisch charakterisiert werden. Dabei war
das Ziel mogliche Unterschiede in Bezug auf kinetische Parameter der beiden Transporter
Pstl und Pst2 festzustellen.

Die Funktion des Glycerin-3-phosphat-spezifischen Transporters Ugp sollte mit Hilfe von
Wachstumsversuchen bestatigt werden.

Eine mogliche Beteiligung der Pst-Systeme an der Phosphat-Taxis von H. salinarum sollte
die Untersuchung des chemotaktischen Verhaltens hergestellter Deletions-Mutanten der
Transporter Pstl und Pst2 aufzeigen.

Die Untersuchung von Knockout- und Uberexpressions-Mutanten hatte das Ziel mégliche

Kandidaten eines Regulatorproteins des PHO-Stimulons in H. salinarum zu identifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Stdmme der verwendeten Organismen

Escherichia coli

Bezeichnung | Genotyp Vertreiber
F- 80dlacZz M15 (lacZY A — argF) U169 recAl

DH5a endALhsdR17(rk-, mk +) phoA suppE44 — thi-1 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
gyrA96 relAl
F- mcrA (mrr — hsdRMS — mcrBC) 80lacZ_M15

TOP10 _lacX74 recAl ara_139 _(ara — leu)7697 galU galK Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
rpsL (StrR) endAl nupG

Halobacterium salinarum

Stammbezeichnung Geno- oder Phanotyp
R1 Wildtyp

Deletions-Stamme (H. salinarum R1):

KF100 Deletion des Genclusters OE1679R-OE1674R
(R1 Apst2) mit Hilfe des Plasmids pKF100

KF101 Deletion des Genclusters OE4485R-OE4471R
(R1 Apstl) mit Hilfe des Plasmids pKF101

KF102 Deletion des Genclusters OE5170R-OE5166R
(R1 Augp) mit Hilfe des Plasmids pKF102

R1 Aaph Deletion des Gens OE5192R

KF103 Deletion des Genclusters OE5170R-OE 5166R
(R1AaphAugp) mit Hilfe des Plasmids pKF102 in R1Aaph
KF104 Deletion des Gens OE2128F mit Hilfe des
(R1 AphoU4) Plasmids pKF104

Knockout-Stamme (H. salinarum R1):

KF105 Knockout der Gene OE4483R-OE4471R mit
(ko:pstC1-OE4471R) Hilfe des integrierten Plasmids pKF105
KF106 Knockout der Gene OE1678R-OE1674R mit
(ko:pstC2-phoU,) Hilfe des integrierten Plasmids pKF106

Uberexpressions-Stamme (H. salinarum R1):

KF201 Uberexpression des Gens phoU; (OE1681F)
(Pbop-phoU3) mit Hilfe des integrierten Plasmids pKF201
KF202 Uberexpression des Gens trh3 (OE3558F) mit
(Pbop-trh3) Hilfe des integrierten Plasmids pKF202
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Promotorfusions-Stamme (H. salinarum R1):

Stammbezeichnung Geno- oder Phanotyp* Referenz
KF1A Insertion des Vektors pKF1A durch homologe Diese Arbeit
pst1(-155) Rekombination im Gen OE3349F

KF1B Insertion des Vektors pKF1B durch homologe Diese Arbeit
pst1(-101) Rekombination im Gen OE3349F

KF1C Insertion des Vektors pKF1C durch homologe Diese Arbeit
pstl(-74) Rekombination im Gen OE3349F

KF1D Insertion des Vektors pKF1D durch homologe Diese Arbeit
pst1(-52) Rekombination im Gen OE3349F

KF1E Insertion des Vektors pKFLE durch homologe Diese Arbeit
pst1(-155 — -56) Rekombination im Gen OE3349F

KF1AImutl/mut2/mut3  Insertion des Vektors pKFLAlmutl/mut2/mut3 durch Diese Arbeit
(3 Stdmme) homologe Rekombination im Gen OE3349F

KF1AZ2mutl/mut2/mut3 Insertion des Vektors pKF1A2mutl/mut2/mut3/mut4 Diese Arbeit
/mut4 (4 Stamme) durch homologe Rekombination im Gen OE3349F
KF1B2mutl/mut2/mut3  Insertion des Vektors pKF1B2mutl/mut2/mut3/mut4 Diese Arbeit
/mut4 (4 Stamme) durch homologe Rekombination im Gen OE3349F
KF1A3mutl/mut2/mut3  Insertion des Vektors pKF1A3mutl/mut2/mut3/mut4 Diese Arbeit
/mut4 (4 Stamme) durch homologe Rekombination im Gen OE3349F
KF1A4mutl/mut2/mut3  Insertion des Vektors pKF1A4mutl/mut2/mut3 durch Diese Arbeit
(3 Stdmme) homologe Rekombination im Gen OE3349F

KFOA Insertion des Vektors pKFOA durch homologe Diese Arbeit
pst2(-227) Rekombination im Gen OE3349F

KFOB Insertion des Vektors pKFOB durch homologe Diese Arbeit
pst2(-105) Rekombination im Gen OE3349F

KFOC Insertion des Vektors pKFOC durch homologe Diese Arbeit
pst2(-85) Rekombination im Gen OE3349F

KFOD Insertion des Vektors pKFOD durch homologe Diese Arbeit
pst2(-64) Rekombination im Gen OE3349F

KFOE Insertion des Vektors pKFOE durch homologe Diese Arbeit
pst2(-43) Rekombination im Gen OE3349F

KFOA1mutl/mut2 Insertion des Vektors pKFOA1mutl/mut2 durch homologe = Diese Arbeit
(2 Stdmme) Rekombination im Gen OE3349F

KFOE1mutl/mut2/mut3 | Insertion des Vektors pKFOE1mutl/mut2/mut3/mutd Diese Arbeit

/mut4/mut5 (5 Stdmme) = /mut5 durch homologe Rekombination im Gen OE3349F
KFOD3mutl/mut2/mut3  Insertion des Vektors pKFOD3mutl/mut2/mut3 durch Diese Arbeit

(3 Stdmme) homologe Rekombination im Gen OE3349F
KF2A Insertion des Vektors pKF2A durch homologe Diese Arbeit
ugp(-181) Rekombination im Gen OE3349F

*genaue Angaben zur integrierten Fragmentlange und den teilweise mutierten Sequenzen sind in 2.1.2
aus der Tabelle der Vektorkonstrukte zu entnehmen
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2.1.2 Vektoren
Die Karten der Ursprungsvektoren sind im Anhang in Abb. 51 und Abb. 52 gezeigt.

Vektoren fur die Klonierung in E. coli

Name Referenz
puC19 (‘Yanisch-Perron, 1985)
pCR®4-TOPO® Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Vektoren fur die Herstellung von Mutanten in H. salinarum

Name relevante Merkmale Referenz
pvT Nov"®, bgaH, AmpF und E.coli ori (pUC19) (Tarasov et al., 2008)
pReport MevR, bgaH, Amp® und E.coli ori (bluescriptSK), = (Schwarz, unveréffentlicht)
sod2-Terminator, Integrationsstelle OE3349F
(700 bp)
pMKK100 Mev®, bgaH, Amp® und E.coli ori (bluescriptSK) = (Koch & Oesterhelt, 2005)
pKF10 Nov®, bgaH, Amp® und E.coli ori (pUC19), Diese Arbeit
Terminator des flgA-Operons (Ursprungsvektor pVT)
pKF20 Mev®, bgaH, AmpF und E.coli ori (bluescriptSK), Diese Arbeit
bop-Promotor (Ursprungsvektor pMKKZ100)

Vektorkonstrukte zur Herstellung von Mutanten in H. salinarum

Name Inseriertes Fragment [Ursprungsvektor] Insertions-

grofe
pKF104 Region stromaufwérts (BamHI/Xbal) und stromabwarts = 456 bp und 475 bp
(AphoU4) (Xbal/HindlIll) von OE 2128F [pVT]
pKF101 Region stromaufwarts (BamHI/Pstl) von OE4485R und 538 bp und 456 bp
(Apstl) stromabwarts (Pstl/Hindlll) von OE4471R [pVT]
pKF100 Region stromaufwarts (BamHI/Pstl) von OE1679R und 525 bp und 479 bp
(Apst2) stromabwarts (Pstl/HindlIl) von OE1674R [pVT]
pKF102 Region stromaufwarts (BamHI/Pstl) von OE5170R und = 465 bp und 570 bp
(Augp) stromabwarts (Pstl/HindlIl) von OE5166R [pVT]
pKF104 Hinterer Teil von pstS; (Xbal/Notl) stromaufwarts von = 600 bp
(ko:pstC,-OE4471R) | pstC, [pKF10]
pKF105 Hinterer Teil von pstS, (Xbal/Notl) stromaufwérts von = 625 bp
(ko:pstC,-phoU,) pstC, [pKF10]
pKF201 Vorderer Teil des phoUs-Gens (Pstl/BamH]I) [pKF20] 547 bp
(Pbop-phoU3)
pKF202 Vorderer Teil des trh3-Gens (Pstl/BamHI) [pKF20] 407 bp

(Pbop-trh3)
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Vektorkonstrukte zur Herstellung von Promotorfusions-Transformanten fir bgaH-
Expressionsstudien in H. salinarum

Name

pKF1A

pst1(-155)

pKF1B

pst1(-101)

pKF1C

pstl(-74)

pKF1D

pst1(-52)

pKF1E

pst1(-155 — -56)
pKF1AImutl/mut2/mut3
_TATA-1 (3 Vektoren)
pKF1AZ2mutl/mut2/mut3/mut4
_TATA-2 (4 Vektoren)
pKF1B2mutl/mut2/mut3/mut4
_TATA-2 (4 Vektoren)
pKF1A3mutl/mut2/mut3/mut4
_P (4 Vektoren)
pKF1A4mutl/mut2/mut3 RY
(3 Vektoren)

pKFOA

pst2(-227)

pKFOB

pst2(-105)

pKFOC

pst2(-85)

pKFOD

pst2(-64)

pKFOE

pst2(-43)
pKFOA1mutl/mut2_TATA

(2 Vektoren)
pKFOE1mutl/mut2/mut3/mut4/
mut5_TATA (5 Vektoren)
pKFOD3mutl/mut2/mut3_P

(3 Vektoren)

pKF2A

ugp(-181)

Inseriertes Fragment im  Ursprungsvektor pReport*
(BamHI/Pstl); verwendete Oligonukleotide

pstl-Promotorfusion (156 bp stromaufwérts des OE4485R-
Leserahmens); Ppstl_1 und Ppstl 2

pstl-Promotorfusion (102 bp stromaufwaérts des OE4485R-
Leserahmens); Ppstl_7 und Ppstl 2

pstl-Promotorfusion (75 bp stromaufwérts des OE4485R-
Leserahmens); Ppstl_3 und Ppstl 2

pstl-Promotorfusion (53 bp stromaufwdérts des OE4485R-
Leserahmens); Ppstl_5 und Ppstl 2

pst1-Promotorfusion (156 bis 57 bp stromaufwérts des OE4485R-
Leserahmens); Ppstl_1 und Ppstl 17

pstl-Promotorfusion (156 bp stromaufwérts des OE4485R-
Leserahmens); Ppstl_1 und Ppstl 16

pstl-Promotorfusion (156 bp stromaufwérts des OE4485R-
Leserahmens); Ppst1_1 und Ppstl_11 mit Ppstl_12 und Ppstl_2*"
pstl-Promotorfusion (102 bp stromaufwérts des OE4485R-
Leserahmens); Ppstl_8 und Ppstl 2

pstl-Promotorfusion (156 bp stromaufwérts des OE4485R-
Leserahmens); Ppstl_1 und Ppstl 15

pstl-Promotorfusion (156 bp stromaufwérts des OE4485R-
Leserahmens); Ppst1_1 und Ppst1l_13 mit Ppstl_14 und Ppstl_2*"
pst2-Promotorfusion (228 bp stromaufwérts des OE1679R-
Leserahmens); Ppst2_1 und Ppst2_2

pst2-Promotorfusion (106 bp stromaufwérts des OE1679R-
Leserahmens); Ppst2_8 und Ppst2_2

pst2-Promotorfusion (86 bp stromaufwérts des OE1679R-
Leserahmens); Ppst2_3 und Ppst2_2

pst2-Promotorfusion (65 bp stromaufwérts des OE1679R-
Leserahmens); Ppst2_5 und Ppst2_2

pst2-Promotorfusion (44 bp stromaufwérts des OE1679R-
Leserahmens); Ppst2_7 und Ppst2_2

pst2-Promotorfusion (228 bp stromaufwérts des OE1679R-
Leserahmens); Ppst2_1 und Ppst2_10

pst2-Promotorfusion (44 bp stromaufwérts des OE1679R-
Leserahmens); Ppst2_11 und Ppst2_12 (ohne PCR™)
pst2-Promotorfusion (65 bp stromaufwérts des OE1679R-
Leserahmens); Ppst2_6 und Ppst2_2

ugp-Promotorfusion (182 bp stromaufwarts des OE5166R-
Leserahmens); Pugp_1 und Pugp_2

" Die jeweilige Promotorregion ist in Kapitel 2.1.3 angegeben.
™ Diese Konstrukte wurden durch rekombinante PCR (Lottspeich, 1998) hergestellt. Dabei wurden
zwei getrennt amplifizierte PCR-Produkte mit komplementaren Enden in einer weiteren PCR

fusioniert.

+++

Dieses Konstrukt konnte ohne PCR hergestellt werden. Beide Oligonukleotide wurden 1:1

gemischt, fiir 2 min bei 95 °C denaturiert und bei RT abgekuhlt wobei die Primer hybridisieren. Die
resultierende Duplex-DNA wurde ad hoc in den Vektor ligiert.
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2.1.3 Oligonukleotide

Die aufgefiihrten Oligonukleotide wurden mit wenigen Ausnahmen, die Bestandteil des
Topoklonierungskits von Qiagen waren, von Metabion bezogen. Sie wurden auf eine
Arbeitskonzentration von 10 pmol/ul (PCR), 1 pmol/ul (Sequenzierung) und 0,5 pmol/ul

(RT-gPCR) mit Reinstwasser (Milli-Q) eingestelit.

Oligonukleotide zur Herstellung der Deletionskonstrukte

Bezeichnung
BamH_Trl_for
Pst_Trl rev
Pst Trl for
Hind_Trl rev
BamH_Tr2_for
Pst Tr2 rev
Pst Tr2_for
Hind_Tr2 rev
Bam_ugp_for
Pst_ugp_rev
Pst_upg_for
Hind_ugp_rev
Bam_2128 for
Xba 2128 rev
Xba_2128 for
Hind 2128 rev

Oligonukleotide zur Herstellung der knockout-Konstrukte

Bezeichnung

Xba_outpstS1_for
Notl_outpstS1 rev
Xba_outpstS2_ for
Notl_outpstS2_rev

Sequenz (5¢-3¢) " *
TCGAGGGGATCCGAGAGGTCGGTGCCCTCCT
CCCCGTCCTGCAGGTCTGAGTGCATCGCTTGG
GCGGACCTGCAGAACACCGAGTGATCAGAG
GCGAAGGAAGCTTCCACGTCGTCATCGACG
GACTCGGGATCCAGGGCGAGCACGTCGAAG
ACGTGTCTGCAGTTCGGCGTCGTCTGCTGGC
AACGACCTGCAGCTGATCTACTAGCGACGG
AGAGCAAAAGCTTTCCTCGCTGCCCCCCGA
ACCTGCGGGATCCTCACAACTGACTGCGGT
GTGGTGGGCTGCAGCGGATAACGCAACTCG
CCGTCACTGCAGCTCGTGCACCCACCGAAC
AGGGACTAAGCTTCGGCGGCAAGCGCAACT
CGCAGCGGGATCCGCGTCGTCGCTTCACCGCA
CCGTGTTCTAGAGCCGTACGCAAGTTCGTGCG
CACACTCTCTAGACCGACACCCCCCGGCeaee
TCGATGTAAGCTTCCTCCGATTTCTCCGCC

Sequenz (5°-3¢) *
CACGTCTCTAGAGTCGACGGGCAGCCGATC
TGCCGGCGGCCGCGGTTCACGTCTGGTAGTTC
CATCGTTCTAGAGGACCTGGACATCGACAG
CAGTCAGCGGCCGCGTATACAGTCTTTGCT

Spezifitat
Stromaufwarts von pstl
(OE4485R-4471R)

Stromabwaérts von pstl
(OE4485R-4471R)

Stromaufwarts von pst2
(OE1679R-1674R)

Stromabwaérts von pst2
(OE1679R-1674R)

Stromaufwarts von ugp
(OE5166F-OE5170F)

Stromabwaérts von ugp
(OE5166F-OE5170F)

Stromaufwarts von phoU4
(OE2128F)

Stromabwaérts von phoU4
(OE2128F)

Spezifitat
Stromaufwarts von pstC;
(OE4483R)

Stromaufwarts von pstC,
(OE1678R)

Oligonukleotide zur Herstellung der Uberexpressions-Konstrukte

Bezeichnung
Pbop_for

Pbop_rev
phoU3_for
phoU3_rev
trh3_for
trh3_rev
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Sequenz (5°-3¢) " *
AGTGGAAGCTTGCGTGCACGCATCGACTT

AACTCCTGCAGGCAACAGTACCTAACGAGGA

TACGTCTGCAGATGGAACGACGGAAAGTC

CAGTGGGATCCGGAAGATGCGTGACACGA

ACAACACTGCAGATGGACGACATCGACCAG

TCGACTGGATCCAGCTTCTCGTCGAGGATC

Spezifitat

bop-Promotor (243 bp)

phoU;-Gen (547 bp)

trh3-Gen (407 bp)
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Oligonukleotide zur Herstellung der Promotorfusionskonstrukte

Position 1-165 der verwendeten Promotorsequenz Ppstl (5°-3%)":

1 ATAGGTTCGG TTGGGGCGTC ACCTGGTTAA GTGTTCAGCC GGCTGACTGG
51 TGGTCTCACC AGTGATATAT AGCACACACA GTCCTATGGA GGGATGGCAG

101
151

CCACCACGTA GCCATATTAT AAACGGGTTT ACTGGTTCCG GGTGCCATTC
CAAGCGATGC ACTCA

Name

Ppstl_1 (for)
Ppstl_2 (rev)
Ppstl_3 (for)
Ppstl_5 (for)
Ppstl_7 (for)
Ppstl_8 (for)
Ppstl 11 (rev)
Ppstl_12 (for)
Ppstl 13 (rev)
Ppstl_14 (for)
Ppstl_15 (rev)

Ppstl_16 (rev)

Ppstl_17 (rev)

Sequenz (5°-3¢) "~ *

TTTTTTGGATCCATAGGTTCGGTTGGGGCGTC
TTTTTTCTGCAGTGAGTGCATCGCTTGGAATGG
TTTTTTGGATCCTCCTATGGAGGGATGGCAGCC
TTTTTTGGATCCCCACGTAGCCATATTATAAACGGG
TTTTTTGGATCCGTGATATATAGCACACACAGTCC
TTTTTTGGATCCGTGATNNNNAGCACACACAGTCC
TCCATAGGACTGTGTGTGCTNNNNATCACTGGTGAGACCACCAG
AGCACACACAGTCCTATGGAGGGATGGCAG
GCCATCCCTCCATAGGACTGNNNNTGCTATATATCACTGGTGAG
CAGTCCTATGGAGGGATGGCAGCCACCACG

TTTTTCTGCAGTGAGTGCATCGCTTGGAATGGCACCCGGAACCA
GTAAACCCGTTTNNNNTATGGCTA
TTTTTCTGCAGTGAGTGCATCGCTTGGAATGGCACCCGGAACCA
GNNNNCCCGTTTAT
TTTTTTCTGCAGTGCCATCCCTCCATAGGACT

Position von 5¢-
Ende; (Position der
Punktmutationen)
1

165

82

104

62

62; (67-70)

90; (67-70)

71

98 (75-78)

79

165 ; (117-120)

165 ; (138-141)

99

Position 1-237 der verwendeten Promotorsequenz Ppst2 (5°-3°) " :

1
51
101
151
201

ATGCGACCAC
GTTACTACAC
GGGTCGAAAT
GATGTGAACT
TTATTCGCAT

GTATCGATGC
CAAACCACTG
ATACATCGAC
GTTCCCTATG
CGCGGCGAGC

CTGTAATATA AATCCCGGTC ACGATACATA
TAGAGGAGAA TAAAGCGCTT GCAGGCGCTC
GACGAGCGTC GAATCGATTC GCGGACATGC
TACTGCTATA TATACGTAAT AGCAGAGTAC
ATACGACGAT GCCAGCA

Name

Ppst2_1 (for)
Ppst2_2 (rev)
Ppst2_3 (for)
Ppst2_5 (for)
Ppst2_6 (for)
Ppst2_7 (for)
Ppst2_8 (for)
Ppst2_10 (rev)

Ppst2_11 (for)

Ppst2_12 (rev)

Sequenz (5°-3¢)  *

TTTTTTGGATCCATGCGACCACGTATCGATGCC
TTTTTTCTGCAGTGCTGGCATCGTCGTATGCTC
TTTTTTGGATCCCGGACATGCGATGTGAACTG
TTTTTTGGATCCCCTATGTACTGCTATATATACGT
TTTTTTGGATCCCCTATGTACTGCTANNNNTACGT
TTTTTTGGATCCCGTAATAGCAGAGTACTTATTCGC
TTTTTTGGATCCCGAGCGTCGAATCGATTCGC
TTTTTTCTGCAGTGCTGGCATCGTCGTATGCTCGCCGCGAT
GCGANNNNGTACTCTGC
GATCCCGTAATAGCAGAGTACNNNNTCGCATCGCGGCGAGC
ATACGACGATGCCAGCACTGCA
GTGCTGGCATCGTCGTATGCTCGCCGCGATGCGANNNNGTA
CTCTGCTATTACGG

Position von 5¢-
Ende; (Position der
Punktmutationen)
1

237

142

165

165; (179-182)

185

133

237; (201-204)
195; (201-204)

237; (201-204)
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Position 1-190 der verwendeten Promotorsequenz Pugp (5°-3°) " :

1 GAATCCAACA GCCACCCACA CAACGACTGG TTCGATATTA AAAACCGGGG

51 TCAGTTCTGG AACGTCGACG GTATTGCTGC GCGCCGCCCC ATGCACGGCT

101 CAATAGGTCT CCAGAACTGT CTGGACGGAT ATTTTCAACT CATATAAGCA
151 CTCATCCGAG GACCCCGAGT TGCGTTATCC GATGGCGCCC

Name

Pugp_1 (for)
Pugp_2 (rev)

Sequenz (5¢-3¢) "~ °

‘TTTTTTGGATCCGAATCCAACAGCCACCCACAC

‘TTTTTTCTGCAGGGGCGCCATCGGATAACGCA

Position von 5¢-
Ende
1

190

Oligonukleotide zur PCR-Kontrolle, fur Southernblot und Sequenzierung

Bezeichnung
pstS1_for
pstS1_rev

4475 for
4475 rev

pstS2_for
pstS2_rev

ugpB_for
ugpB_rev

2128 for
2128 rev
RT aph 3’
RT_aph_5’
5192-front5’
5192-front3’
check Ppstl
check _Ppst2
check Pugp
check 3349
check_bgaH
check_MevR

T3 forward
T7_reverse
M13_forward
M13_reverse
pVT_for
pVT_revl/rev2

seq_out pstS1_for

seq_out pstS2_for
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Sequenz (5¢-3°) *
GCGTCCGCCGCCGACGAGCTGCCGGACGCG
GAACTCGCTCAACAGGAAGTTGATGAACGCG

GAAGGGCTGCAGTTTTCCGCGCGGCAGCCCTC
GCCCGTAAGCTTCGTCGATGACACACACGTC

GACGAGCTGCGGAGCATCTGGTCGGCCGAA
CAGTCAGCGCGTCCAGTTGTTCTCGTTGGG

CTGGACTTCTGGCACGTTTTCGGCGACGAACT
CGGCCGTTGTCGTTGTTGACCAGGAGTTGG

GGGACGTGGCTCGCTGACTGTCACCC
CTTCACGGCCTCCCCGCGCATCGTCG
GTCGCCTCGGTCGTCGTGATGAG
CCACGGCGTCCCCGGCTGC
GCGCGGATCCACGTGCAACAGGGTCACGATCC

GCGCCGCAGCGTGACTCTGTGGTGTGCGGTG
GATGAACCCGGTCGCTCCCG
AGCCGCCGGTGACCTGGACT
CCGCCGAAACGATGCACACG
CCGTGTTCGAGGCCGGATCGCTGT
ATTCGTCGCCACGCCAACTC
CTTCATCGACGCCCACACGCACCT

ATTAACCCTCACTAAAGGGA
TAATACGACTCACTATAGGG
CAGGAAACAGCTATGAC
GTAAAACGACGGCCAG
TTTATCTCGGCCGGAGGTCCTAC
GGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATG/
GCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGA

AGTGGGCCAACGAGTACGACACGGA

TTCAACCCCAAATCCACCGGCACC

Spezifitat

(Phosphatbindeprotein des
ABC-Transporters Pstl)

Gen OE4475R

(Phosphatbindeprotein des
ABC-Transporters Pst2)

Substratbindeprotein des ABC-
Transporters Ugp

Gen phoU4 (OE2128F)

Gen aph (OE5192R)

Stromaufwarts von aph
(OE5192R)

Promotor des pstl-, pst2- und
ugp-Operons

pReport-Vektor
(zur Kontrolle der Promotor-
fusions-Transformanten)

Oligonukleotide von Invitrogen
zur Sequenzierung des Vektors
pCR®4-TOPO®

Oligonukleotide zur
Sequenzierung des Vektors pVT

Phosphatbindeprotein des ABC-
Transporters Pstl

Phosphatbindeprotein des ABC-




Pbop_for
check _phoU3_rev

check_trh3_rev:

Oligonukleotide

Bezeichnung
RT _pstl_1
RT _pst2_1
phoX1 for
phoX1 rev
phoX1_FOR
pstCl_REV
pstC1_for
pstAl REV
pstCl FOR
pstB1_REV
pstAl_FOR
pstB1l rev
pstB1_for
4476_REV
OE4476_for
OE4471 rev
phoX2_for
phoX2_rev
phoX2_for
pstC2_rev
pstC2_for
pstA2_REV
pstA2_for
pstB2_REV
pstB2_FOR
phoU_rev

2 Material und Methoden

AGTGGAAGCTTGCGTGCACGCATCGACTT

CGCGACAAGCTTCAGGAGGTGGTTGCCGACGTA

GATCACGTCCTGCGTGGCGTTTTCG

Transporters Pst2
bop-Promotor

Region  stromabwarts
phoUs-Gens

des

Region stromabwarts des trh3-

Gens

flr die reverse Transkription und anschlieRende PCR (RT-PCR)

Sequenz (5¢-3°) *
TCAGCTTGAACTCCTCCAGC
CGTTGTCGACCATGTACACC
GCGTCCGCCGCCGACGAGCTGCCGGACGCG
GAACTCGCTCAACAGGAAGTTGATGAACGCG
CTACGGGGAGAACCTGGGCGCCGAGGAGTA
CGGTGGCGGCCTGCTCGCGTCGCCACCCCA
GCGCGCGAGTACCGCTCCCGGACCGGTG
CGACTCCCCGGTGGCCAGTTGGGTCTTCGT
CGTGACCGTGATGGCGTTGAGCGTCGGGTC
GGCTCCCGAACGGTCGTCGCTGCGTCGTG
CGGTCGGCATCGCCAGCCGTCGGTACTTCA
GCGATACAGAGGCGCTGCTGTTGGCCCCCG
GTCAGCGTGTCCGACCTGGATACGTACTAC
ACCCCGGCAGCGACACCGTGTACGTGC
TGCGGTGCGGCCATCGCTGC
TGCCGCTGCCAGTGGGTGCC
GACGAGCTGCGGAGCATCTGGTCGGCCGAA
CAGTCAGCGCGTCCAGTTGTTCTCGTTGGG
GACGAGCTGCGGAGCATCTGGTCGGCCGAA
GATGGCGCGCGACAGCGCCAGGATGAAC
CGTTCTCTGCGCCGCTGGTCGGCGTCGAC
GGGCCGGGCAGACCGAACAGCGAGAGAT
CGACCGTGATCGTGGGGTCGCTGGTCGGTG
CGCCCTCGACGTCCTGGATTTCGAGGCCGT
AGCACCAGCGCGTCGAAGAGTATATCACTG
GGCGGCGTCGATCTCGGTCTCGATCAGATC

Oligonukleotide fiir 5’-RACE

Bezeichnung
GSP1_pstl
GSP2_pstl
GSP1_pst2
GSP2_pst2
GSP1_ugp
GSP2_ugp
GSP1_bgaH
GSP2_bhgaH

AAP

Sequenz (5¢-3°) *
TCGTCACGAACTTCTCCTGG

TCGATGGCCTCAGTCAGCGC
GTGCAGAAGTGGTTGGCGAACCCG
TGTTGTAGAGCATGATGGTG
TCTCGAAGAGTTGGACGATCCCCGG
GTCGTTTGCTTCGCGGATGA
TGAGTTGAAACAGGTGAACCGACGG

(Sequenzangabe von Invitrogen)

CTCGATCCCTCGTTGGTGATCGGGAACACCG

GGCCACGCGTCGACTACGGGIIGGGIIGGGIIG

Spezifitat

fiir cDNA-Synthese

fiir cDNA-Synthese

fir PCR-Fragment pstl_A
(560 bp)

fur PCR-Fragment pstl_B
(510 bp)

fiir PCR-Fragment pstl1_C
(1090 bp)

fiir PCR-Fragment pstl D
(800 bp)

fur PCR-Fragment pstl_E
(880 bp)

fir PCR-Fragment pstl F
(1730 bp)

fiir PCR-Fragment pstl_G
(420 bp)

fiir PCR-Fragment pst2_A
(550 bp)

fur PCR-Fragment pst2_B
(680 bp)

fur PCR-Fragment pst2_C
(1300 bp)

fiir PCR-Fragment pst2_D
(1250 bp)

fur PCR-Fragment pst2_E
(580 bp)

Spezifitat

fir cDNA-Synthese

fur PCR mit AAP

fiir cDNA-Synthese

fur PCR mit AAP

fir cDONA-Synthese

fur PCR mit AAP

fiir cDNA-Synthese

fur PCR mit AAP
(oder AUAP)
fir PCR mit GSP2
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GGCCACGCGTCGACTAGTAC

(Sequenzangabe von Invitrogen)

Oligonukleotide fur RT-gPCR

Bezeichnung
phoX1 gRT_for
phoX1_gRT_rev
pstC1_qRT_for
pstC1l gRT rev
phoX2_qRT _for
phoX1l gRT _rev
pstC2_qRT_for
pstC2_qRT_rev
ugpA_gRT _for
ugpA_gRT rev
ugpB_gRT _for
ugpB_gRT_rev
aph_qRT_for
aph_gRT rev
phoU3_gRT _for
phoU3_gRT_rev
trh3_gRT_for
trh3_gRT_rev

fdx_gRT_for
fdx_gRT _rev

“Startcodon ist unterstrichen und durch Fettdruck hervorgehoben

Sequenz (5¢-3¢) *
CAGCCGTGAGATCGTTGACA
CCGACCAGTTCGTGATCTCC
AAGGCGGTGACGTTTCTGAT
CGCACGAGTAAGAACGCAAC
GAACAGTGGTCCGACGTGAA
GTAGTCGTAGGTGCCCGAGG
GGGCATCGTGGAGTTCCTTA
GATCATCACCATCAGCGTCG
CCTCTACTATCCGGGCCTCG
TTGAGGTCAGCAGCTGAACG
TCACTCGTGGATGCAGATCG
AAGTTAGTCTCCGTGGGTCGG
TGTTCAGCCAGGAGAGCCAC
AGGTTGGGTTGTGTGTTCTCG

GCGGCTCCCTCCTGTTGACCCCCATCG
CTTCGAGCATGGAGACCGCGATGAGGTGC

GAACGTCAAGGCGATGATCG
CTGCCACACGAAGTCGACGG

GAGTACATCCTCGAAGCCGC
TGAGGATCTGCTGCATGTCC

fur PCR mit GSP2

Spezifitat

Gen pstS; (pst1-Operon)
Gen pstC, (pst1-Operon)
Gen pstS, (pst2-Operon)
Gen pstC, (pst2-Operon)
Gen ugpA (ugp-Operon)
Gen ugpB (ugp-Operon)
Gen aph

Gen phoU3

Gen trh3

Gen fdx (interner Standard)

“Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme sind unterstrichen, eingefiilhrte Punktmutationen sind
mit N dargestellt. Die Identitat des mutierten Nukleotids der jeweiligen Transformante ist im
Ergebnisteil in Kapitel 3.1.4.5 angegeben.
“Die Schmelztemperatur Ty, wurde fir Primer mit einer Lange von 14 — 49 Basen naherungsweise
folgendermafen berechnet:
Ty =100.5 + (41 * (yG+zC)/(WA+XT+yG+zC)) - (820/(WA+XT+yG+zC)) + 16.6*l0og;o([Na’])
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2.1.4 Enzyme und Proteine

Restriktionsenzyme

Im Folgenden sind die verwendeten Restriktionsendonukleasen und die Sequenzen ihrer
Erkennungsstellen aufgefiihrt. Die Restriktionsenzyme fir den analytischen und praparativen
Verdau plasmidischer und chromosomaler DNA wurden samtlich von der Firma New
England Biolabs (NEB) bezogen, aufier Boxl und Bcll, die von Fermentas stammen. Die
Restriktion wurde in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer durchgefihrt.

Restriktionsenzym spezifische Aktivitat [U/ml] Erkennungssequenz

BamHI 20000
Boll 10000
Hindlll 20000
Notl 10000
Pstl 20000
Kasl 4000

Bcll 10000
BoxI 10000

DNA-Polymerasen, weitere Enzyme und Proteine

Name

Hot-Star Tag® DNA-Polymerase
Phusion™ DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen

Superscript 111" Reverse Transcriptase

T4-DNA-Ligase
Taq® DNA-Polymerase
Vent® DNA-Polymerase

2.1.5 Reaktionssysteme und Kits

GGATCC
GCCNNNNNGGC
AAGCTT
GCGGCCGC
CTGCAG
GGCGCC
TGATCA
GACNNNNGTC

Vertreiber

Qiagen

Finnzymes

NEB

Invitrogen

Invitrogen

Fermentas

New England Biolabs

Name Hersteller
5’-RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends Invitrogen

ABI PRISM® BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction ~ Applied Biosystems
BCA Protein Assay Kit Novagen
DNAfree™ und TURBO DNAfree™ Ambion

QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen

QIAquick® Gelextraction Kit Qiagen

QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen

RNA 6000 Nano LabChip Kit Agilent

RNeasy® Mini Kit Qiagen

SYBR® GREEN PCR Master Mix Applied Biosystems
TOPO TA Cloning Kit® for Sequencing Invitrogen
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2.1.6 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Nicht gesondert aufgefiihrte Chemikalien wurden in der hochstmdglichen Reinheitsstufe von
Merck, Sigma oder ICN, Agar von Difco, DNA-modifizierende Enzyme von Roche oder
Amersham, organische Losemittel von Riedel de Haen bezogen. Fir Puffer und Losungen
wurde zweimal destilliertes Wasser (H2Opigest) Oder steril filtriertes Reinstwasser (Milli-Q)
verwendet.
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Chemikalien und Material
1-Methylimidazol

32-Phosphat (*°P;)

Aceton

Agarose

Ameisensaure
Ammoniumbicarbonat

Bacto® Agar

Bacto® Trypton

Betain

BigDye-Mix V 3.1

Blocking Reagent for nucleic acid hybridisation and detection
Borséure

Bromphenolblau
Chemilumineszenz-Substrat (CSPD)
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Desoxyguanintriphosphat
Desoxythymintriphosphat
DIG-11- Desoxyuridintriphosphat
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

DNA Molecular-Weight Marker Il , DIG-labeled
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglykol

Filterpapier

Formaldehyd

Formamid

GeneRuler™ DNA Ladders (Mix/1kb/Low Range/Ultra Low Range)

Hybond-N

lodacetamid

IPTG

Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumnitrat
Magnesiumchlorid

Hersteller
Fluka
Hartmann Analytic
Riedel-de Haen
Biomol

Merck

Fluka

Difco

Difco Laboratories
Merck

Applied Biosystems
Roche

Merck

Serva

Roche
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Roche

Merck
Finnzymes
Merck

Roche Diagnostics
Merck

Sigma

Serva

Merck

Merck
Whatman

Roth

Merck
Fermentas

GE Healthcare
Fluka

Gerbu

Merck

Merck

Merck

Roth

Merck
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Magnesiumsulfat Merck
Maleinsiure Sigma
Mangansulfat Sigma
Methanol Merck
Millex-GS (0,22jum) Millipore
MultiScreen 96 PCR Millipore
Natriumcarbonat Merck
Natriumchlorid Merck
Natriumcitrat Merck
Natriumdodecylsulfat Merck
Natriumhydroxid Merck
Natriumthiosulfat Merck
Parafilm Brand
peqGOLD RNAPure™ Peglab
Pipettenspitzen Gilsen
Plastik-Kuvetten Greiner bio-one
Polyethylenglykol 600 Sigma
RNA 6000 Ladder Ambion

RNA Molecular Weight Marker I, DIG-labeled

Roche Diagnostics

RNaseZap Ambion
Rotiphenol® Roth
Saccharose Merck
Safelock Tubes 0,5ml, 1,5 ml, 2,0 ml Eppendorf
Salzséure Merck
TEMED Biorad
Trichloressigsaure Sigma
Triton X-100 Roth
Trizma Sigma
Tween 20 Sigma
X-Gal Fermentas
Zellulose-Nitratfilter (0,45um) Sartorius
Zentrifugenréhrchen 50ml, 15 ml TPP

2.1.7 Nahrmedien

Alle Néhrmedien wurden mit bidestilliertem H,O (H,Opigest) angesetzt, 20 min autoklaviert
(121 °C und 2 bar) und bei Raumtemperatur gelagert. Zur Herstellung von Agarplatten
wurden sowohl fir LB- als auch Halo-Medium vor dem Autoklavieren 0,015% Bacto®-Agar
(w/v) von Difco zum Nahrmedium zugesetzt. Das heiRe Agar-Medium wurde unter Rihren
langsam abgekihlt und in sterile Petrischalen gegossen. Fir Antibiotika-Platten wurde das
Antibiotikum nach dem Abkuhlen der Agarlésung auf ca. 60 °C zugegeben. Alle Agarplatten
wurden bei 4 °C gelagert.
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2.1.7.1 Nahrmedien flr Escherichia coli

2 Material und Methoden

Fur die Herstellung von LB- und SOB-Medium wurde mit NaOH auf pH 7,0-7,2 eingestellt

und dann autoklaviert.

Luria-Bertani (LB)-Flussigmedium nach (Sambrook, 1989)

SOB-Flussigmedium

Bacto® Trypton
Bacto® Hefeextrakt
NaCl

H,Opidest

Bacto® Trypton
Bacto® Hefeextrakt
NaCl

KCI

H20idest

10g
59

109
ad 1l

2049

59

600 mg
200 mg
ad 990 ml

Nach dem Autoklavieren wurden jeweils 5 ml einer sterilen Losung mit 2 M MgCl, und 2 M

MgSQ, zugegeben.

2.1.7.2 Nahrmedien fur Halobacterium salinarum

Halo-Medium (HM) nach (Oesterhelt & Krippahl, 1983)

Die Anzucht von H. salinarum erfolgte in komplexem Medium, das sogenannte Halo-
Medium (HM). Fir die Medien von H. salinarum wurde das Siedespeisesalz Salta von
Sudsalz eingesetzt. Das neutralisierte Fleischpepton stammte von Oxoid.
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NaCl

MgSQO,

KCI

NasCitrat-2 H,0O
Pepton

H2Opigest

250¢g
20¢g
29
39
10g
ad 11
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Synthetisches Medium (SM)

Die Anzucht von H. salinarum erfolgte fur bestimmte Versuche in synthetischem Medium
(SM). Fir Versuche in denen keine Phosphatquelle erwiinscht war, wurden die Zellen in
synthetischem Medium ohne Phosphat (SMOP) inkubiert, woflr Losung 2 weggelassen
wurde.

L-Valin 1,25¢g
Lbsung 1: HsOpigest ad 500 ml
NaCl 2359
Ldsung 4 wurde auf pH 7,0 eingestellt und
MgSQ,-7 H,0O 20 . S - .
g5V MMz g durch einen 0,22 pm Sterilfilter filtriert. Die
KCI 29 Lagerung erfolgte bei -20 °C.
KNO 01lg
3 .. .
NasCitrat-2 H,0 059 LOsung 5:
Glycerol (50%) 20 ml L-Tyrosin 029
H2Obidest ad 800 ml . . .
L 9 Die Aminosdaure wurde in 20 ml 1 M HCI
osung <. gelost und auf 50 ml mit H,Opigest aufgefiillt.
KH2PO4 2,869 Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.
K,HPO,-3 H,0 6,62 3
o J Lésung 6:
H2Opidest ad 100 ml =
Lésung 3: Thiamin 100 mg
Folséure 100 mg
CuS04-5 H20 5mg Biotin 10 mg
FeCl2-4 H20 230 mg HZObidest ad 10 ml
MnSO4-7 H20 30 mg
ZnS0,-7 H20 44 mg Mit 1 M NaOH-Loésung wurde auf pH 7,0
_ eingestellt, wodurch die Lésung Kklar wird. Die
Na;M0O,-2 Hz0 24mg Lagerung erfolgte bei —20 °C.
CoCl,-6 H20 24 mg
H,O0bigest ad 100 ml Fur die Herstellung des synthetischen
Losung 4 Mediums wurden folgende Mengen verwendet:
Glycin 0,38 ¢g Losung 1 800 ml
L-Arginin 29 (Losung 2 2ml)
L-Alanin 1,11¢g Ldsung 3 1 ml
L-Asparagin 2g Ldsung 4 100 ml
L-Glutamin 6,62 g Losung 5 50 ml
L-Isoleucin 2,29 H2Obidest ad 1000 ml
L-Leucin 49
L-Lysin-H,0 1,129 Die Losung wurde auf pH 7,2 eingestellt,
L -Methionin 1g steril filtriert (0,45 pm) und bei 4°C
L-Phenylalanin 054 gelagert. \{or jeder Verwendung yyurde_n
L Proli 052 0,5 ml Lésung 6 zugegeben. Fir die
“ronn e meisten Versuche wurde mit SMOP
L-Serin 3059 gearbeitet und nur fiir einige Versuche
L-Threonin 259 Phosphat (Ldsung 2) zugegeben.
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2.1.8 Antibiotika
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Fur die Einstellung der Antibiotika-Stammlosungskonzentrationen wurde Reinstwasser
(Milli-Q) eingesetzt. Die Mevinolin-Stocklésung wurde aus 5 Mevinacor®-Tabletten (je 20
mq) erhalten. Dazu wurden sie im Morser zerkleinert und in 10 ml EtOH resuspendiert.

Name Stammldsungskonzentration Arbeitskonzentration Organismus
Ampicillin 100 mg/ml 100/300 pg-ml™ E. coli
Kanamycin 30 mg/ml 30 pg-ml™ E. coli
Novobiocin 5 mg/ml 0,15 ug-ml™* H. salinarum

Mevinolin 10 mg/mi

2.1.9 Antikorper

10,1 pg-ml™ (25 uM)  H. salinarum

Zur Detektion von immobilisierten DNA- bzw. RNA-Fragmenten durch Southern- bzw.
Northernblot (siehe 2.3.13 bzw.2.3.16) wurden Anti-Digoxygenin-AP, Fab fragments von

Roche Diagnostics verwendet.

2.1.10 Gerate und Zubehor

Gerate
Autoklaven

Durchlichtscanner
Elektrophorese-Netzgerét

Gelsysteme

Inkubatoren

Kolbenhubpipetten
Photometer

Ruhrer/Schattler
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Typ (Hersteller)

Varioklav 500 EP-Z (H+T Labortechnik)
Autoklav 23 (Melag)
Scanner Expression 1680 Pro (Epson)

Netzgerat (Biometra)

E835 (Consort)

EPS 200 (Pharmacia Biotech)
Agarosegel-Elektrophoresekammern (Werkstatt, MPIBC)
Agilent Bioanalyser 2100 (Agilent)

Agagel Mini (Biometra)

Brutschranke BK5060E (Heraeus) und (Memmert)
Labshaker (Kiihner)

Schuttler Unimax 2010 (Heidolph)

Vibrax VXR (lIka-Works, Inc.)

Shaker 3033 (GFL)

Wasserbad Thermomix 1419 B. (Braun)
Hybridisierungsofen OV5 (Biometra)

Heizblock (Stdrktronic)

Thermostat plus (Eppendorf)

Gilson 1 — 10 ul/50-200 1/200-1000ul (Abimed)
Research 0,1 - 2,5 pl/10 - 100 pl (Eppendorf)
Ultrospec 3000 (Amersham Biosciences)
NanoDrop® ND-1000 (Peglab)

Vortexer Vibriofix VF1 (Ika-Works, Inc.)
Schiittler (Eppendorf)

Wipptisch WT16 (Biometra)
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Magnetrihrer Combimag RCH (lka-Works, Inc.)

Sonstige Geréte FIREBOY plus (INTEGRA Biosciences)
Mikrowelle Dimension 4 (Panasonic)
MultiScreen Vakuum Manifold (Millipore)
Reinstwasseranlage MilliQPLUS (Millipore)
Vakuumblot-Anlage (Werkstatt vom MPI fur Biochemie)
Vakuumpumpe Laboport (KNF Neubauer)
Sterilbank HA 2448 GS (Heraeus)
pH-Meter Microprocessor pH 211 (Hanna Instruments)
Durchlichtscanner SnapScan 600 (Agfa)
Tiefkuhlschrank — 70 °C UF80-4503 (Colora)
handelsubliche Kiihl- und Gefrierschranke (Bosch) und (AEG)
Scanner GenePix 4000B (Axon)
ChipWriter Pro (Virtek)
UV-Crosslinker UV-Stratalinker 2400 (Stratagene)
Thermocycler GeneAmp PCR-System 9700 (Perkin Elmer)
iQ5 Real-Time PCR Detection System (BioRad®)
Thermocycler T3 (Biometra)

Videodokumentation Bio-Print Photodoc mit BIO-CAPT V.97 (Vilber Lourmat)
Video Copy Processor (Mitsubishi)
Waagen Analysenwaage HL52 (Mettler-Toledo)

Laborwaage PB3002-SDR (Mettler-Toledo)

Prézisionswaage Pl 403 (Denver-Instruments )
Zentrifugen Tischzentrifuge Centrifuge 5417 (Eppendorf)

Tischkuhlzentrifuge Centrifuge 5417R (Eppendorf)

Rotixa 120R (Hettich)

Rotanta/RP (Hettich)

Vakuumzentrifuge Speedvac Concentrator (Savant)

2.1.11 Software-Programme und Datenbanken

Adobe Acrobat 6.0 Professional

Bio Edit 7.0.1 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Clone Manager 7 (Science and Educational Software Cary, USA)
Corel Graphics Suite 11 (Corel)

EndNote X2.0.1 (Thompson Reuters)

Epson Scan

GenePix Pro 6 (Axon Instruments)

GraphPad Prism5

HaloLex (https://edman.rzg.mpg.de); externe Version (http://www.halolex.mpg.de)
MIGenAS (www.migenas.mpg.de)

MS Office 2007 (Microsoft)

Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk; (Finn et al., 2006, Finn et al., 2008)
Primer Express 2.0 (Applied Biosystems)

Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)

RNAstructure Version 4.11 (Mathews et al., 2004)

SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/; (Schultz et al., 1998)
SplitsTree Version 4.10

TotalLab v1.11

Vector NTI Version 10.3 (Invitrogen)
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2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung und Stammhaltung von E. coli

E. coli-Zellen wurden bei 37 °C in LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika (Ampicillin
oder Kanamycin) in sterilen 15 ml-Zentrifugenréhrchen oder 100 ml-Erlenmeyerkolben
(30 ml Medium) unter Schitteln (250 rpm) kultiviert. Plattenkulturen wurden ebenfalls bei
37 °C (ber Nacht inkubiert. Zur Lagerung wurden die E.coli-Stdimme bei 4 °C fir ca.
2 Wochen gelagert und zur Stammhaltung als Glycerinkultur (20% Glycerin) bei -80 °C
dauerhaft gelagert.

2.2.2 Kultivierung, Uberfiihrung und Stammbhaltung von H. salinarum

H. salinarum-Zellen wurden bei 42 °C in 100 ml-Erlenmeyerkolben (35 ml Medium) mit
100 rpm geschuttelt. Die Kulturen wurden aus der Stammkultur im Verhéltnis 1:3500
angeimpft und danach zweimal aus der Vorkultur mit 1:20 bis 1:100 umgeimpft. Die
Flussigkulturen wurden durch Zentrifugation bei 9.000 x g fir 20 min geerntet. Der
Zellniederschlag wurde in dem gewinschten Medium, in der Regel in phosphatfreiem
synthetischem Medium (SMOP) resuspendiert (siehe 2.1.7.2). Die Zellen wurden fur alle
Versuche in denen unter —Pi-Bedingungen gearbeitet wurde fir 48 h in phosphatlimitiertem
Medium inkubiert. Fir die Stammsammlung wurden frische Kulturen auch in geeigneter
Verdiinnung (10 — 10®°) auf Agar-Platten plattiert oder die Zellen in Komplexmedium (HM)
nach mehrtégiger Inkubation bei 42 °C luftdicht bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.3 Messung von Wachstumskurven

Zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens wurden 35 ml-Kulturen von H. salinarum in 100
ml-Erlenmeyerkolben kultiviert und in bestimmten Zeitabstdnden die Lichtstreuung in einem
Photometer bei 600 nm bestimmt, indem 1 ml der Fliissigkultur in einer 1 cm-Kuvette gegen
eine Referenz des verwendeten Mediums vermessen wurde. Analog dazu wurden
E. coli-Zellen gegen eine Referenz von frischem LB-Medium gemessen.

2.2.4 ,,Chemical in plug® (CIP)-Test

Mit Hilfe des CIP-Tests kann das chemotaktische Verhalten von H. salinarum-Zellen
beobachtet werden. Der CIP-Test wurde im Wesentlichen nach (Storch et al., 1999) und
(Wende et al., 2009) durchgefihrt. Zunachst wurden die Zellen entweder in SM mit 2 mM P;
oder 48 h in SMOP angezogen. Danach wurden die Zellen in Hepes-gepuffertem Basalsalz
(BSH) mit 0,25 % Agar in Petrischalen gegossen. In die Petrischalen wurden zuvor drei
kleine Pfropfen (plugs) platziert, die jeweils 10 mM Leucin, 10 mM P; oder nur BSH in
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2 %igem (w/v) Agar enthielten. Die Zellsuspension setzt sich aus folgenden Teilen
zusammen: 12,5 ml BSH mit 0,5 % (w/v) Agar (vorgewarmt bei 60 °C) und 12,5 ml BSH mit
Zellen der Dichte ODggo= 1,5 - 2. Dazu wurde ein entsprechendes Volumen H. salinarum-
Kultur bei 5000 x g fur 25 min abzentrifugiert und in 12,5ml BSH resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde auf 40 °C vorgewarmt. Die vorgewdarmte Zellsuspension wurde mit der
Agar-BSH-Ldsung bei etwa 40 °C vermischt und in eine Petrischale gegossen. Nach dem
Aushérten der Plattenfillung bei Raumtemperatur wurden die Platten in einer luftbefeuchteten
Acrylbox auf einem Lichtkasten inkubiert. Im Abstand von ca. 24 h wurden die Platten
gescannt (16-bit Graustufe, 300 dpi, Durchlicht). Das Bild wurde mit dem Programm Corel
PhotoPaint v11 bearbeitet (Helligkeit: -100; Kontrast: +100; Intensitét: +75).

Hepes-gepuffertes 25 % (w/v) NaCl; 250 g 2% (w/v) MgS0O,-7H,0; 209 0,3 %
Basalsalz (w/v) NagCitrat-2H,0; 3g 0,2% (w/v) KCI; 2g 20 mM
Hepes; 20 ml 1M Hepes (pH 7,0) ad 1 | H,Op;qest

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung von Nukleinsauren (DNA und RNA)

2.3.1.1 Schnelle Isolierung genomischer DNA aus H. salinarum

Bei der als ,,Schnelle-Lyse* bezeichneten Methode wurde 1 ml einer frisch gewachsenen
Kultur in ein 1,5 ml-Reaktionsgefa (Eppendorfgefal) uberfuhrt und bei 13.000 rpm fir
2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstindig abpipettiert und der Zellniederschlag in
250 pl HyOpigest resuspendiert, was zur Lyse der Zellen fuhrt. Um stérende DNA-bindende
Proteine und vorhandene Nukleasen zu inaktivieren, wurde der Ansatz auf dem Thermoblock
bei 70 °C fir 10 min erhitzt. Die DNA wurde bei -20 °C fir einige Monate gelagert.

2.3.1.2 Isolierung von genomischer DNA aus H. salinarum

6 ml einer frisch gewachsenen Kultur mit einer ODggo Von 0,6-0,8 wurden nacheinander in je
2 ml-Portionen in einem 2 ml-ReaktionsgefaR bei 13.000 rpm flr jeweils 2 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und der Zellniederschlag mit 400 pl H,O lysiert. Mit einer
Pipette wurde die Zellsuspension homogenisiert und anschlieBend mit gleichem Volumen
(400 pl) Phenol (Rotiphenol, Roth) Gberschichtet und die beiden Phasen durch Schitteln am
Vortexer gut gemischt. Danach wurde bei 13.000 rpm fir 3 min zentrifugiert. Die obere
waéssrige Phase wurde in ein neues Eppendorfgefal’ Gberfihrt, mit je Halbem Volumen Phenol
(200 ul) und Chloroform (200 ul) versetzt und durch kréftiges Schitteln am Vortexer
vermischt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm fur 3 min. Die obere wéssrige
Phase wurde in ein neues Eppendorfgefall Gberfiihrt und gleiches Volumen (300 pl)
Chloroform zupipettiert. Die beiden Phasen wurden durch kréftiges Schutteln am Vortexer
vermischt und rezentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorfgefal? pipettiert.
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Danach wurde die DNA-LOsung mit 3 x Volumen (900 ul) 100 %igem Ethanol versetzt und
fur 10 min bei -20 °C gefallt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 4 °C, 10.000 rpm fir
5 min. Dann wurde die gefallte DNA mit 500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen und fur 1 min
rezentrifugiert. Der Niederschlag wurde bei 37 °C getrocknet und mit 50 pl Reinstwasser
gelost. Die DNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.3.1.3 Isolierung von Vektor-DNA aus E. coli

Einzelkolonien wurden von einer LB-Platte mit Ampicillin mit sterilen Zahnstochern gepickt
und 3 —4 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium in einem sterilen Reagenzglas angeimpft. Die
Kultur wurde bei 37 °C mit 250 rpm Uber Nacht geschittelt. Davon wurden 2 ml bei
10.000 rpm fur 5 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die lIsolierung der
Vektor-DNA erfolgte mit dem MiniPrep-Kit-System (Qiagen). Das System beruht auf der
alkalischen Lyse der Bakterienzellen. Es wurde nach den jeweiligen Anweisungen des
Herstellers verfahren. Die isolierte DNA wurde in 50 pl Wasser (H2Opigest) aufgenommen und
bei -20 °C gelagert.

2.3.1.4 Praparation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente wurden aus dem Agarosegel unter
UV-Licht mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten. Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des Gelextraction-Kit-Systems (Qiagen) nach
Angaben des Herstellers. Die isolierte DNA wurde in 50 pl Wasser (H2Opigest) aufgenommen
und bei -20 °C gelagert.

2.3.1.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus H. salinarum

Die Isolierung halobakterieller ~ Gesamt-RNA  wurde  mit  Hilfe  eines
Phenol-Guanidiniumisothiocyanat-Gemisches (peqGOLD RNApure'", peqLab) durchgefiihrt.
6-10 ml einer frischen Kultur von H. salinarum-Zellen wurden in
15 ml-Zentrifugationsgefdlen bei 4000 g fur 30 min zentrifugiert. Der Niederschlag wurde
mit 3 ml peqGOLD-L6sung versetzt und durch Pipettieren und Schitteln gemischt, bis eine
homogene Lbsung entstand. Diese Proben wurden in der Regel bei -70 °C bis zur weiteren
Verarbeitung aufbewahrt. Danach wurden 600 pl (0,2 Volumen) Chloroform zugegeben und
kraftig am Vortexer geschuttelt und 10 in bei RT inkubiert. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm fiir 5 min. Die wéssrige obere Phase wurde in ein neues
Eppendorfgefaly tberfuhrt und mit etwa 800 ul (0,5 Volumen) Isopropanol vermischt. Nach
einer Inkubation bei -20 °C fir 15 min wurde bei 13.000 rpm und 4 °C fir 10 min
zentrifugiert. Das Isopropanol wurde vorsichtig abpipettiert und der Niederschlag zweimal
mit 500 pl 75 %igem ETOHpepc gewaschen und danach jeweils fur 10 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Nach dem zweiten Ethanol-Waschschritt folgte eine Lufttrocknung des
RNA-Niederschlags fur etwa 10 min. Der glasige Niederschlag wurde in 50 pl HyOpgpc
resuspendiert und die RNA bei -70 °C gelagert.
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2.3.2 DNase-Behandlung der Gesamt-RNA

Mit Ausnahme des Northernblots war es wichtig die Gesamt-RNA fur weitere Behandlungen
von restlichen DNA-Kontaminationen zu befreien, was unter Verwendung der DNasel (DNA
free, Ambion) erfolgte. Alle Arbeitsschritte wurden nach den Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. AnschlieBend folgte die Qualitatskontrolle der RNA mit Hilfe des Agilent 2100
Bioanalyzer und des RNAG6000-Nano-LabChip- Kits (Agilent) entsprechend den
Herstellervorgaben. Die Bestimmung der Konzentration wurde sowohl mit Hilfe des Agilent
2100 Bioanalyzers als auch des NanoDrop®-Spektrophotometers durchgefiihrt. Durch eine
Kontroll-PCR wurde uberpruft, ob sich noch eine DNA-Kontamination in den RNA-Proben
feststellen lasst. Das Programm des Thermocyclers wurde mit mindestens 35 - 40 Zyklen
gefahren. Bis zur weiteren Verwendung wurden die RNA-Proben bei -70 °C gelagert.

2.3.3 Spezifische Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Je nach Konzentration wurden 1 - 7 pl Vektor-DNA oder 10 - 20 pl von genomischer DNA
mit je 1 pl der Enzymldsung und /1o des Endvolumens an Enzympuffer (10 x-Puffer von
New England Biolabs) auf ein Endvolumen von 20 pl (ein Enzym) oder 30 pl (zwei Enzyme)
mit Reinstwasser verdiunnt und 1 - 3 h bei 37 °C bzw. bei der vom Hersteller angegebenen
Temperatur inkubiert.

2.3.3.1 Analytischer Restriktionsverdau

Die Restriktionsanalyse dient zur Uberpriifung einer DNA-Sequenz indem die theoretischen
FragmentgroRen nach einem Verdau mit einem spezifischen Restriktionsenzym untersucht
werden. Eine Ubereinstimmung mit den tatsichlichen FragmentgroRen ist ein Indiz fir die
richtige DNA-Sequenz. Der Restriktionsansatz, der sich aus meist 7 pul Vektor-DNA, 2 ul
enzymabhangigem und herstellerspezifischem Puffer, 1ul Restriktionsenzym-Ldsung sowie
10 pl Reinstwasser (Milli-Q) zusammensetzte, wurde bei 37 °C fir mindestens 1 h inkubiert.
Fur die Auswertung wurden die entstandenen DNA-Fragmente tber ein 1 %iges Agarosegel
aufgetrennt und unter UV-Licht photographisch dokumentiert.

2.3.3.2 Préaparativer Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die in beiden Strdngen einer
DNA-Doppelhelix innerhalb spezifischer Basensequenzen Phosphodiesterbindungen spalten
kdnnen.

2.3.3.2.1 Verdau von Vektor-DNA

Die Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen erfolgte jeweils in dem vom Hersteller
empfohlenen Puffersystem. Der Ansatz enthielt 15-30 pl Vektor-DNA (ca. 100-200 ng/ul),
6 ul Enzym-Puffer (10 x), 2 pl je Restriktionsenzym und wurde mit Reinstwasser auf ein
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Gesamtvolumen von 60 pl gebracht. Das Gemisch wurde fir mindestens 2 h bei 37 °C
inkubiert und anschlieRend auf ein Agarosegel aufgetragen. Die Banden des geschnittenen
Vektors wurden unter UV-Licht mit Hilfe des passenden DNA-Markers (GeneRuIerTM,
Fermentas) identifiziert und mit dem Skalpell ausgeschnitten.

2.3.3.2.2 Verdau genomischer DNA

Beim Verdau genomischer DNA fir den Einsatz im Southernblot (Kapitel 2.3.13) wurde das
Restriktionsenzym (siehe Tab. 4) so gewahlt, dass Fragmente, die das Gen bzw. Operon und
die flankierende (stromaufwérts bzw. stromabwaérts liegende) Sequenz des Operons
enthielten, erhalten wurden. Fir den Ansatz wurden 25 pl des Zelllysats putativer
Deletions-Mutanten mit 3 pl Restriktionsenzym, 7,5 ul herstellerspezifischem Enzympuffer
und 39,5 pl Milli-Q-Wasser gemischt. Der Verdau wurde 4-5 Stunden bei der fir das Enzym
optimalen Temperatur inkubiert. Das Enzym wurde anschlieBend 10 Minuten bei 70 °C
hitzeinaktiviert.

2.3.4 Ligation

DNA-Ligasen katalysieren die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen einer freien
5’-Phosphatgruppe und einer im gleichen Strang eines doppelstrangigen DNA-Molekiils
gegeniiberliegenden freien 3’-Hydroxyl-Gruppe. Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde
mit T4-DNA-Ligase nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Ligation diente zur
Einfugung eines durch eine PCR amplifizierten DNA-Fragments in einen Vektor oder zur
Fusion zweier DNA-Fragmente. Die DNA wurde durch einen Restriktionsverdau vorbereitet
und anschliefend mit Hilfe des Enzyms T4-DNA-Ligase an den komplementaren Enden
verknlpft. Um die Ausbildung von Vektor-Konkatameren zu minimieren bzw. zu vermeiden,
wurde das Fragment im Uberschuss zum Ligationsansatz gegeben (Verhltnis von Fragment
zu Vektor 3:1), wobei 10 bis 50 ng Vektor-DNA eingesetzt wurden. Der Reaktionsansatz
wurde fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss an die Ligationsreaktion
wurden 7 pl des Ansatzes in E.coli-Zellen transformiert (2.3.10.2).

2.3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.3.5.1 Amplifikation von DNA

Zur  Amplifikation von DNA-Fragmenten fiir Klonierungs-, Mutagenese- oder
Analysezwecke diente die Polymerasekettenreaktion (PCR). DNA-Fragmente kdnnen in vitro
durch thermostabile DNA-Polymerasen vervielféltigt werden (Saiki et al., 1988). Fir die
Amplifikationen wurden verschiedene Polymerasen benutzt. Alle PCRs, bei denen eine
moglichst geringe Fehlerrate wichtig war, wurden mit Polymerasen mit einer
,Proofreading“-Aktivitat durchgefihrt wie Phusion™ oder Vent®. Handelte es sich lediglich
um Kontroll-PCRs, z.B. zur Uberpriifung von RNA auf DNA-Kontaminationen, so wurde die
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Polymerase HotStar-Taq® oder Taq® benutzt. Alle PCR-Reaktionen wurden mit dem vom
Hersteller gelieferten Reaktionspuffer, 0,5 uM Primern, je 0,1 mM dATP, dTTP, dCTP bzw.
dGTP und der empfohlenen Menge Enzym durchgefuhrt. Fir eine PCR wurden 1 pl
Vektor-DNA bzw. 1 ul einer Losung von genomischer DNA eingesetzt. Teilweise wurde den
Reaktionsansatzen in Einzelfallen noch 3-4% (v/v) DMSO zugesetzt, was bei hohem
GC-Gehalt der amplifizierten DNA die Bildung von stabilen Sekundarstrukturen in
bestimmten Bereichen unterdriicken und somit die Synthese beglnstigen sollte. Ein
PCR-Protokoll enthielt folgende Einstellungen:

Temperaturprogramm fir eine PCR:

Vorgang Temperatur | Zeitdauer Zyklenanzahl
Denaturierung 9398 °C 1 - 15 min L

93-98 °C 15 - 30 sec
Hybridisierung (Ty) | 55-72 °C 15 - 30 sec 30-40 x
Polymerisation 72 °C 30 sec - 1 min/1kb

72 °C 3-5min 1
Kihlung 4°C 0 1

Beim Hybridisierungs-Schritt wurde die primerspezifische Schmelztemperatur Tm anhand der
Basenzusammensetzung nach der unter Kapitel 2.1.3 erwadhnten Regel errechnet. Die
Hybridisierungstemperatur Ty lag in der Regel 4-6°C unterhalo von Twm. Die
Verlangerungszeit wird je nach DNA-Polymerase mit 30sec—1min pro 1Kkb des
amplifizierten Fragments angesetzt.

2.3.5.2 Amplifikation von RNA

Zur Amplifikation von RNA-Fragmenten ist es notwendig, die RNA zundchst in DNA
umzuschreiben, da die Ausgangs-RNA nicht direkt als Matrize von der Tag-Polymerase
genutzt werden kann. Mit Hilfe einer Reversen Transkriptase (RTase) kann eine
komplementare DNA (cDNA) gebildet werden. Die Synthese von cDNA wurde sowohl fir
die qualitative PCR sowie die quantitative PCR (gPCR) als auch fir die Amplifikation von
CDNA-Enden (5°-RACE) durchgefuhrt. Im Folgenden werden die einzelnen Methoden
beschrieben.

2.3.5.2.1 Synthese von cDNA und qualitative PCR (RT-PCR)

Die Synthese erfolgte unter Verwendung der Reversen Transkriptase SuperScriptlll
(Invitrogen). Pro Ansatz wurde eine Negativkontrolle, die alle Komponenten aul3er der RTase
enthielt, mitgefiihrt. Als Vorlage dienten 3 ug Gesamt-RNA, welche mit einem spezifischen
Primer (siehe 2.1.3) und dNTPs gemischt wurde. Der Ansatz wurde auf dem Thermoblock fur
5 min bei 70 °C erhitzt und auf Eis fur 5 min gekihlt. Danach erst wurden die restlichen
Komponenten zugefligt und alles 5 min bei RT inkubiert. Bei 56 °C wurde dann fiir 50 min in
cDNA umgeschrieben und 15 min bei 70 °C inaktiviert. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.
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Ansatz flr eine cDNA-Synthese der RT-PCR:

3 Mg RNA in 8,5 ul

2 pl spezifischer Primer (10 pM)

1,5 pl dNTPs (10 uM)

4 ul Puffer (5 x)

2 ul DTT

2 Ul SuperScript 11 (Negativkontrolle: 2pl
H,0)

20 pl

Nach der cDNA-Synthese wurde eine PCR mit der Polymerase HotStar-Taq® wie in 2.3.5.1
beschrieben  durchgefuhrt.  Als  Ausgangsmatrizen  dienten  genomische  DNA
(Positivkontrolle), Gesamt-RNA (Negativkontrolle) und cDNA.

2.3.5.2.2 Synthese von cDNA und quantitative PCR (RT-qPCR)

Fur die Synthese wurde wie unter 2.3.5.2.1 vorgegangen, jedoch wurden 2 pg Gesamt-RNA
und 500 ng Random Hexamer-Primer verwendet. Die cDNA-Synthese fand bei 50 °C fir 50
min statt.

Der Ansatz flr eine cDNA-Synthese der RT-gPCR:

2 ug RNA in 10,5 pul

1 pl Random Hexamer Primer (Promega)
1,5 pl dNTPs (10 uM)

4 ul Puffer (5 x)

2ulDTT

1 pl SuperScript 111

20 pl

Danach wurde eine quantitative PCR durchgefiihrt. Diese Methode dient der Quantifizierung
von RNA-Mengen in Zellproben. Die Reaktionen wurden mit Hilfe des SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) in einem iQ5 Real-Time PCR Detection System (BioRad®)
durchgefiihrt. Sowohl Reaktionsansatz als auch Temperaturprofil entsprachen den
Herstellerangaben. Die einzelnen Quantifizierungsreaktionen erfolgten als 3-fache Replikate
in jeweils 25 pl Reaktionsansatz. Die Endkonzentration der Primer betrug 0,2 pM. Als
Vorlage fir die PCR dienten 0,5 —1 pl der cDNA-Synthese bzw. der Negativkontrolle. Die
PCR-Primer wurden mit dem Programm Primer Express 2.0 (Applied Biosystems) nach den
Standardvorgaben fir eine RT-qPCR konstruiert.

2.3.5.2.3 Synthese und Amplifikation von cDNA-Enden (5‘-RACE)

Die Synthese und Amplifikation eines unbekannten 5°-CDNA-Endes wurde mit Hilfe der
5-RACE-Technik unter Verwendung des 5°-RACE System for Rapid Amplification of
cDNA Ends (Invitrogen) durchgefiihrt.

Die Durchfuhrung dieser Methode geschah in Anlehnung an die Herstellerangaben. Die
cDNA-Synthese begann mit einem internen in Gegensinn-Richtung (antisense) gerichteten
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Primer (GSP1, 2.1.3). Mit diesem synthetisierte die Reverse Transkriptase den cDNA-
Gegenstrang zur mRNA bis zum 5'-Ende der mRNA. Danach wurde die mRNA durch RNase
H degradiert und das Reaktionsgemisch Uber eine Sdule gereinigt. Daraufhin wurde mit einer
terminalen Nukleotidyltransferase (TdT) und dCTP ein poly(C)-Ende angehangt.

Der letzte Schritt, die Amplifikation des unbekannten 5"-cDNA-Endes, wurde nach Zugabe
von jeweils 20 pmol eines Ankerprimers (AAP), der sich an den gebildeten
cDNA-poly(dC)-Schwanz anlagert, und eines genspezifischen antisense-Oligonukleotids
(GSP2, 2.1.3) in einer PCR unter Verwendung der Tag-Polymerase durchgefthrt.
AnschlieBend wurde das amplifizierte PCR-Fragment zur Sequenzierung in E.coli TOP10
(Invitrogen) transformiert (Kapitel 2.3.9). Es wurden anschlielend etwa 20 Klone von der
Platte gepickt. Das Verhdltnis der Klone im Fall eines unterschiedlichen
Sequenzierungs-Ergebnisses  spiegelte die Haufigkeit der Nutzung verschiedener
Transkriptionstarts wider (Klonverhaltnis).

2.3.6 DNA-Sequenzierung

Die basengenaue Uberpriifung von Nukleotidsequenzen erfolgte durch eine Sequenzierung
nach der Methode von (Sanger et al., 1977). Die Grundlage der eingesetzten Methode ist der
statistische  Kettenabbruch  der  Polymerasereaktion  mittels  Fluorophor-markierter
Didesoxynukleotide. Dafiir kam das ABI PRISM® BigDye® Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) zum Einsatz. Im fertigen Reaktionsmix befinden
sich dNTPs, mit 4 verschiedenen Fluorophoren markierte didesoxy-NTPs, AmpliTag® DNA
Polymerase und MgClz in Tris/HCI Puffer bei pH 9,0. Die zur Sequenzierung verwendeten
Oligonukleotide sind in Kapitel 2.1.3 aufgefiihrt.

Ansatz pro Sequenzierungsreaktion:

1,5-9,5 ul DNA

1,5 pl Primer (10 uM)

3 ul BigDye —Mix (vs. 3.1)
0-8 |J.| H,O

14 ul

Temperaturprogramm fiir die DNA-Sequenzierung:

Temperatur | Zeitdauer | Zyklenanzahl
96 °C 30 sec

48 °C 15 sec 30 x

60 °C 4 min

4°C 0 1

Danach wurde der Sequenzierungsansatz mit einer SDS-L6ésung (Endkonzentration 0,2 %)
auf ein Volumen von 20 pl gebracht. Die Sequenzierungsreaktion und die
Kapillarelektrophorese wurden vom Sequenzierservice (MPI) durchgefuhrt. Fir die
Auswertung der Sequenzierungs-Ergebnisse gegen die Referenzsequenzen wurden das
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Computerprogramm  BioEdit sowie die Blast-Funktionen der HaloLex-Datenbank
(https://edman.rzg.mpg.de) verwendet.

2.3.7 Agarose-Gelelektrophorese

2.3.7.1 Auftrennung von DNA

DNA wandert in einem elektrischen Feld aufgrund ihrer negativen Ladung vom Minus- zum
Pluspol. DNA-Fragmentgemische kénnen deshalb durch Elektrophorese in Agarosegelen
aufgetrennt werden, was die Analyse ihrer Grolle anhand des aufgetragenen GrélRenmarker
(GeneRuler®, Fermentas) moglich macht. Fur die analytische und préparative Auftrennung
von DNA-Fragmenten einer GroRe von 0,1 bis 10 kb L&nge wurden Agarose-Flachbettgele
(z.B. Agagel mini, Biometra) mit einer Agarosekonzentration von 0,85 — 2 % eingesetzt. Die
Agarosegel-Losung wurde mit einer Ethidiumbromid-LOsung versetzt. Hochprozentige
Agarosegele trennen besser kleine, niederprozentige Gele eignen sich besser fur die
Auftrennung von groReren Fragmenten. Als Gel- und Laufpuffer diente 1 x TAE-Puffer. Vor
der Gelelektrophorese wurden die die DNA-Proben mit DNA-Ladepuffer (10 x) versetzt. Bei
analytischen Gelen betrug die angelegte Spannung 120 V und bei praparativen Gelen 60 V.
Zur Detektion und Aufnahme der DNA-Fragmente wurde das Gel unter UV-Licht
(A =366 nm) belichtet und mit einer Kamera fotografiert. Ethidiumbromid interkaliert in die
DNA und fluoresziert unter UV-Licht, wodurch die DNA-Fragmente sichtbar gemacht
werden konnen.

10 x DNA-Ladepuffer : 30 % Glycerin; 10x TAE; 2,5 mg/ml Orange G (Acid Orange)
10 x TAE: 1 mM EDTA, 40 mM Tris-Acetat, pH 8,5
Ethidiumbromidstock: ¢ =10 mg-ml™

2.3.7.2 Auftrennung von RNA

Die Elektrophorese von RNA verlauft nach demselben Prinzip wie bei der
DNA-Elektrophorese, aber da RNA-Molekiile starke Sekundéarstrukturen ausbilden, wurde ein
denaturierendes Gelsystem verwendet. Die RNA wurde mit dem 6 x RNA-Ladepuffer
vermischt, bei 75 °C 5 min denaturiert und bei 100 V fir 90 min im RNA-Gel aufgetrennt.

i . 0,25 % Bromophenolblau,;0,25 % Xylencyanol, 30 %
6 x RNA-Ladepuffer: Glycerin; 1,2 % SDS; 60 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 6,8
RNA-Laufpuffer 2 mM EDTA,; 89 mM Borsdure; 89 mM Tris-Acetat, pH 8,0
(10 X TBE) ad H,Opepc

. 0,85% Agarose; 1ml 1M Guanidiniumthiocyanat; 2l
50 ml RNA-Gel: Ethidiumbromid (10 mg-ml™)
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2.3.8 Konzentrationsbestimmung von doppelstrangiger DNA (dsDNA)
und RNA

Ein Aliquot der dsDNA- bzw. RNA-LG6sung wurde mit H,O verdiinnt und die Konzentration
mit dem NanoDrop®-Spektrophotometer bestimmt. Mit 1 pl Reinstwasser (Milli-Q) wurde ein
Nullabgleich  durchgefiihrt.  Die  Konzentrationsbestimmung  erfolgte  (Gber die
Extinktionsmessung bei 230, 260 und 280 nm. In proteinfreien Proben sollte das Verhaltnis
OD2601280 Ca. 2,0 (dsDNA) bzw. 1,8 (RNA) betragen. Der ODy30260 - Quotient sollte unter 0,6
liegen und liefert Auskunft Uber die Verunreinigung mit Polysacchariden. Die Konzentration
der Ausgangslosung berechnet sich nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz mit folgender
Formel:

c (dsDNA) = 50 * ODygo * Verdlnnungsfaktor [ug/mi]
Cc (RNA) = 40 * ODggp * Verdunnungsfaktor [pug/ml]

2.3.9 Topoklonierung

Fur die Sequenzierung bestimmter DNA-Fragmente nach der 5°-RACE (Kapitel 2.3.5.2.3)
wurden diese in den pCR®4-TOPO®-Vektor eingebaut. Dieser Vorgang wird als
Topoklonierung bezeichnet und durch Topoisomerasen ermdglicht. Im ersten Schritt wurde
das Fragment mit Hilfe der Tag®-Polymerase in einer PCR vervielfaltigt. Das erhaltene
PCR-Produkt wurde durch ein praparatives Agarosegel aufgereinigt. Dazu wurde die Bande
mit der richtigen Fragmentgroe unter UV-Licht ausgeschnitten und mit dem
Gelextraktionskit von Qiagen die DNA aus dem Agarosegel isoliert. Die Einschleusung des
Gens in den pCR®4-TOPO®-Vektor erfolgte mittels folgendem Ansatz:

1 pl pCR®4-TOPO®-Vektor
4 ul PCR Produkt

1 pl Salzlésung

6 ul

Nach einer 20 minttigen Inkubationsphase bei Raumtemperatur konnte dieser Eingangsvektor
zur Amplifizierung nach Angaben des Herstellers in E. coli TOP10 (Invitrogen) transformiert
werden. Die transformierten Zellen wurden auf LB-Platten mit Kanamycin (30 pg/ml)
ausplattiert und uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Anschlielend wurden einige Einzelkolonien
in 3 ml LB-Medium mit 30 pg/ml Kanamycin angeimpft und tber Nacht bei 37 °C und
250 rpm inkubiert.

Das Plasmid wurde mit Hilfe des Plasmidpréparationskits von Qiagen isoliert (siehe 2.3.1.3)
und durch einen analytischen Verdau uberprift. Eine basengenaue Kontrolle der erhaltenen
Plasmide erfolgte durch eine Sequenzierung (siehe 2.3.6). Es wurden zwei Oligonukleotide
gewahlt, die im pCR®-TOPO®-Vektor stromaufwarts (M13 forward oder T7) und
stromabwarts des inserierten PCR-Fragments (M13 reverse oder T3) ansetzen.
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2.3.10 Transformation in E. coli

2.3.10.1Herstellung RbCl-kompetenter E. coli-Zellen

Diese Methode stellt eine leichte Abwandlung der Standardmethode nach (Cohen et al., 1972)
dar. Vom E. coli DH50-Stamm wurde eine 3 ml Ubernachtkultur erstellt. Mit 1 ml dieser
Ubernachtkultur wurden 50 ml LB-Medium in einem Erlenmeyerkolben inokuliert und bis zu
einer ODgoo von etwa 0,8 bei 37 °C geschiittelt (ca. 3 h). Nach der anschlieBenden
15-mindtigen Inkubation auf Eis folgte eine 10-minutige Zentrifugation der Zellen bei
3500 rpm und 4 °C. Der Niederschlag wurde in 16 ml RF1-L6ésung resuspendiert, 1 h auf Eis
inkubiert und dann erneut 10 min bei 3500 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und der Niederschlag in 4 ml RF2-Losung aufgenommen. Diese Suspension wurde
fur 15 min auf Eis gestellt, in 50 pl aliquotiert und in flussigem Stickstoff schockgefroren.
Die kompetenten Zellen wurden bis zum Gebrauch bei -70 °C gelagert.

RF1-Losung: RbCI 1,2 g; MnCl,-4 H,0 0,99 g; K,Acetat 3ml einer 1M Losung; CaCl,-2 H,0 0,15
g; Glycerin 15 g; ad 100 ml H,Opjgest; Mit 0,2 M Essigséaure pH 5,8 einstellen und
steril filtrieren

RF2-Losung: 2 ml einer 0,5 M MOPS-L6sung; RbCI 0,12 g; CaCl,-2 H,0 1,1 g; Glycerin 15 g; ad
100 ml H,Opjgest; Mit NaOH pH 6,8 einstellen und steril filtrieren

2.3.10.2 Transformation in RbCl-kompetente E. coli-Zellen

Plasmidvektoren wurden amplifiziert, indem sie in chemisch kompetente E. coli DH5a mittels
Hitzeschock transformiert wurden (Cohen et al., 1972). Die Selektion der Transformanten mit
gewilinschtem Plasmid erfolgte durch Ausplattieren auf Nahragar (plus Antibiotikum). Von
Ligationsansatzen wurden 7 pl, von einem Topoklonierungsansatz 3 pul und von isolierten
Plasmiden 2 ul zu einem auf Eis aufgetauten Aliquot Escherichia coli DH5a (50 ul) gegeben.
Die Zellen wurden 15 min auf Eis inkubiert, einem 45 Sekunden langen Hitzeschock von
42 °C im temperierten Wasserbad ausgesetzt und nochmals fiir 1 min auf Eis gekuhlt. Danach
wurden 800 pl SOB-Medium zu den Zellen gegeben und die Zellsuspension fiir 1 h bei 37 °C
und 250 rpm geschittelt. In diesem Zeitraum wurden vom Plasmid vermittelt Enzyme
exprimiert, die im N&hrmedium enthaltenes Kanamycin oder Ampicillin metabolisieren.
Entstandene Transformanten waren dadurch in der Lage auf Agarplatten mit einem dieser
Antibiotika zu wachsen. 100 — 200 pl der Zellen wurde abhangig vom Plasmid auf
LB-Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin oder 30 pg/ml Kanamycin ausplattiert und Gber
Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.3.11 Transformation in H. salinarum

Die Transformation von H. salinarum wurde mit einer modifizierten Methode nach (Cline et
al., 1989) durchgefiihrt. Die transformierten Plasmide trugen als Selektionsmarker eine der
ublicherweise bei Halobakterien verwendeten Antibiotikum-Resistenzen. Dies war zum einen
eine Resistenz gegen Mevinolin (hmg) (Lam & Doolittle, 1992) einem Inhibitor fiir die
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HMG-CoA Reduktase oder zum anderen Novobiocin, welches in Halobakterien die Gyrase
inhibiert (gyrB) (Holmes & Dyall-Smith, 1990).

Von einer frischen Kultur mit einer ODgg von 0,6 - 0,8 wurden Aliquots von 1,5 ml in
Reaktionsgefake abgefiillt und bei 10.000 x g fir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und der Zellniederschlag in 150 pl Spheroblasting Solution (SpS) resuspendiert.
Nach Zugabe von 30 ul einer Mischung aus 15 pl Spheroblasting Solution und 15 pl EDTA
pH 8,2 wurde der Ansatz bei RT fir 10 min inkubiert. Daran schloss sich die Zugabe einer
1:1 Mischung von 5 pl DNA mit 5 pl Spheroblasting Solution an. Nach einer
Inkubationsphase von 5 min bei RT, in der sich die DNA an die Zellmembran anlagert,
wurden 190 pl einer 60 %-igen PEGegp-LOsung in SpS hinzugefugt. Das Reaktionsgefal
wurde sofort 3 - 4mal heftig invertiert, um eine lokale Uberkonzentration an der
Phasengrenzflache zu vermeiden. Polyethylenglykol macht die Zellmembran fir
Plasmid-DNA durchléssig. Die Zellen wurden fur 25 min inkubiert und mit 1 ml
Growth-Medium gewaschen. Nach der N&hrmediumzugabe und einem zweimindtigen
Zentrifugationsschritt bei 10.000x g wurde der Uberstand mdglichst vollstandig
abgenommen und der Zellniederschlag in 1 ml Growth-Medium vorsichtig resuspendiert.
Uber Nacht wurde der Ansatz bei 37 °C und 250 rpm geschiittelt. Wahrend dieses Zeitraums
kam es zur Aktivierung von Antibiotika-Resistenzgenen. Nach Zentrifugation bei 10.000 x g
fir 4 min wurde der Niederschlag in 150 ul des Uberstandes resuspendiert. Auf
Halo-Agarplatten mit Novobiocin (0,15 pg/ml Medium) oder Mevinolin (10 pg/ml Medium)
wurden 50 pl X-Gal ausgestrichen und fur 30 min im Brutschrank bei 37 °C erwéarmt, um das
Dimethylformamid abzudampfen. Nach dem Ausplattieren der Zellsuspension wurden die
Platten bei 40 °C inkubiert.

Spheroblasting Solution (SpS): 2 M NaCl; 27 mM KCI; 50 mM Tris/HCI, pH 8,75; 15 % Saccharose
(w/v); erst nach dem Autoklavieren zugegeben; ad 100 ml mit H,Opigest

Growth Medium (GM): 250 g NaCl; 20 g MgSOy; 4 g NagCitrat-2 H,0; 2 g KCI; 6 g Bacto®
Trypton; 2 g Bacto® Hefeextrakt; 150 g Sacharose; erst nach dem
Autoklavieren zugegeben; ad 1 I mit HyOpigest

EDTA-SpS-Ldsung: 1:1 Mischung von 0,5 M EDTA pH 8,3 und SpS; immer frisch
zubereitet

60 % PEGgqin SpS: 600 pl PEGgy mit 400 pl SpS; wurde immer frisch zubereitet

X-Gal: 4% (w/v) in Dimethylformamid

2.3.12 Herstellung von Deletions-Stammen

Im Folgenden wird die Herstellung der Deletions-Stdimme R1Apstl, R1Apst2, R1Augp,
R1AaphAugp und R1AphoU4 in H. salinarum R1 beschrieben (siehe 2.1.1).

Um ein bestimmtes Gen zu entfernen wurde mit Hilfe eines dafiir hergestellten Vektors
gearbeitet. Die Strategie ist in Abb. 8 skizziert. Das sogenannte Deletionsplasmid enthalt zwei
zum halobakteriellen Genom homologe Sequenzen, die das zu deletierende Gen flankieren.
Diese 400-600 bp groRen Sequenzen, die stromaufwarts bzw. stromabwérts zum
entsprechenden Gen liegen, wurden mit verschiedenen Schnittstellen versehen und in einer
PCR amplifiziert. Die beiden PCR-Fragmente wurden mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym (siehe Tab. 1) geschnitten und danach ligiert.
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Abb. 8: Herstellung der Deletionsplasmide pKF_Axy (A) zur in-frame Deletion durch homologe
Rekombination (C) von bestimmten Genen bzw. Operons (B) in H. salinarum.

In zwei getrennten PCRs werden die flankierenden Bereiche des entsprechenden Gens bzw. Operons mit
Primern, welche eine bestimmte Restriktionsschnittstelle aufweisen, amplifiziert. Es erfolgt eine
Restriktion und Ligation der beiden PCR-Produkte. In einer dritten PCR wird das Ligationsprodukt mit
den duBeren Primern der Sequenzen amplifiziert. Danach wird das Produkt restrigiert und in den pVT-
Vektor ligiert um den entsprechenden Deletionsvektor pKF_Axy zu erhalten. Durch Integration des
Deletionsvektors in das halobakterielle Genom mittels homologer Rekombination und anschlieRender
Desintegration des Deletionsvektors (C) wurden sowohl polycitronische Operons (z.B. pst1 mit 8175 bp)
als auch nur ein Gen (phoU4 mit 1029 bp) deletiert (B). xy = bestimmtes zu deletierendes Gen oder
Operon
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In einer erneuten PCR wurde das nun ca. 1000 bp lange Fragment amplifiziert und dann mit
BamHI und Hindlll geschnitten. Als Ausgangsvektor fir die Konstruktion der
Deletionsplasmide diente der Vektor pVT (siehe 2.1.2). Bei diesem Vektor handelt es sich um
einen sogenannten  “shuttle"-Vektor, der einen Replikationsursprung und einen
Selektionsmarker fir E. coli und einen Selektionsmarker fur H. salinarum aufweist und damit
in beiden Organismen verwendet werden kann. Der Vektor pVT wurde ebenfalls mit BamHI
und Hindlll verdaut, mit dem geschnittenen Deletionsfragment ligiert und dann in E. coli
transformiert. Die ungeféhr 1000 bp flankierenden Sequenzen auf dem Vektor stellen die
homologen Sequenzen dar, an denen die Rekombinationsereignisse (crossing overs)
stattfinden und der Vektor ins halobakterielle Genom integriert wird. Neben einem
Ampicillin-Resistenzgen enthalt der Vektor zusatzlich noch ein Gen, welches Resistenz
gegenliber dem Antibiotikum Novobiocin verleiht. Die Kultivierung von H. salinarum in
Anwesenheit von Novobiocin erlaubt die Selektion der Zellen in denen eine homologe
Rekombination stattgefunden hat.

Tab. 1: Auflistung der verwendeten Restriktionsenzyme zur Herstellung der Deletionsfragmente fiir
verschiedene zu deletierende Operons.

Deletions-Stamm

Restriktionsenzym (DRI A5 AU Aotk

Stromaufwirts 5¢-Ende BamHl| BamHl|
Stromaufwarts 3‘-Ende Pstl Xbal
Stromabwarts 5¢-Ende Pstl Xbal
Stromabwarts 3‘-Ende Hindlll Hindlll

Das Deletionsplasmid enthélt das bgaH-Gen, welches flr eine B-Galaktosidase kodiert. Ein
Klon, der das Plasmid integriert hat erscheint in Anwesenheit von X-Gal blau. Ein blauer
Klon wurde in einen 100 ml Kolben mit 35 ml Halo-Medium ohne Zusatz von Antibiotikum
angeimpft. Daraus wurde nach einigen Tagen Inkubation (Schuttler: 42 °C; 100 rpm) wieder
eine 35 ml Kultur angeimpft. Dieser Vorgang wurde 3mal wiederholt. Danach wurden aus der
Kultur ca. 600 Zellen auf Halo-Platten mit 50 pl X-Gal ausgestrichen.

Dazu wurde die ODggo der Kultur bestimmt und eine entsprechende Verdiinnung in Halo-
Medium durchgefiihrt. Die angenommene Zellzahl/ml Kultur betrug 1 x 10° furr eine ODggo =
1,0. Das DMF wurde vor dem Ausstreichen der Zellen im Brutschrank bei 37 °C fir 30 min
abgedampft. Im Brutschrank wurden die Platten fiir ca. 10 Tage bei 40 °C inkubiert. Die
Desintegration eines Deletionsplasmids aus dem halobakteriellen Genom kann entweder
zuriick zum Wildtyp (Revertante) fiihren oder die Deletion eines Genomabschnitts zur Folge
haben. Zur Desintegration kommt es, wenn eine Transformantenkultur ohne Antibiotikum,
d.h. ohne Selektionsdruck kultiviert wird. Kolonien, die das Plasmid verloren haben,
erschienen rot. Diese roten Kolonien wurden gepickt und in 35 ml Halo-Medium angezogen.
Zur Kontrolle, ob es sich um eine Revertante oder die gewiinschte Deletions-Mutante handelt,
wurde eine Kontroll-PCR (Primer siehe 2.1.3) und ein Southernblot (né&chste Kapitel)
durchgefhrt.
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2.3.13 Herstellung von knockout- und Uberexpressions-Stammen

Die Strategie der Herstellung der knockout- und Uberexpressions-Stamme in H. salinarum R1
(siehe Kapitel 2.1.1) wird im Ergebnisteil in Kapitel 3.3.2 (knockout) und 3.6.2.1
(Uberexpression) beschrieben. Die verwendeten Primer sind dem Kapitel 2.1.3, die Plasmide
sind dem Kapitel 2.1.2 zu entnehmen. Um den integrierten knockout-Vektor in den
knockout-Stdmmen zu erhalten wurde dem Medium Novobiocin zugegeben. Die
Uberexpressions-Stamme dagegen wurden mit Mevinolin kultiviert.

2.3.14 Herstellung von Promotorfusions-Stammen

Die Strategie der Herstellung der Promotorfusions-Stamme in H. salinarum R1 (siehe Kapitel
2.1.1) wird im Ergebnisteil in Kapitel 3.1.4.2 beschrieben. Die verwendeten Primerpaare zur
Herstellung der einzelnen Plasmide werden in Kapitel 2.1.2 und 2.1.3 beschrieben. Fir die
verschiedenen Punktmutationen wurden Primer verwendeten, die an bestimmter Stelle
zufallig eingebaute Nukleotide enthielten. Siehe dazu in Kapitel 2.1.3 die Primer mit der
Sequenz NNNN (Fettdruck). Uber diesen zufalligen Einbau von Nukleotiden wurden diverse
Punktmutationen hergestellt und durch eine Sequenzierung identifiziert. Zum Erhalt des
integrierten Promotorfusions-Vektors in den Transformanten wurden die Stdmme mit
Mevinolin kultiviert.

2.3.15 Southernblot

Der Southernblot nach (Southern, 1975) ermdglicht den Nachweis einer Gensequenz in einem
DNA-Gesamtgemisch eines Genoms. Die Fragmente, die eine gesuchte Sequenz enthalten,
kdnnen innerhalb kurzer Zeit identifiziert werden. Der Southernblot wurde in Anlehnung an
(Maniatis, 1982) durchgefuihrt. Zunachst wurden DIG-markierte DNA-Sonden hergestellt. In
einer PCR wurden eine Sonde fir die flankierende Sequenz und eine fir das Gen bzw.
Operon hergestellt, die mit DIG-11-dUTP (Roche) markiert wurden. Die Sonden-PCR wurde
folgendermal3en angesetzt:

1 pl genomische DNA von H. salinarum

5 ul vorwaérts-Primer (10uM)

5 ul rickwarts-Primer (10uM)

5 ul Vent-Polymerasenpuffer (5 x)

0,5 ul Vent-Polymerase

2 ul DIG-11-dUTP + 3 pl dNTP-Gemisch (10 mM) /
[5ul dNTP-Gemisch (10 mM) im Kontrollansatz]
28,5 pl Reinstwasser (Milli-Q)

50 pl

Die Herstellung der Sonden erfolgte im Thermocycler unter dem fiir die Vent®-Polymerase
geeignetem Programm nach Herstellerangaben. Die Sonden-Aufreinigung erfolgte Uber ein
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praparatives Agarosegel, die Gel-Banden wurden Verwendung des Gelextraction-Kit-Systems
(Qiagen) extrahiert (2.3.1.4).

Die Auftrennung der verdauten DNA (Verdau siehe 2.3.3.2.2) erfolgte in einem 0,9 %igen
Agarosegel (Lauf: 4 h bei 65 V). Als GroRenstandard diente der DNA Molecular-Weight
Marker Il , DIG-labeled (Roche). Nach dem Lauf wurde das Gel fur 5 min mit
HCI-Waschpuffer inkubiert, um dabei die DNA zu depurinieren. Diesem Schritt schloss sich
ein 30-mindtiges Denaturieren der DNA mit NaOH-Waschpuffer an und danach weitere 30
min Neutralisierung im Neutralisierungspuffer. Anschlielend wurde das Gel in eine
Vakuumblotanlage auf eine Nylonmembran (Hybond N*, Amersham Bioscience) ibertragen.
10 x SSC-Puffer diente als Transferpuffer. Die DNA wurde durch eine UV-Fixierung auf der
Blotting-Membran kovalent gebunden. Dazu wurde die Membran in einem UV-Crosslinker
(UV-Stratalinker 2400) einer UV-Strahlung mit einer Leistung von 120.000 pJ /cm?
exponiert.

Die Sondenhybridisierung erfolgte in einer Hybridisierungsflasche im
Hybridisierungs-Rollofen 68 °C. Die Vorhybridisierung erfolgte fir 60 min bei 68 °C. Die
DIG-markierte Sonde wurde im Verhéltnis 1:2 mit Formamid gemischt und bei 97 °C fir 10
min denaturiert. Das Gemisch wurde in Hybridisierungslosung aufgenommen und in die
Hybridisierungsflasche Gberfiuhrt. Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht bei 68 °C im
Rollofen.

Am ndchsten Tag wurde zuerst zweimal fur 20 min bei 25°C mit
Hybridisierungswaschpuffer | gewaschen und dann bei 68 °C flr zwei weitere 30 min-Wasch-
Schritte mit Hybridisierungswaschpuffer Il gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran flr
5 min mit Waschpuffer und 30 min mit Puffer 2 bei RT inkubiert. Die Detektion der Signale
erfolgte mit dem DIG Luminescent Detection Kit nach den Angaben des Herstellers (Roche
Diagnostics).Das Alkalisches Phosphatase-Fab Fragment (in Puffer 2) wurde fiir 30 Minuten
bei RT mit der Membran inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit Waschpuffer und ein
weiterer mit Puffer 3 (10 min, RT). Die Membranen wurden in Plastiktiiten mit 1 ml CSPD®-
Losung betraufelt und eingeschweilst. Die Chemolumineszenz-Reaktion wurde mit einem
Film detektiert und mittels Filmentwickler (Kodak) sichtbar gemacht.

HCI-Waschpuffer
NaOH-Waschpuffer

Neutralisierungswaschpuffer
(4°C)
SSC (20 x)

Puffer 1

Blocking Solution

Stockldsung A

Stockldsung B
Vorhybridisierungspuffer
Hybridisierungswaschpuffer |

Hybridisierungswaschpuffer |1

0,25 M HCI in H,Opjgest
0,5 M NaOH, 1 M NaCl in HyOpjigest

0,5 M Tris/HCI pH 7,5

3 M NaCl

3 M NaCl

0,3 M NasCitrat

0,1 M Maleinsdure

0,15 M NaCl

mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt

10 % (w/v) Blocking Reagent (Roche) in Puffer
1;autoklaviert

0,5 M Na,HPOy, pH 7,2

14 % (w/v) SDS

1:1-Mischung aus Stocklésung A und B
0,1 % (v/v) SDS in SSC (2x)

0,1 % (v/v) SDS in SSC (0,1x)
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Waschpuffer 0,3 % (v/v) Tween 20 in Puffer 1; frisch hergestellt
Puffer 2 10 % (v/v) Blocking Solution in Puffer 1; frisch hergestellt
Puffer 2 mit APh-Fab-Fragment  1:10.000 Anti-DIG-APh-Fab-Fragment in Puffer 2
Puffer 3 0,1 M Tris/HCI
0,1 M NaCl

50 mM MgCl, -6 H,0
auf pH 9,5 eingestellt
CSPD®-Lésung 1% (v/v) CSPD®in Puffer 3

2.3.16 Northernblot

Fur die Northern-Analyse wurden 6 pg Gesamt-RNA aus H.salinarum in einem
denaturierenden, 0,85 %igen Agarosegel mit Guanidiniumthiocyanat elektrophoretisch
aufgetrennt und anschlielend mittels Kapillarblot auf eine Nylonmembran transferiert
((Tarasov et al., 2008) und www.haloarchaea.com/resources/halohandbook/). Bevor die RNA
mit der Sonde hybridisiert wurde, war darauf zu achten, nur autoklavierte und RNase-lose
Reagenzien und Losungen zu verwenden. Fur die Northernblot-Analyse wurden nach der
Sondenhybridisierung die gleichen Losungen wie fur die Southernblot-Analyse verwendet.
Als Transferpuffer wurde 1 x TBE eingesetzt. Die auf die Nylonmembran transferierte RNA
wurde im UV-Crosslinker (UV-Stratalinker 2400) fixiert. Um die Qualitadt und Quantitét der
RNA anhand der Bandenscharfe zu beurteilen, wurde sowohl das Gel als auch die Membran
unter UV-Licht fotografiert. Die Detektion der RNA-Fragmente wurde mit spezifischen
Digoxygenin-markierten Sonden durchgefiihrt, die analog zu den Sonden fiir den
Southernblot hergestellt wurden. Die Vorhybridisierung erfolgte fur 60 min bei 68 °C. 10 pl
der DIG-markierten Sonde wurde in Hybridisierungslosung aufgenommen und zundchst
10 min 20 pl Formamid bei 97 °C denaturiert. Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht bei
68 °C. Die Membran wurde analog zur Prozedur, die im vorherigen Kapitel fur den
Southernblot beschrieben wurde, weiter behandelt. Die Detektion der Signale erfolgte mit
dem DIG Luminescent Detection Kit nach den Angaben des Herstellers (Roche Diagnostics).

10 x TBE: 2 mM EDTA,; 89 mM Borsdure; 89 mM Tris-Acetat, pH
8,0 ad HyOpgpc

RNA-Stocklésung A 0,5 M Na,HPO, (pH 7,2)pepc

RNA-Stocklésung B 14 % (w/v) SDSpepc

RNA-Vorhybridisierungspuffer ~ 1:1-Mischung aus Stockldsung A und B
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2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 Analyse der p-Galaktosidase-Aktivitat

Die Regulation der halobakteriellen Genexpression kann mit Hilfe des Reportergens bgaH,
dass flr ein halobakterielles Protein mit [B-Galaktosidase-Aktivitdt aus dem halophilen
Archaeon Haloferax lucentensis (friher Haloferax alicantei) kodiert, studiert werden (Holmes
et al., 1997). Das Enzym stammt aus einer durch UV-Mutagenese gewonnenen
Uberproduktions-Mutante, wurde kloniert (Holmes & Dyall-Smith, 2000) und als
Reportergen fir Promotorstudien bereits erfolgreich bei H. salinarum (Patenge et al., 2000)
und Haloferax volcanii (Gregor & Pfeifer, 2001) eingesetzt.

Die BgaH katalysiert analog zu dem Enzym [-Galaktosidase aus Escherichia coli, das von
dem bekanntesten Reportergen lacZ kodiert wird, die Hydrolyse von [-glykosidischen
Bindungen. Die [-Galaktosidase kann auch p-glykosidische Bindungen unnaturlicher
Substraten  wie  ONPG  (ortho-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid)  oder  X-Gal
(5-Bromo-4-Chloro-Indolyl-pB-D-Galaktosid) hydrolysieren. Die Hydrolyseprodukte von
ONPG bzw. X-Gal sind Galaktose und ONP (Ortho-Nitrophenolat) bzw.
5-Bromo-4-chloro-indigo. Beim Reportergensystem wird der Leserahmen des bgaH-Gens
hinter den zu untersuchenden Promotor fusioniert. Auf Agarplatten, die zuvor mit X-Gal
bestrichen wurden, erscheinen die Transformanten in verschiedenen Blautonen, die auf das
Hydrolyseprodukt 5-Bromo-4-chloro-indigo zuriickzufuhren sind. Die
B-Galaktosidaseaktivitadt wird dann im Lysat der entsprechenden Transformanten gemessen.
Das Hydrolyseprodukt ONP farbt sich gelb und kann photometrisch gemessen werden, da es
Licht mit einer Wellenldnge von 405 nm absorbiert. Die spezifische Aktivitat eines Promotors
kann gemessen werden in [-Galaktosidase-Einheiten (=Units) Uber die Absorption pro
Zeiteinheit.

24.1.1 X-Gal-Test

Die B-Galaktosidase-Aktivitdt in Halobacterium salinarum pReport-Transformanten (mit
Promotorfusionskonstrukt), die auf Agarplatten ausgestrichen waren, konnte mit X-Gal
(5-Bromo-4-chloro-indoyl-p-D-galaktosid) sichtbar gemacht werden. Die Platten wurden
dazu zusétzlich mit X-Gal (10 mg/ml in Dimethylformamid) ausgestrichen. Kolonien, welche
sich blau farbten hatten - Galaktosidase-Aktivitdt, die ohne nachweisbare Enzymaktivitat
blieben rot.
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2.4.1.2 ONPG-Enzymtest

Die B-Galaktosidase-Aktivitat in H. salinarum-Zellysaten von pReport-Transformanten-
Stammen wurde mit dem ONPG (ortho-Nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid)-Test nach
Angaben von (Holmes et al., 1997) untersucht. Hierzu wurden 500 bis 3000 ul (je nach
B-Galaktosidase-Aktivitat) der jeweiligen Transformanten-Kultur entnommen und fir 2 min
bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 100 ul Basalsalz (HM ohne Pepton,
siehe 2.1.7.2) resuspendiert. Zur Lyse wurden 100 pl 2% Triton X-100 und 700 pl (800 pl fur
die Negativkontrolle) ONPG-Testpuffer zugegeben und kréftig am Vortexer vermischt. Nach
Zugabe von 100 pl ONPG-L6sung zu den Proben, erneutem Mischen und einer Inkubation
von 5 min bei RT, wurde die enzymatische Reaktion als Absorptionsédnderung pro Zeiteinheit
(AA/At) photometrisch bei 405 nm verfolgt. Der Wert der Negativkontrolle wurde von den
Probenwerten abgezogen. Ausgehend vom Lambert-Beerschen Gesetz (siehe unten) kann die
Volumenaktivitit als Konzentrationsdnderung pro Zeiteinheit (Ac/At) in 1 ml berechnet
werden.

AA Ac
Lambert-Beersche Gesetz: _ =gxdx
At At
A = Absorption
¢ = molarer Absorptionkoeffizient [lxcm-1+mol-1]
d = Schichtdicke der Kuvette [cm]
¢ = Konzentration [molI-1]

Der molare Extinktionskoeffizient ¢ fir ONP bei 405 nm betragt 3,3 x 10° M cm™ und die
Schichtdicke d der Kiivette betrdgt 1 cm. Eine Einheit (1 U) der p-Galaktosidaseaktivitét ist
definiert als die Menge an Enzym, die die Hydrolyse von 1 umol ONPG pro Minute
katalysiert. Durch Bestimmung der Proteinkonzentration im Rohextrakt (siehe 2.4.3) kann die
spezifische Aktivitat in Units pro mg Gesamtprotein [U/mg] berechnet werden.

2% Triton X-100:  1m] Triton X-100 in 49 ml H,O

ONPG-Testpuffer: 2,5 M NaCl
10 uM MnCl,
0,1% B-Mercaptoethanol (frisch zugegeben)
50 mM Tris/HCI, pH 7,2

ONPG-L03sung: 8 mg/ml ONPG in ONPG-Testpuffer

2.4.2 Herstellung von Rohextrakten zur Bestimmung der
Proteinkonzentration

Es wurden zu jeder Messung der B-Galaktosidase-Aktivitat von pReport-Stammen 0,5 ml
Kultur abgenommen und fir 2 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die Zellniederschlage
wurden in 200 pl TED-Puffer resuspendiert, fur 30 min bei RT inkubiert und 50 pl im
BCA-Assays eingesetzt, mit Hilfe dessen die Proteinkonzentration bestimmt werden konnte.
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TED-Puffer: 10 mM Tris/HCI, pH8
1 mM EDTA
1pg/ml DNase

2.4.3 Bestimmung von Proteinkonzentrationen mittels BCA-Assay

Die Konzentration von Proteingemischen in halobakteriellen Rohextrakten wurde mit der
Bicinchonséure(BCA)-Methode bestimmt. Hierzu wurde der BCA Protein Assay Kit
(Novagen) eingesetzt. Nachdem 50 pl der Proteinlysate in ein EppendorfgefaR gegeben
wurden, folgte die Zugabe von 1 ml BCA-Testreagenz. Die Lésungen wurden sorgféltig
gemischt und 30 min auf dem Thermoblock bei 37 °C inkubiert. Danach folgte die
photometrische Bestimmung bei 562 nm. Als Eichreihe diente Rinderserumalbumin (BSA) in
den Konzentrationen 1000/500/250/125/25 und 0 pg/ml. Die Durchfuhrung folgte den
Angaben des Herstellers.

2.4.4 Aktivitatsmessungen der Alkalischen Phosphatase

Die  Phosphatase-Aktivititen ~ von  Proben  wurden  durch  Spaltung  von
para-Nitrophenylphosphat (pNpp) bei pH 10 gemessen, was dem Aktivitatsoptimum der
Alkalischen Phosphatase aus H. salinarum entspricht (Wende, 2006). Die Reaktion setzt den
gelben Farbstoff p-Nitrophenolat frei, dessen Konzentration durch Absorptionsmessung bei
405 nm bestimmt werden kann. Es wurden pro Ansatz 100 ul Probe mit 500 pl Messpuffer
gemischt und 10 min bzw. bis zu einer sichtbaren Gelbfarbung bei 37 °C inkubiert. Dann
wurde die Reaktion durch Zugabe von 250 pl Stoplésung abgebrochen, die Zeit notiert und
die Absorption des Gemisches nach Zentrifugation (1,5 min bei 12.000 rpm) bei 405 nm
gemessen.

Berechnung der Enzymaktivitat:

Aygs - Messvolumen [ml] - 1000

Aktivitat [U/min] = _ __
Inkubationszeit[min] - 18,5 - Probenvolumen [ml]

Stopldsung: 0,5M NaOH; ad 100ml H,Opigest; Steril
filtriert

Messpuffer: 0,1M Glycin; 0,1M NaCl; 5mM pNpp; ad
200ml  H,Opiges; NaOH, pH 10; steril
filtriert; Lagerung: 4 °C
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2.4.5 Phosphat-Aufnahme-Test mit Na,HPO,

Zellen von H. salinarum wurden aus Halomedium in synthetisches Medium ohne Phosphat
(SMOP) Uberfuhrt und fir 48 h bei 42 °C und 100 rpm inkubiert. Bei einer ODggo Von 0,6-0,7
wurde P; (0 uM, 5 pM und 1 mM NayHPO,) zur Zellkultur gegeben. In bestimmten
Zeitintervallen (5 min, 10 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min, 150 min, 210 min, 240 min
und 360 min) wurde die intrazelluldre Phosphatkonzentration gemessen (siehe 2.4.6). Der
Versuch wurde in Triplikaten angesetzt und fiir drei biologische Replika wiederholt.

2.4.6 Messung intrazellularer Phosphatkonzentrationen

Die intrazelluldaren  Phosphatkonzentrationen von H. salinarum-Zellen  wurden
komplexometrisch bestimmt basierend auf der Methode von (Baginski et al., 1967) in
Anlehnung an (Wende, 2006). Man nutzt dazu die Eigenschaft von Molybdéanionen aus, im
Sauren unter reduzierenden Bedingungen mit Phosphationen einen intensiv blauen Komplex
zu bilden. Die Zellen (0,5 - 1 ml) wurden zunachst zentrifugiert und der Niederschlag mit 0,5
ml Basalsalz (Halomedium ohne Pepton, siehe 2.1.7.2) gewaschen und abschlieBend in 0,25
ml Basalsalz resuspendiert. Diese Suspension wurde in eine Mischung aus 0,5 ml kaltem
Stopmix + 0,25 ml Basalsalz gegeben und 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Von dem
Uberstand wurden 0,5 ml in 0,25 ml Messlésung gegeben und gemischt. Nach 10 min
Inkubation bei RT erfolgte die Messung der Absorption bei 691 nm. Zuvor wurde eine
Standardkurve mit bekannten Phosphatkonzentrationen erstellt und anhand dieser die
Phosphatkonzentration der gemessenen Gesamtlosung bestimmt. Da Zelldichte (ODggo) und
eingesetztes VVolumen bekannt waren, lieR sich daraus die Phosphatmenge pro Zellvolumen
bestimmen.

Die Berechnung des Zellvolumens erfolgte nach (Koch & Oesterhelt, 2005).

Phosphat in Gesamtlésung [mM] - 6 - 250ul

Zell-Phosphat [mM] = Zellvolumen [pl]

Zellvolumen [ul] = ODggo - Probenmenge [ml] - 1,4

Stopmix: 15% Trichloressigsaure; 5%
Ascorbinsaure;ad 100ml HyOpigest;
steril filtriert; Lagerung: 4 °C

Messlésung: 1% Ammoniummolybdat; ad 100ml
H,Opigest; Steril filtriert
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2.4.7 Phosphat-Aufnahme-Test mit *P;

Die Durchfilhrung des *2P;-Aufnahmeversuchs stellt eine Modifizierung der Prozedur, die in
E. coli und B. subtilis verwendet wurde, dar (Cox et al., 1981, Qi et al., 1997, Steed &
Wanner, 1993, Willsky & Malamy, 1980a).

H. salinarum-Zellen wurden aus Halomedium in synthetisches Medium ohne Phosphat
(SMOP) Uberfuhrt und fir 48 h bei 42 °C und 100 rpm inkubiert. Bei einer ODggo Von 0,6-0,7
wurden die Zellen geerntet und fir den Phosphataufnahme-Versuch verwendet. Dieser
Versuch wurde mit Hilfe einer Vakuumfilter-Trommel (Sampling Manifold, Millipore)
durchgefiihrt. Die P32-Phosphorsaure (**P;) wurde von Hartmann Analytic bezogen.
Verschiedene *’Pi—Konzentrationen (0,05 bis 10 pM) wurden zu je einer 5 ml-Kultur
gegeben. Anschlieend wurden in mehreren 30 sec-Zeitintervallen (0 bis 3 min) 250 ul Zellen
auf eine Nitrocellulose-Membran (0,45 um PorengroRRe; Sartorius) tberfihrt und mit 5 ml
einer 1 mM P;—Basalsalz-Losung in der Vakuumfilter-Trommel gewaschen. Die Membranen
wurden fur 48 Stunden in 10 ml RotiScint-Lésung (Roth) aufgelést und anschlieBend in
einem B-Zahler (Tri-Carb 2100TR liquid scintillation analyzer) die Radioaktivitat [cpm]
gemessen.

Proben mit bekannter Phosphatmenge wurden als Standard fir die Berechnung der P;-
Konzentration eingesetzt. Die Konzentration wurde in Zell-P; [nM] umgerechnet. Die
Enddaten stellten das arithmetische Mittel dreier Messungen aus drei unabhangigen
Experimenten dar.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es zunéchst drei phosphatabhéngig regulierte Operons pstl, pst2 und
ugp durch die Definition ihrer Transkriptionseinheit und die eingehendere Untersuchung ihrer
Promotorbereiche zu charakterisieren. Im Folgenden wurde die Translationseffizienz der
pstl-mRNA mit bzw. ohne leader-Sequenz in Abhéngigkeit von Phosphat verglichen. Die
Konstruktion verschiedener Knockout-Mutanten ermdglichte sowohl die Kinetische
Charakterisierung der ABC-Transporter Pstl und Pst2 sowie eine Bestatigung der vermuteten
Funktion des ABC-Transporters Ugp. Zudem wurde das phosphatgerichtete chemotaktische
Verhalten der Deletions-Mutanten des Pst1- und Pst2-Transporters untersucht. Dariiber hinaus
wurde ein regulatorisches Protein gesucht, welches an der Regulation der phosphatabhéngig

regulierten Gene, der Gene des Phosphat-Stimulons (PHO), beteiligt ist.

3.1 Charakterisierung der Operons pstl, pst2 und ugp in
Halobacterium salinarum

Archaeale Gene kdnnen sowohl in mono- als auch in polycistronischen Operons vorliegen.
Eine in silico Analyse lielR vermuten, dass die jeweils ersten vier Gene der Gencluster pstl,
pst2 und ugp die einzelnen Komponenten der phosphatabhangigen ABC-Transportsysteme
Pstl, Pst2 und Ugp kodieren. Da diese Gencluster aus mindestens vier nahe beieinander
liegenden Leserahmen bestehen, lag die Vermutung nahe, dass es sich um polycistronische
Operons handelt.

Der erste Teil der Arbeit behandelt die Bestimmung der Transkriptionseinheiten der
Gencluster pstl, pst2 und ugp. Darauf aufbauend wurden die Transkriptionsstarts in deren
Promotorbereichen identifiziert und diese Promotoren mit Hilfe des bgaH-Reportersystems

eingehender untersucht.
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3.1.1 Insilico Analyse der Gencluster pstl, pst2 und ugp

Zu Beginn wurde eine in silico Untersuchung der ABC-Transporter Pstl, Pst2 und Ugp von
H. salinarum durchgefuhrt, um die Genorganisation im halobakteriellen Genom und die
vorausgesagte Lokalisation der Proteine in der Zelle zu analysieren. Ausgehend davon konnte
eine Versuchsstrategie zur Charakterisierung der Gencluster und zur VVorgehensweise bei der
in-frame Deletion der Operons entwickelt werden.

Durch Sequenzierung und Annotation des Genoms von Halobacterium salinarum R1 (Pfeiffer
et al., 2008) (www.halolex.mpg.de) wurden zwei Genkopien eines pst-Operons (pstl und
pst2) bzw. eine Genkopie eines ugp-Operons gefunden, die fur Proteine kodieren, die zu den
aus Bakterien bekannten ABC-Transportsystemen Pst und Ugp homolog sind.

Die Definitionen der verwendeten Begriffe Gencluster, Gen, Operon und
Transkriptionseinheit sind in der Einleitung (1.4) zu finden.

Die Leserahmen der Gene der Gencluster pstl, pst2 und ugp von H. salinarum, die in Tab. 2
gelistet werden, liegen in dieselbe Richtung orientiert nebeneinander oder Uberlappen sich.
Sie stellen dadurch mdgliche polycistronische Operons dar. Tab. 2 fasst neben den
verschiedenen Genen bzw. Proteinen, die zu den Genclustern pstl, pst2 und ugp gehoren,
auch Informationen Uber deren Lage im Genom, deren Lokalisation in der Zelle und
massenspektrometrische (MS) Analysen zusammen. Letztere geben Auskunft Uber den
momentanen Status der Identifikation des entsprechenden Genprodukts bei den
durchgefuhrten MS-Analysen des halobakteriellen Proteoms in der Abteilung von Prof.
Oesterhelt (MPI fur Biochemie).

Das pstl-Gencluster in H.salinarum umfasst sieben nahe beieinander liegende Gene
(pstS1C1A1B1-phoU;-OE4475R-OE4471R), das pst2-Gencluster finf Gene
(pstS2C,A2B,-phoUy) (sieheTab. 2 und Abb. 9B).

Die vermutete Topologie der ABC-Transporter Pstl und Pst2 wird in Abb. 9A gezeigt und ist
analog zum System aus E.coli (Einleitung, Abb.5) aus jeweils 4 Komponenten
zusammengesetzt. Es enthélt ein periplasmatisches P;-Bindeprotein (PstS), zwei integrale
innere Membranproteine (PstA und PstC) und ein ATP-Bindeprotein (PstB). Darlber hinaus
besitzt sowohl das System Pstl als auch Pst2, analog zu E. coli (Steed & Wanner, 1993),
Pseudomonas aeruginosa (Nikata et al., 1996), Clostridium acetobutylicum (Fischer et al.,
2006) oder Sinorhizobium meliloti (Yuan et al., 2006), ein PhoU-Protein.
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Tab. 2: Liste der Gene der Gencluster pst1, pst2 und ugp in H. salinarum.
Chr = Chromosom; MS = Ergebnisse der Peptide Mass Fingerprint Analyse.

Gen- . . Lokali- MS-
fo « | Proteinname* Region* .
eels Name oteinname €gio sation* Status*
Transkriptionsregulator (homolog | 338644-339333/R Cytoplas- .
OE1674R phoU2 zu Phosphataufnahme-Regulator) | (Chr) matisch gesichert
ABC-Typ-Transportsystem 339330-340175/R Cytoplas- .
OE1675R pstB2 ATP-Bindeprotein (Chr) matisch gesichert
ABC-Typ-Transportsystem 340182-341882/R Transmem- .
OE1676R pstA2 Permeaseprotein (Chr) bran gesichert
ABC-Typ-Transportsystem 341884-342843/R Transmem- .
OE1678R pstC2 Permeaseprotein (Chr) bran gesichert
ABC-Typ-Transportsystem
periplasmatisches Substrat- 342899-343933/R Lipidanker, .
OE1679R pstS2 Bindeprotein (Substrat vermutlich | (Chr) N-terminal gesichert
Phosphat)
L . . 1841696- Cytoplas- .
OE4471R - Protein mit Helikasedoméane 1843489/R (Chr) matisch fraglich
Konserviertes hypothetisches 1843521- Cytoplas- .
OE4475R ) Protein 1843721/R (Chr) matisch gesichert
Transkriptionsregulator (homolog | 1843764- Cytoplas- .
OB4476R phoU1 zu Phosphataufnahme-Regulator) | 1844882/R (Chr) matisch fraglich
ABC-Typ-Transportsystem 1844968- Cytoplas- .
OB4479R | pstBL | \1p_gindeprotein 1846005/R (Chr) | matisch gesichert
ABC-Typ-Transportsystem 1845998- Transmem- unge-
OE4480R pstAl Permeaseprotein 1847602/R (Chr) bran sichert
ABC-Typ-Transportsystem 1847602- Transmem- .
OE4483R pstC1 Permeaseprotein 1848717/R (Chr) bran gesichert
ABC-Typ-Transportsystem
periplasmatisches Substrat- 1848761- Lipidanker, .
OE4485R pstS1 Bindeprotein (Substrat vermutlich | 1849900/R (Chr) N-terminal gesichert
Phosphat)
ABC-Typ-Transportsystem
periplasmatisches Substrat- 96574-97965/F Lipidanker, .
OE5166F ugpB Bindeprotein (Substrat vermutlich | (Plasmid 3) N-terminal gesichert
Glycerin-3-phosphat)
ABC-Typ-Transportsystem 97977-98870/F Transmem- i
OE5168F UgpA Permeaseprotein (Plasmid 3) bran
ABC-Typ-Transportsystem 98860-99738/F Transmem- i
OE5169F ugpE Permeaseprotein (Plasmid 3) bran
ABC-Typ-Transportsystem 99744-100883/F Cytoplas- i
OE5170F ugpC ATP-Bindeprotein (Plasmid 3) matisch

‘Quelle: www.halolex.mpg.de

Sowohl das pstl- als auch pst2-Gencluster enthalten nicht-kodierende Bereiche zwischen den

Genen, die lang genug sind, um eine Promotorsequenz enthalten zu konnen. Beim

pstl-Gencluster werden die Leserahmen der einzelnen Gene von vier nicht-kodierenden

Bereichen unterbrochen: zwischen pstS; und pstC; liegen 43 bp, zwischen pstB; und phoUl
sind es 85 bp, zwischen phoU; und OE4475R sind 42 bp und zwischen OE4475R und
OE4471R liegen 27 bp.
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Es konnte keine Konsensussequenz des TATA-Box Motivs in diesen Bereichen gefunden
werden, was dafir sprechen konnte, dass der Promotor der Transkriptionseinheit
stromaufwarts des pstS; liegt, wo sich ein solches Motiv befindet.

Anders verhélt es sich beim pst2-Gencluster. Hier ist ein einziger 55 bp-langer
nicht-kodierender Bereich, der ein putatives TATA-Box-Motiv enthélt, vorhanden, und somit
konnte das Gencluster zwei Transkripte beinhalten. Auf die Promotorbereiche der Gencluster
pstl und pst2 wird in Kapitel 3.1.4.1 naher eingegangen.

A Cc 1392Bp 894Bp 879Bp 1140Bp
ugp (4309 bp) — LI ML FpE\ ugpC
extra
o o Bt
JUALLYLY
intra
ATP \v \/ ATP
ADP+P;  ADP+P,
B 1140Bp 1116Bp 1605Bp 1038Bp 1119Bp 201Bp 1794Bp

oGP R I EE siST & psiCT , pstA1  LpsiB1

phoU1 0544757- OE4471R /—

1035Bp 960Bp 1701Bp 845Bp 690 Bp

pst2 (5289 bp pstS2 pstC2 PpStA2 pstB2 , phoU2

Abb. 9: Vermutete Topologie des ABC-Transporters Pstl oder Pst2 (A), genetische Karte des psti-,
pst2- (B) und ugp-Genclusters (C).

Die Gene pstS1 und analog dazu pstS2 (= S, braun) kodieren flir das extrazellulare Phosphat (P;)-
Bindeprotein, pstC1 und pstC2 (= C, rot), sowie pstAl und pstA2 (= A, rot) fir die in der Membran
verankerte Permease-Domdne und pstB1 und pstB2 (= B, orange) fur das cytoplasmatische ATP-
Bindeprotein. phoU1 und phoU2 (= U, violett) kodieren fiir ein dem phoU aus E. coli homologes Protein.
OE4475R und OE4471R kodieren fiir Proteine mit bisher unbekannter Funktion. Das Gen ugpB kodiert
flir das extrazelluldare Glycerin-3-Phosphatbindeprotein, ugpA und ugpE fir die in der Membran
verankerte Permease-Domane und ugpC fir das cytoplasmatische ATP-Bindeprotein. Die jeweiligen
Gene sind als Blockpfeile dargestellt und dartiber ist ihre jeweilige Lange angegeben (B + C). Das
anorganische Phosphat (P;) ist als Molekiil dargestellt.

Das ugp-Gencluster (ugpBAEC) von H. salinarum besteht aus 4 Genen (siehe Abb. 9C).

Die nicht-kodierenden Regionen des ugp-Genclusters beschranken sich auf einen 11 bp
kurzen Bereich zwischen ugpB und ugpA und einen 5 bp kurzen zwischen ugpE und ugpC.
Da ein Promotor mit basalen cis-aktiven Regulationssequenzen (TATA-Box und

BRE-Element) etwa 40 bp lang ist (1.5.1), sind die zwischen den Leserahmen der Gene
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liegenden Bereiche zu kurz um eine Promotorsequenz zu enthalten. Dies ist ein Indiz dafr,
dass es sich bei dem ugp-Gencluster um ein polycistronisches Operon handelt und der
Promotor stromaufwérts des ugpB-Gens liegt (siehe Abb. 9C). In dieser Promotorregion

konnte ein TATA-Box-Motiv vorhergesagt werden (siehe Kapitel 3.1.4.1).

Die in silico Analyse ergab, dass es sich beim ugp-Gencluster um ein polycistronisches
Operon handeln muss, wohingegen die in Tab. 2 aufgefiihrten Gene der Gencluster pstl und
pst2 in mehrere Transkripte aufgeteilt sein kdnnten. Die experimentelle Bestimmung der
Transkriptionseinheiten stellte die Grundlage fir weitere Versuche dar, wie der

Charakterisierung der Promotoren und der Deletion der definierten Operons.

3.1.2 Bestimmung der Transkriptionseinheiten pstl und pst2 mittels RT-
PCR

Entsprechend dem pst-Operon aus E. coli (Aguena et al., 2002) und dem aus B. subtilis (Qi et
al., 1997) konnte es sich auch bei den Genclustern pstl und pst2 aus H.salinarum um
polycistronische Operons handeln. Diese These sollte durch die Bestimmung der
Transkriptionseinheiten mit Hilfe der Methode der reversen Transkription und anschlieender
Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) Uberpruft werden.

Diese Methode (siehe 2.3.5.2.1) wurde bereits zur Bestimmung transkriptioneller Einheiten
wie z.B. der des fla-Genclusters verwendet, fur das eine Transkriptlange von ca. 7830 bp fur
das fla-Operon bestimmt wurde (Patenge et al., 2001)

Zundchst wurde Gesamt-RNA aus H.salinarum R1 Wildtyp-Zellen, die sowohl unter
phosphatgeséttigten (phosphathaltiges Medium HM; +P;) als auch phosphatlimitierten
(phosphatfreies Medium SMOP; -P;) Bedingungen kultiviert wurden, isoliert (siehe 2.2.2 und
2.3.1.5). Es folgte eine reverse Transkription mit jeweils einem fur das pstl- bzw.
pst2-Gencluster spezifischen Oligonukleotid das in Abb. 10 jeweils als kleiner Pfeil
dargestellt ist. Das jeweilige Oligonukleotid setzt im Leserahmen des letzten Gens des
Genclusters (OE4471R bzw. phoU,) in Gegensinn-Richtung (antisense) an. Die synthetisierte
cDNA st in Abb. 10 als unterbrochene Linie dargestellt. Der Anfang des 3°-Endes ist noch
nicht bekannt und wird daher offen (\\) gezeigt.

Die Amplifikation aller gendurchspannenden PCR-Fragmente, in denen die nicht-kodierenden
Bereiche enthalten sind, ware ein Indiz dafiir, dass es sich um ein einziges Transkript handelt.

Neben der oben beschriebenen cDNA als Matrize fir die PCR, wurden hierfir
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Oligonukleotide so konstruiert, dass sie jeweils im Leserahmen eines Gens ansetzen und im
Leserahmen des stromabwaérts gelegenen aufhdren (Abb. 10A: PCR-Produkte 11-VII;
B: PCR-Produkte 11-V). Die erwarteten PCR-Produkte enthalten den nicht-kodierenden
Bereich zwischen zwei Leserahmen des Genclusters in etwa der Mitte. Die relative Lage der
PCR-Produkte I-VII (pstl) bzw. I-V (pst2) im jeweiligen Gencluster ist in Abb. 10A bzw.
Abb. 10B durch graue Striche angezeigt.

A . 8204 bp .
Ppst1 13bp 85bp 42bp |, 27bp
\ ‘EEH pstS1 g pstC1, pstA1 | pstB1gs phoU1 OE4471R \
OE4475R
CDNA defreverSen \ m — — = = = = = = = = = —————— — - — -—
Transkription (RT)
I —
1 —_—
PCR-Produlste m
[
v ——
VI —_—
VI —_—
B . 5289 bp .
I 1
Ppsit2 35bp
N m pstS2 § pstC2  pstA2 | pstB23 phoU2 m \
cDNA derreversen \\ _ _ _ _ _ _ _ _ — — & -
Transkription {RT) A\ i
P—
PGR-Produlie ::I
Iv ——
v —

Abb. 10: RT-PCR-Analyse der Gencluster pst1 (A) und pst2 (B).

Die isolierte Gesamt-RNA aus H. salinarum wurde mit spezifischen Oligonukleotiden (als kleine Pfeile
dargestellt) einer reversen Transkription (RT) unterzogen. Die daraus gewonnenen cDNAs (gezeigt als
unterbrochene Linien mit unbekanntem 3‘-Ende) wurden als Ausgangsmatrizen fiir PCR-Reaktionen
verwendet. Es konnten alle gendurchspannenden Fragmente des pstl- und pst2-Genclusters aus der
jeweiligen cDNA amplifiziert werden. Die relativen Positionen und Liangen der PCR-Produkte I-VII fiir
pstl (A) und I-V fur pst2 (B) sind als graue Linien dargestellt. Das pstl-Gencluster enthdlt 7 Gene
(pstS;C;A;B-phoU;-OE4475R-0OE4471R), das pst2-Genscluster 5 Gene (pstS,C,A,B,-phoU,). Die Gene des
pst1-Gensclusters sind als blaue Blockpfeile, die des pst2-Genclusters als griine Blockpfeile gezeigt. Die
Ldnge der nicht-kodierenden Bereiche zwischen den Leserahmen der Gene ist in bp angegeben. Der
mogliche Promotorbereich des polycistronischen pst1- bzw. pst2-Operons ist als Ppst1 (A) bzw. Ppst2 (B)
angezeigt. Die flankierenden Gene (als offene Blockpfeile dargestellt) des pst1-Genclusters sind OE4468F
und OE4487F, des pst2-Genclusters grx4 und phoU3. Die GroRe der Gencluster ist Uber dem
Abstandsbalken angegeben.

Abb. 11 zeigt die Gelbilder der amplifizierten PCR-Fragmente fir das pstl- und
pst2-Gencluster basierend auf der +Pi-cDNA. Es konnten alle gendurchspannenden

Fragmente in erwarteter Fragmentgrofle amplifiziert werden. Unter Verwendung der
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3 Ergebnisse

-Pi-cDNA wurde dasselbe Ergebnis erzielt (Gelbilder werden nicht dargestellt). Als
Ausgangsmatrizen der Amplikons wurde genomische DNA (Positivkontrolle), Gesamt-RNA
(Negativkontrolle) und cDNA verwendet. Die erwarteten Fragmentlédngen sind in Abb. 11 in
der Legende aufgelistet. Die Sequenzidentitidt der PCR-Produkte wurde nach Gelextraktion

durch Sequenzierung bestatigt.

A  psti-Operon:

1 n m v \' Vi Vil
—— — —— —= =
bp M a b ca b ¢c Ma b c a bcMab c¢c ab ¢c abacM
= s S
=] = =] —
2000 — — -
1500 — —_ - —
0 = ~ W W&e =
s0- W W= - -
250 —
a=DNA
b= Gesamt-RNA
B pst2-Operon: c=cDNA
1 n m v v Erwartete Fragmentgréfen (bp):
1 1 1 1
f (I \ f ) o ) f ) . .
bp Mab ¢c a bc MabucabocecMab c pstt: pstz:
= - I: 560 I: 550
;_E' — II: 510 II: 680
2000 - l: 1090 : 1300
10— . - Sw - Iv: 800 Iv: 1300
1%: = o - e V: 880 V: 580
500 — - - - @ VI 1730
P VII: 420
250 —

Abb. 11: Analyse der PCR-Produkte fiir das psti- (A) und pst2-Gencluster (B) durch Agarosegel-
Elektrophorese.

Die schematische Darstellung der PCR-Produkte wurde bereits (unter Verwendung des gleichen
Buchstabencodes) in Abb. 10 gezeigt. Als Ausgangsmatrizen fiir die PCR-Produkte wurden genomische
DNA (Positivkontrolle) (a), Gesamt-RNA (Negativkontrolle) (b) und cDNA (c) verwendet. Gezeigt werden
die PCR-Produkte mit cDNAs (+P;). Die erwarteten Fragmentlangen (siehe Kasten) der PCR-Produkte I-VII
fir pstl (A) und I-V fur pst2 (B) sind in bp angegeben. Die Identitdt der PCR-Produkte wurde durch
Gelextraktion und Sequenzierung bestatigt. Als Laingenmarker (M) wurde GeneRuler 1 kb DNA Ladder
verwendet.

Resultierend aus einer DNA-Kontamination, die durch den unvollstandigen DNA-Abbau mit
DNase entsteht, sind zwei Banden mit niedriger Intensitat in der Negativkontrolle (b) der
PCR-Fragmente Il (pstl; Abb.11A) und Il (pst2; Abb.11B) zu sehen. Da die
Bandenintensitat in beiden Fallen wesentlich niedriger ausfallt, als die des auf cDNA (c)

basierenden PCR-Produkts, hat dies keine Auswirkung auf das Ergebnis.

Zusammenfassend wurde mit der Methode der RT-PCR gezeigt, dass die beiden Gencluster
pstl (pstS;-OE4471R) und pst2 (pstS,—phoU,) in ein polycistronisches Transkript (MRNA)
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umgeschrieben werden. Die ermittelten Transkriptlangen der Operons betragen fur pstl
mindestens 8204 bp und fir pst2 mindestens 5289 bp (siehe Abb. 10). Bei der
RT-PCR-Methode lasst sich die Einheit des langsten vorhandenen Transkripts bestimmen,
jedoch kann keine Aussage Uber die Koexistenz von kiirzeren Transkripten getroffen werden.
Es wird folglich nicht ausgeschlossen, dass kiirzere Transkripte des pstl- und pst2-Operons in
der Zelle synthetisiert werden.

3.1.3 Transkriptionsstartbestimmung der Transkriptionseinheiten pstl,
pst2 und ugp mittels 5-RACE

Ziel war es die Stelle der Transkriptionsinitiation zu bestimmen, um anschliefend die Lage
cis-aktiver Elemente, wie beispielsweise der TATA-Box, im Promotor festlegen zu kdnnen.

Die Promotorregion der im vorhergehenden Kapitel bestimmten polycistronischen
Transkriptionseinheiten pstl und pst2 liegt stromaufwaérts der Gene pstS; bzw. pstS,. Wie in
Kapitel 3.1.1 detailliert dargestellt wurde, ist das ugp-Gencluster mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch ein polycistronisches Operon, wobei sich die Promotorregion
stromaufwarts von ugpB befindet. Aus diesem Grund fand eine experimentelle Bestimmung
der ugp-Transkriptionseinheit nicht statt und es wurde davon ausgegangen, dass es sich bei

den Genen ugpB-ugpC um ein polycistronisches Transkript handelt.

Eine géngige Methode zur Festlegung eines Transkriptionsstarts ist das sogenannte
5‘-RACE (rapid amplification of cDNA ends)-Verfahren mit dem sich die Sequenz eines
Transkripts (MRNA) mit unbekanntem 5°-Ende ermitteln l&sst.

Diese auch in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Methode (siehe 2.3.5.2.3) wurde bereits
erfolgreich fir die Bestimmung des Transkriptionsstarts des brz-Gens verwendet (Tarasov et
al., 2008).

Abb. 12 skizziert den Verlauf der Methode, in der zundchst aus Gesamt-RNA aus
H. salinarum-Zellen, die sowohl unter phosphatgesattigten, als auch phosphatlimitierten
Bedingungen kultiviert wurden, die cDNA synthetisiert wurde (siehe 2.3.5.2.3). Ein internes
genspezifisches (pstSi, pstS, bzw. ugpB) Oligonukleotid GSP1, das in Gegensinn-Richtung
(antisense) orientiert ist, diente als Startpunkt fur die reverse Transkriptase in der Synthese
des cDNA-Gegenstrangs. Die Synthese verlduft bis zum 5°‘-Ende der mRNA. Das GSP1
setzte 1000 bp (GSP1_pstl, GSP1 pst2) bzw. 500 bp (GSP1_ugp) stromabwarts des
Startcodons der Gene pstS;, pstS; bzw. ugpB an und ist in Abb. 12A als blauer Pfeil
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dargestellt. Mit Hilfe der Terminalen Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT) wurde ein
Poly-C-Ende angehéngt. An diesen cDNA-poly-C-Schwanz wurde ein Anker-Oligonukleotid
(AAP, als roter Pfeil dargestellt) angelagert.

A I T T B
ppstz 0 300 1000 PCR-Produkt
= - T —
GsP1 bp M pst2
§-Ende S~ mRNA h—
J: RT 400— S—
———— DNA 300~ e—
ceeeee cDNA mit
& Poly-C-Schwanz
AAP GSP2
> <« C
ccccce — Restriktion mit EcoRI
¢, PCR Sequenzierung mit Oligonukleotid T3 und T7
-_m PCR-Produkt (ca. 340 bp) T3 7
|  =5RACEFragment > ECoR [ cceeee EcoRl .
/ 7

Klonierung in TOPO-Vektor Kioniertes 5RACE-Fragment im TOPO-Vektor

Abb. 12: Schematische Darstellung der TOPO-Klon-Herstellung fiir das pst2-Operon (A) mit Gelbild des
PCR-Produkts (5‘-RACE-Fragment) (B) und dessen Lage im TOPO-Vektor (C).

Die reprasentative Strategie wurde analog dazu auch fir die pstl- und ugp-Operons verwendet. Die
mRNA wurde mit dem genspezifischen Oligonukleotid GSP1, das in blau dargestellt ist, 1000 bp
stromabwarts des Startcodons des Gens pstS2 (griin) revers transkribiert. Mit Hilfe der Terminalen
Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT) wurde ein Poly-C-Schwanz (durch sechs C angedeutet) an das 3'-
Ende der cDNA angehéangt. In einer PCR wurde, unter Verwendung des Anker-Oligonukleotids AAP (in
rot gezeigt) und des genspezifischen Oligonukleotids GSP2 (blau), das 5-RACE-Fragment (ca. 340 bp)
amplifiziert. Das GSP2-Oligonukleotid setzt 300 bp stromabwarts des Startcodons an. Das 5‘-RACE-
Fragment wurde in den TOPO-Vektor kloniert. Das PCR-Produkt mit einer Lange von ca. 340 bp wurde
durch Agarosegel-Elektrophorese analysiert (B). M = Langenmarker (O‘GeneRuler DNA-Ladder, Low
Range); pst2 = 5-RACE-Fragment des pst2-Operons. Die schematische Lage des klonierten 5‘-RACE-
Fragments im TOPO-Vektor wird mit den beiden Restriktionsschnittstellen fiir EcoRl, die das klonierte 5°-
RACE-Fragment flankieren, gezeigt (C). Durch eine Restriktionsspaltung mit diesem Enzym wurden
positive Klone, bei denen das Fragment im Vektor integriert ist, selektioniert. Zur Kartierung des
Transkriptionsstarts wurden die 5-RACE-Fragmente der positiven Klone mit den Oligonukleotiden T3
und T7 sequenziert. Die Orientierung und Ansatzstellen der Oligonukleotide T3 und T7 sind durch Pfeile
markiert.

Mit einem weiteren genspezifischen antisense-Oligonukleotid GSP2 (GSP2_pstl, GSP2_pst2
bzw. GSP2_ugp), das 300 — 400 bp stromabwaérts des Startcodons der Gene pstS;, pstS; bzw.
ugp ansetzte, wurde daraufhin zusammen mit dem AAP-Primer eine PCR durchgefiihrt.

Abb. 12B zeigt das Gelbild des ca. 340 bp langen PCR-Produkts von pst2, das im Folgenden
als 5°-RACE-Fragment bezeichnet wird.
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Zur Kartierung des Transkriptionsstarts wurde das jeweilige 5"-RACE-Fragment in den
TOPO-Vektor Kloniert (siehe 2.3.9). Die erfolgreiche Herstellung der TOPO-Klone des
pstl- und ugp-Operons erfolgte analog zu der in Abb. 12 gezeigten Strategie flr das
pst2-Operon.

Fur die Selektion positiver Klone, in denen das klonierte 5 -RACE-Fragment im
TOPO-Vektor integriert ist, wurde die isolierte Plasmid-DNA einer Restriktionsspaltung mit
dem Enzym EcoRI unterzogen. Die als positiv identifizierten Klone wurden daraufhin mit den
Oligonukleotiden T3 und T7 sequenziert. Zwei EcoRI-Restriktionsschnittstellen sowie die
T3-und T7-Ansatzstellen flankieren im TOPO-Vektor das integrierte 5 -RACE-Fragment
(siehe Abb. 12C).

Um eine von DNA statt von cDNA ausgehende mogliche Amplifikation auszuschlielen,
wurde fir pstl und pst2 jeweils eine PCR-Reaktion mit DNA statt cDNA mit den
Oligonukleotiden GSP2 und AAP durchgefihrt. In beiden Fallen wurde ein ca. 400 bp grof3es
PCR-Produkt amplifiziert, welches in den TOPO-Vektor kloniert und anschlieRend

sequenziert wurde. In beiden Fallen handelte es sich jedoch um eine unspezifische Sequenz.

In Abb. 13 sind die Promotorregionen der Operons pstl (Abb. 13A), pst2 (Abb. 13B) und ugp
(Abb. 13C), mit den unter phosphatgesattigten (+P;) bzw. phosphatlimitierten (-P;)
Bedingungen identifizierten Transkriptionsstart-Stellen (durch ein rotes G gekennzeichnet),
dargestellt.

Fur das pstl-Operon wurden 5°-RACE-Fragmente mit zwei verschiedenen Fragmentlangen
identifiziert.

Es zeigte sich, wie in Abb. 13A schematisch dargestellt, dass das pstl-Operon unter
+P;-Bedingungen 3 mal hdufiger vom Transkriptionsstart TSS-2 (60 bp stromaufwarts des
Startcodons) als vom TSS-1 (1 bp stromaufwarts des Startcodons) transkribiert wird. Dieses
Verhaltnis ergab sich aus dem Klonverhaltnis (siehe dazu 2.3.5.2.3). Das bevorzugte
Transkript besitzt folglich einen 60 nt-langen untranslatierten Bereich (5 -UTR), der als
leader-Sequenz bezeichnet wird.

Unter —Pj-Bedingungen hingegen, wird ausschliellich der Transkriptionsstart TSS-1
verwendet, wobei das resultierende Transkript keine alternative leader-Sequenz hat.

Fur die beiden Operons pst2 und ugp wurden 5‘-RACE-Fragmente aus Zellen, welche unter

+P;j- oder —P;-Bedingungen wuchsen, jeweils mit nur einer Fragmentlange identifiziert.
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Die Stelle der Transkriptionsinitiation des pst2- bzw. ugp-Operons (siehe Abb. 13B bzw.
Abb. 13C) liegt bei beiden 1 bp stromaufwarts des Startcodons und beide Transkripte besitzen

keine leader-Sequenz.

TSS
+P; I-P)
B
: - 7
297 +
Ppst2
<3 i 552 2
TSS2 TSS1
+P) (-P /+P) T
A ) r i " ohne leader-Sequenz (+ P,/ - P)
T T T 7
155 -59 +1
= o— I
OE4487F G
T T mRNA
S
TSS
feader C (+P, I-P)
60 nt leader-Sequenz (+ P)) } r 7/
18 +

ohne leader-Sequenz (- P,und + P)) l Pugp = ugps

ohne leader-Sequenz (+ P;/ - P})

Abb. 13: Schematische Darstellung der Transkriptionsstarts der pst1- (A), pst2- (B) und ugp-Operons
(C).

Die Gene pstS; (blau), pstS2 (grin) und ugpB (orange) sind als Blockpfeile dargestellt, die jeweils
flankierenden Gene am 5‘-Ende als offene Blockpfeile. Der Promotorbereich, der dazwischen liegt, wird
jeweils als Ppstl, Ppst2 und Pugp bezeichnet. Das pst1-Operons (A) besitzt zwei Transkriptionsstarts.
Unter P;-gesattigten Bedingungen wird das Guanin (gezeigt als rotes G), welches 60 bp stromaufwarts (-
59) des Translationsstartcodons ATG (als weiller Kasten dargestellt) liegt und als Transkriptionsstart
dreimal haufiger verwendet wird als ein zweites Guanin, welches 1 bp stromaufwarts (+1) liegt. Unter P;-
gesattigten Bedingungen besitzt das bevorzugte pst1-Transkript eine 60 nt lange leader-Sequenz. Unter
Pi-limitierten Bedingungen wird dagegen nur das Guanin 1 bp stromaufwarts (+1) des ATG als
Transkriptionsstart benutzt. Unter P-limitierten Bedingungen besitzt das pst1-Transkript keine leader-
Sequenz. Die beiden Transkriptionsstarts des pst1-Operons wurden TSS-1 (bei +1) und TSS-2 (bei -59)
genannt. Die Transkriptionsstarts (TSS) der pst2- (B) und ugp-Operons (C) beginnen sowohl unter P;-
gesattigten, als auch P;-limitierten Bedingungen ebenfalls bei einem Guanin 1 bp stromaufwarts (+1) des
ATG und beide Transkripte haben keine leader-Sequenz.

3.1.4 Untersuchung der pstl-, pst2- und ugp-Promotoren durch
bgaH-Reportergen-Fusion

Die im vorherigen Kapitel beschriebene Bestimmung der Startstelle der Transkription fir die
Operons pstl, pst2 und ugp war die Voraussetzung fir die Bestimmung der Lage cis-aktiver
Elemente im Promotorbereich. An diese Elemente binden entweder allgemeine
Regulatorproteine, wie das TATA-Box-Bindeprotein TBP oder spezifische Regulatorproteine,

die eine phosphatabhangige Regulation der Operons steuern.
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Die Promotoren pstl, pst2 und ugp wurden in einer in silico Analyse (Kapitel 3.1.4.1) auf
solche offensichtlichen cis-aktiven Elemente hin untersucht.

Der Promotorbereich, der stromaufwarts des jeweiligen Operons liegt, erstreckt sich in seiner
Gesamt-Lénge Uber die nicht-kodierende Region zwischen dem ersten Gen des Operons
(pstSi, pstS; bzw. ugpB) und dem davon stromaufwarts gelegenen Gen (OE4487F, phoU3
bzw. OE5165R). Die Promotorbereiche sind in Abb. 13 als Ppstl, Ppst2 und Pugp

veranschaulicht.

Je effizienter die RNA-Polymerase die Synthese eines Transkripts (mMRNA) durchfuhren
kann, desto hoher liegt die Promotoraktivitat. Um Aussagen uber die Promotoraktivitat treffen
zu konnen, wurde der Promotor an ein Reportergen fusioniert. Die Aktivitat des Promotors
kann Uber die Transkriptmenge und / oder die Proteinexpression des Reportergens gemessen
werden.

Das wohl bekannteste Reportergen ist das lacZ-Gen aus Escherichia coli, das fur eine
B-Galaktosidase kodiert. Da sie bei hohen Salzkonzentrationen nicht aktiv ist, eignet sie sich
nicht fur Promotorstudien in Halobakterien. Verwendet wurde daher das Gen bgaH, welches
fir das Protein BgaH, eine p-Galaktosidase aus dem halophilen Archaeon Haloferax
lucentensis, kodiert (Holmes & Dyall-Smith, 2000, Holmes et al., 1997). Das Enzym stellt ein
Homolog zur B-Galaktosidase aus E. coli dar und katalysiert wie diese die Hydrolyse von
B-glykosidischen  Bindungen.  Auch  synthetische  Verbindungen wie  ONPG
(Ortho-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid) und X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-Indolyl-f-D-
Galaktosid) werden als Substrat erkannt. Das Reportergen bgaH wurde fur Promotorstudien
bereits erfolgreich in H. salinarum (Patenge et al., 2000) und Haloferax volcanii (Gregor &
Pfeifer, 2001, Sartorius-Neef & Pfeifer, 2004) eingesetzt.

Die in den Expressionsvektor pReport klonierten Promotorfusionskonstrukte wurden in
H. salinarum R1 transformiert. Das pReport-Plasmid enthélt 750 bp des Gens OE3349F aus
H. salinarum, welches fiir das Plasmid die Integrationsstelle ins Genom darstellt (Schwarz,
unveréffentlicht). S&mtliche Transformanten wurden auf X-Gal-haltigen +P;-Agarplatten
kultiviert, wodurch die B-Galaktosidaseaktivitat der BgaH bereits durch eine Blauféarbung der
Klone detektiert werden konnte. Die Integration des pReport-Plasmids an der richtigen Stelle
im  Genom selektierter Transformanten wurde unter Verwendung spezifischer
Oligonukleotide mittels PCR und Sequenzierung verifiziert (siehe Methodenteil).

AnschlieBend wurde die p-Galaktosidaseaktivitat der positiven Transformanten durch das
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Umsetzen von ONPG im ONPG-Enzymtest quantifiziert (siehe 2.4.1.2). Die Aktivitat der
B-Galaktosidase BgaH reflektiert die Aktivitat des jeweils untersuchten Promotors bzw. die
Expression des Operons. Die Transformanten wurden fir alle Versuche sowohl unter
phosphatgeséttigten, als auch phosphatlimitierten Bedingungen kultiviert.

Mit Hilfe der bgaH-Reportergenfusion sollte die Lage cis-aktiver Elemente in der pstl- und
pst2- Promotorregion experimentell identifiziert werden.

Da das pst2-Operon sowohl unter phosphatgesattigten als auch unter phosphatlimitierten
Bedingungen nur einen Transkriptionsstart hat, der zu einem Transkript ohne leader fihrt,
kann die Aktivitat des pst2-Promotors allein Uber die Aktivitat der BgaH im ONPG-
Enzymtest wiedergespiegelt werden.

Das pst1-Operon jedoch besitzt zwei verschiedene Promotoren, die je nach Phosphatgehalt im
Medium unterschiedlich verwendet werden. Unter —P;-Bedingungen wird das pst1-Operon
von einem TSS transkribiert und synthetisiert ein Transkript ohne leader-Sequenz. Die
Aktivitadt dieses pstl-Promotors kann durch die BgaH-Aktivitat wiedergegeben werden.
Durch Deletionen des Promotors und Mutationen in bestimmten Bereichen ist es mdglich
cis-aktive Elemente im Promotor zu identifizieren.

Unter +P;—Bedingungen besitzt das pst1-Operon jedoch zwei Transkripte, wobei bevorzugt
ausgehend von TSS-2 transkribiert wird. Deletionen oder Mutationen im pstl-Promotor
kdnnen beide Promotoren beeinflussen und das Transkript-Verhéltnis andern. Daher miissen
hier neben den Ergebnissen des ONPG-Enzymtests auch die der Northernblot-Analyse und
der Transkriptionsstartbestimmung herangezogen werden.

Genexpression stellt den Prozess dar, bei dem die genetische Information genutzt wird, um
daraus ein funktionales Genprodukt zu synthetisieren. Die Expression des pstl-, pst2- und
ugp-Operons sollte mit Hilfe der bgaH-Reportergenfusion untersucht werden. Hierbei wurde
die Induktion der phosphatabhéngigen Genexpression verfolgt und flr die drei verschiedenen
Operons verglichen.

In weitergehenden Untersuchungen wurden die Transkriptionsstarts des pstl-Promotors in
zwei Transformanten (analog zu Kapitel 3.1.3) bestimmt und mit den Ergebnissen des
Wildtyps verglichen. Um unter anderem die Korrelation zwischen Transkript und
Translationsprodukt zu untersuchen wurde fur einige Transformanten auch die
bgaH-Transkriptmenge mittels Northernblot analysiert und dem Ergebnis der BgaH-Aktivitat
aus dem ONPG-Enzymtest gegeniibergestellt. Diese Untersuchung ist Bestandteil des
Kapitels 3.2.
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3.1.4.1 Insilico Analyse der Promotorsequenzen pstl, pst2 und ugp

Die gesamte Promotorregion der Operons pstl, pst2 und ugp erstreckt sich Gber den
nicht-kodierenden Bereich zwischen den Leserahmen der Gene pstS1, pstS2 bzw. ugpB und
den Leserahmen der stromaufwaérts davon liegenden Gene, welche in allen drei Féllen in die
entgegengesetzte Richtung orientiert sind. Diese Bereiche haben eine Lange von 155 bp, 227
bp bzw. 180 bp (siehe Abb. 13). Die Sequenzen des gesamten Promotorbereichs pstl, pst2
und ugp kénnen im Anhang in Abb. 53 eingesehen werden.

Die Analyse der genannten Promotorbereiche ist in Abb. 14 gezeigt und umfasst cis-aktive

Elemente mit Konsensussequenzen die in (Brenneis et al., 2007) beschrieben wurden.

-41 -31 -21 -11 +1
-100 -90 -80 -70 -60
Ppst1: TGGTCTCACCAGTGATATATAGCACACACAGTCCTATGGAGGGATGGCAGCCA
TATA /P-BOX* RY-BOX TSS2
Ppst2: CGAGCGTCGAATCGATTCGCGGACATGCGATGTGAACTGTTCCCTATGTACTG
Pugp: GCTGCGCGCCGCCCCATGCACGGCTCAATAGGTCTCCAGAACTGTCTGGACGG
-50 -40 -30 -20 -10 +1

CCACGTAGCCATATTATAAACGGGTTTACTGGTTCCGGGTGCCATTCCAAGCEATG -DpstS,
CTATATATACGTAATAGCAGAGTACTTATTCGCATCGCGGCGAGCATACGACEGATG > pstS,

ATATTTTCAACTCATATAAGCACTCATCCGAGGACCCCGAG@I‘GCGTTATCCQATG -> ugpB
P-BOX* BRE TATA-BOX [-10/-11 TS

* AT-reiche Region

Abb. 14: Putative cis-aktive Elemente der Promotoren des pst1-, pst2- und ugp-Operons: Ppst1, Ppst2
und Pugp.

Die gezeigte Lange aller Promotorsequenzen betrdgt 105 bp. Farbige Kasten zeigen putative Sequenzen
der cis-aktiven Elemente: -10/-11-Region ist weiR, TATA-Box ist grau, BRE ist orange, AT-reiche Regionen
(P-Boxen) griin und eine CA-reiche Region (RY-Box) gelb hinterlegt. Die bestimmten Transkriptionsstarts
(TSS) sind blau hinterlegt und die Startcodons kursiv dargestellt.

Die TATA-Box oder das BRE-Element sind basale Promotorelemente, die vom
TATA-Box-Bindeprotein (TBP) oder dem Transkriptionsfaktor B (TFB) gebunden bzw.
erkannt werden. Der Konsensus fiir die TATA-Box ist TTWT* mit dem Zentrum bei -27/-28,
fur das stromaufwarts davon liegende BRE-Element ist er CGAAA. Zwei friihere Studien

‘*W=AoderT
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beschrénken sich fir das BRE-Element auf den Konsensus AA (Slupska et al., 2001, Soppa,
1999). Ein neu entdecktes Element mit dem Konsensus WW?* befindet sich bei -10/-11.

Der Transkriptionsstart aller drei Operons befindet sich 1 bp stromaufwarts des Startcodons
ATG (siehe 3.1.3).

Nur der ugp-Promotor zeigt ein -10/-11-Element, das dem Konsensus folgt.

Ein mogliches TATA-Box Motiv liegt etwa 23-28 bp stromaufwérts des jeweiligen
Transkriptionsstarts (TSS). Fir das pstl-Operon konnte das Kernmotiv der TATA-Box
TTTA, flr das pst2-Operon TTAT und flr das ugp-Operon TCAT sein. Das ugp-Operon
besitzt in der Region -20 bis -30 nur vier Basen, die auf ein mogliches TATA-Box Motiv
hinweisen. Ein bekanntes Beispiel fur ein schlechtes TATA-Box Motiv in H. salinarum stellt
beispielsweise die TATA-Box des bop-Promotors dar (Baliga & DasSarma, 2000). Ein
besseres TATA-Box Motiv ware beim ugp-Promotor zwischen 34 - 39 bp zu finden.

Ein weiterer in dieser Arbeit bestimmter Transkriptionsstart (TSS-2) des pstl-Operons
befindet sich 60 bp stromaufwarts des Startcodons. Die dazugehdrige putative TATA-Box
liegt 26 - 32 bp stromaufwaérts des TSS-2.

Das Motiv gleicht zudem einer alternierenden AT-reichen Region, die beim selben Promotor
bei 36 - 42 bp, beim pst2-Promotor bei 44 - 50 bp und beim ugp-Promotor bei 46 - 52 bp
stromaufwarts des TSS liegt. Bei allen drei Promotoren ist ein AT-reicher Bereich zwischen
etwa 36-52 bp zu beobachten. AT-reiche Sequenzbereiche konnen beispielsweise
Bindestellen fiir Proteine mit einer Homeodomaéne darstellen. Diese Doméne ist in vielen
Transkriptionsfaktoren zu finden und wird auch als helix-turn-helix (HTH) bezeichnet. Der
Basen-spezifische Kontakt findet in der groflen Furche der DNA statt. In der Béackerhefe
Saccharomyces cerevisiae bindet Pho2p, ein Transkriptionsfaktor des PHO-Regulons mit
einer Homeodomane, an AT-reiche Sequenzen (Barbaric et al., 1996, Magbanua et al.,
1997a). Diese befinden sich neben UAS (upstream activator sequence), die von anderen
Transkriptionsfaktoren zusammen mit Pho2p gebunden werden (Magbanua et al., 19973,
Magbanua et al., 1997b). Die AT-reiche Region in H. salinarum koénnte analog zu der von
S. cerevisiae an eine UAS angrenzen oder selbst eine UAS darstellen.

Die Promotorbereiche der Gene des PHO-Regulon in Bakterien, wie beispielsweise E. coli
oder B. subtilis, zeichnen sich dadurch aus, dass sie eine oder mehrere sogenannte
PHO-Boxen besitzen. In der Einleitung wurde bereits naher auf diese PHO-Boxen

eingegangen. Die PHO-Box aus E. coli besteht aus zwei 7 bp langen direkten
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Wiederholungen (direct repeats) des Konsensus CTGTHAY?, die durch 4 Basen (AWAW?)
voneinander getrennt sind. Vor einigen Genen oder Operons, z.B. dem pst-Operon, von
E. coli liegt der 18 bp lange Bereich in weiteren Kopien vor (Makino et al., 1994). Im
Promotorbereich des pst2-Operons von H. salinarum konnte eine Struktur gefunden werden,

die der Konsensussequenz der PHO-Box aus E. coli gleicht (siehe Tab. 3).

Tab. 3:Vergleich der PHO-Box &hnlichen Struktur in der Promotorregion des pst2-Operons von
H. salinarum und der PHO-Box des pst-Operons in E. coli.
Identische Basen sind durch Fettdruck hervorgehoben.

7 bp 4 bp 7 bp
Konsensus CTGTCAT AWAW | CTGTWAY

E. coli (pst-Operon, PHO-Box1) | CTGTCAT AAAA | CTGTCAT

E. coli (pst-Operon, PHO-Box2) | CTTACAT ATAA | CTGTCAC

H. salinarum (pst2-Operon) CTGCTAT ATAT | ACGTAAT

“Konsensus nach Wanner (1993)

Weder im Promotorbereich des pstl- noch des ugp-Operons konnte ein dem
PHO-Box-Konsensus ahnlicher Bereich identifiziert werden. Die in Tab. 3 gezeigte Sequenz
des pst2-Promotors liegt innerhalb der AT-reichen Region (-55 bis -37). Die einzige
Homologie zu dem pstl- und ugp-Promotor in diesem Bereich zeichnet sich durch die
AT-reiche Struktur aus.

In dieser Arbeit wurde fiir die AT-reiche Region der Begriff P-Box eingeflhrt, der sich
speziell auf die AT-reiche Struktur in H. salinarum bezieht. Der alternative Begriff P-Box
wird verwendet, da aufler im pst2-Promotor keine Homologie zu PHO-Boxen anderer
Organismen gefunden werden konnte. AulRerdem ist die Regulation des PHO-Stimulons
durch ein Zweikomponentensystem in H. salinarum ungewiss, der Regulationsmechanismus
somit noch unbekannt. Die PHO-Box wird in Bakterien von einem Antwortregulator erkannt
und gebunden. Aus einer vorangegangenen Arbeit ging hervor, dass fir H. salinarum ein
klassisches Zweikomponentensystem ausgeschlossen werden kann (Wende et al., 2009).
Daraus folgt, dass auch keine klassische PHO-Box in der Promotorregion vorliegt. Auf
essentielle cis-aktive Elemente in H. salinarum wird in Kapitel 4.3 noch ausfihrlicher

eingegangen.

SH=A,CoderT;Y=CoderT; W=AoderT
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Ein Homologievergleich der Promotorregionen stromaufwérts der ersten Gene der pst-
Gencluster von vier verschiedenen archaealen halophilen Organismen (Halobacterium
salinarum, Haloquadratum walsbyi, Natronomonas pharaonis und Haloarcula marismortui)
zeigt, dass sowohl die TATA-Box als auch die AT-reichen Regionen konserviert sind (siehe
Abb. 15).

H.s. (OE4485R)

H.s. (OE1679R)

H.w. (HQ1471A)

N.p. (NP1978A)

N.p. (NP6104Aa)

H.m (rrnAC2149)

H.m (xrrnAC1509)

H.s. (OE4485R) W TECGGGTGC
H.s. (OE1679R) GI‘ACTTATTIG Tcecc-ﬁcs
H.w. (HQ1471a) i#ﬂTT}\:T AA[IPTGATAGAT,
N.p. (NP1978A) G \GTACTTA G, GA
N.p. (NP6104a) : : %m <
H.m (rrnAC2149) TGGC!
H.m. (rrnAC1509) TCATCTCCAR

AT-reicheRegion BRE TATA-Box

Abb. 15: Homologievergleich der Promotorregion des ersten Gens der pst-Gencluster von
Halobacterium salinarum (H.s.), Haloquadratum walsbyi (H.w.), Natronomonas pharaonis (N.p.) und
Haloarcula marismortui (H.m.).

Die verschiedenen Promotoren zeigen eine hohe Homologie im Bereich der TATA-Box, die etwa 25 bp
stromaufwarts des Startcodons liegt. Alle Promotoren zeigen zudem AT-reiche Regionen stromaufwarts
der TATA-Box, die in dieser Arbeit auch als P-Boxen bezeichnet werden. Die entsprechenden Gene der
Promotoren sind in Klammern angegeben. Der Transkriptionsstart des pst1- und pst2-Operons (pstS; =
OE4485R und pstS, = OE1679R) aus H. salinarum ist mit einem schwarten Pfeil markiert, der TSS-2 des
pst1-Operons bei 47 mit einem roten Pfeil. Die TATA-2-Box des pst1-Operons ist rot umrahmt.

Das BRE-Element, welches stromaufwérts der TATA-Box liegt, weicht von dem
vorgegebenen Konsensus CGAAA ab und nur beim pstl- und ugp-Promotor kann der
Konsensus AA gefunden werden (Abb. 14).

Bei 76 - 83 bp stromaufwarts des TSS weist der pstl-Promotor einen alternierenden RY®-
Sequenzbereich (CACACACA) auf, der als RY-Box bezeichnet wird. Diese wurde auch im
bop-Promotor im selben Abstand zum Transkriptionsstart wie beim pstl-Promotor
beschrieben. Es wurde vermutet, dass diese Sequenz, die zur Supercoil-Konformation neigt,
an der Regulation der Transkription beteiligt sein konnte indem sie eine Z-DNA-Struktur
bildet (Baliga & DasSarma, 2000, Yang et al., 1996).

® R = Purin; Y = Pyrimidin
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Um die Rolle der cis-aktiven Elemente fir die Aktivitat der Promotoren bestétigen zu kdnnen,
wurden die Sequenzen offensichtlicher Motive im Folgenden durch Punktmutation veréndert

und die BgaH-Aktivitat mit der der nativen Sequenz verglichen (siehe dazu Kapitel 3.1.4.5).

3.1.4.2 Herstellung verschiedener pstl-, pst2- und ugp-Promotorfusions-
Konstrukte

Ziel war es, verschiedene Fusionskonstrukte der pstl-, pst2- bzw. ugp-Promotoren mit dem
Reportergen bgaH herzustellen. Relativ zur Wildtyp-Sequenz wurden die Promotorsequenzen
durch schrittweise Deletion in ihrer Lange variiert oder durch Punktmutation bestimmte
Nukleotide verdndert. AnschlieBend sollte untersucht werden, inwieweit dadurch die
Expression beeinflusst wird.

Bei (Gregor & Pfeifer, 2001) wurde eine gestorte Translation der bgaH-mRNA beobachtet,
wenn der gvpA-Promotor am Startcodon des gvpA-Leserahmens direkt mit dem Startcodon
des bgaH-Leserahmens fusioniert wurde. In diesem Fall wurde das fusionierte Konstrukt zwar
transkribiert, jedoch nicht translatiert. Um in der vorliegenden Arbeit diese Tatsache bei der
Herstellung der verschiedenen Promotorfusions-Konstrukte zu beriicksichtigen, wurden die
pstl-, pst2- bzw. ugp-Promotorkonstrukte nicht direkt am pstS1-, pstS2- bzw.
ugpB-Startcodon mit dem Leserahmen des bgaH-Gens fusioniert, sondern erst nach den
ersten neun Nukleotiden des jeweiligen Leserahmens und weiteren neun Nukleotiden aus
zwei eingebrachten Restriktionsschnittstellen Pstl und Ndel (siehe Abb. 16). Das ATG in der
Palindromsequenz der Ndel-Schnittstelle (CATATG) bildet das Startcodon des bgaH-Gens
(siehe Abb. 16).

Bei der Translation des Proteins BgaH in den Transformanten werden demnach am
N-Terminus zusétzlich sechs Aminoséauren eingebaut, wobei sich drei aus der Sequenz des
jeweiligen Gens und drei aus der Sequenz der fir die Fusion verwendeten
Restriktionsschnittstelle Pstl und Ndel ableiten. Die zusatzlichen Aminosduren am
N-Terminus, die bei der Translation des BgaH-Proteins eingebaut werden, sind in
pstl-Transformanten MHSLQH’, in pst2-Transformanten MPALQH® und in der
ugp-Transformante MAPLQH®.

" Aminoséuren: M (Methionin); H (Histidin); S (Serin); L (Leucin); Q (Glutamin); P (Prolin); A (Alanin)
91
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Abb. 16: Schematische Darstellung der
Promotor-bgaH-Fusionskonstrukte fiir den
pstl-, pst2- bzw. ugp-Promotor im
Expressionsvektor pReport.

Nach dem Transkriptionsstart (+1) folgen 9 nt

Promotor
f':\us .Fier Sequenz des Leserahmens dt?r (pst1, pst2, ugp)
jeweiligen Gene. Danach folgt  die
Erkennungssequenz der Restriktionsenzyme
Pstl (grin) und Ndel (blau). Sowohl das ATG-
Startcodon aus der jeweiligen Gensequenz, als +1 pstl  Ndel
auch das ATG aus der Ndel-Schnittstelle ist pstl- GATGCACTCACTGCAGCATATG
durch Fett- und Kursivdruck dargestellt. Das pst2 - GATGCCAGCACTGCAGCATATG

Startcodon fiir die Translation der bgaH-mRNA ugp - GATGGLGCCCCTGCAGCATATG

ist zusatzlich unterstrichen und blau. Der
bgaH-Leserahmen ist als roter Blockpfeil
dargestellt. Eine Ausnahme dieses gezeigten
Schemas bildet die Herstellung der KF1E-
Transformante mit dem pst1(-155 — -56)-
Promotorkonstrukt, die in Kapitel 3.1.4.5.1
detailliert beschrieben wird.

Im Anhang in Abb.54 sind alle mutierten und deletierten Bereiche der
Promotorfusionskonstrukte fiir pstl und pst2 fir den gesamten Promotorbereich abgebildet.

Abb. 17 zeigt diese bei einer Promotorlange von 105 bp.

-41 -31 -21 -11 +1
-100 -90 -80 -70 -60
(-102) . (-74) .
% k % * ok k%
Ppstl:  TGGUCTCACCAGTGATATATAGCACACACAQTCCTATGGAGGGATGECAJCCA
(-105) (-85) (-64) | TSs2 (-56)
Ppst2:  [CGAGCGTCGAATCGATTCGJGGACATGCGATGTGAACTGTICCCTATGTACTG
TATA /P-BOX RY-BOX
-50 -40 -30 -20 -10 +1
(-52). " koK ok x Tk kkx - - [
ECACGTAGCCATATTATAAACGGGTTTACTGGTTCCGGGTGCCATTCCAAGCQATG 9pst$1
* % %% (-43) &k k k TSS1

CTATATATAEG TAATAGCAGAGTACTTATTCGCATCGCGGCGAGCATACGACGATG - pstS A

P-BOX TATA-BOX TS

Abb. 17: Mutierte und deletierte Promotorbereiche des pst1- und pst2-Operons (Ppst1 und Ppst2).
Putative TATA-Boxen sind grau hinterlegt, putative P-Boxen griin, und die putative RY-Box gelb. Basen,
die in den Promotorfusionskonstrukten durch Punktmutation mutiert wurden, sind durch Fettdruck und
dariiber liegendem Stern dargestellt. Langen der Schritt-flir-Schritt-Deletion des Promotorbereiches sind
angegeben. Transkriptionsstarts (TSS) sind blau hinterlegt und Startcodons kursiv dargestellt.
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Im pstl-Promotor wurden jeweils 4 Nukleotide in den putativen Sequenzen der beiden
TATA-Boxen, der P-Boxen und der RY-Box durch Punktmutation ausgetauscht. Der 155 bp
lange Promotor wurde auf Liangen von 101 bp, 74 und 52 bp vom 5°‘-Ende ausgehend
verkiirzt. Eine Deletion am 3°-Ende verkirzte den Promotor auf den Bereich von 155 bp bis
56 bp stromaufwarts des TSS-1.

Der pst2-Promotor wurde in der vermeintlichen TATA- und P-Box in je 4 Basen verandert.
Die 5°-Deletionen verkirzten den 227 bp langen Promotor auf eine Lange von 105 bp, 85 bp,
64 bp und 43 bp.

Nach der Klonierung der Promotorfusionskonstrukte in den Expressionsvektor pReport und
der erfolgreichen Transformation in H.salinarum R1, sollte die phosphatabhéngige
Expression (Kapitel 3.1.4.4) der Operons untersucht werden und die Lokalisation cis-aktiver

Elemente (Kapitel 3.1.4.5) im Promotorbereich erfolgen.

3.1.4.3 Transkriptionsstartbestimmung der pstl-Promotorfusionskonstrukt-
Transformante KF1A mittels 5°-RACE

In Wildtypzellen des H.salinarum R1-Stamms konnten fir das pstl-Operon zwei
Transkriptionsinitiationsstellen in  Abhédngigkeit des Phosphatgehalts des Mediums
identifiziert werden (Kapitel 3.1.3). Bei Phosphatsattigung werden zwei verschiedene
Transkripte synthetisiert, wobei das bevorzugte Transkript einen 60 Nukleotide (nt) langen
untranslatierten Bereich besitzt, der 5°-UTR (untranslated region) oder auch leader genannt
wird. Dieses Transkript wurde dreimal haufiger vorgefunden als das Alternativtranskript ohne
leader-Sequenz.

Analog zur Transkriptionsstartbestimmung fir das pstl-Operon in H. salinarum
Wildtypzellen, sollte festgestellt werden, ob die Transformante KF1A®% die das
pstl-Promotorkonsturkt mit Gesamt-Lange tragt, bei Phosphatsattigung ebenfalls zwei
Transkriptionsstarts flr das fusionierte bgaH-Gen verwendet.

In Anlehnung an Kapitel 3.1.3, wurde dazu die 5‘-RACE-Methode sowohl mit Zellen, die
unter phosphatgesattigten als auch phosphatlimitierten Bedingungen kultiviert wurden,
angewandt.

Die Transkriptionsstart-Analyse ergab ein identisches Ergebnis beim pst1-Promotor in der
Transformante (Abb. 18) und dem pst1-Promotor aus Wildtypzellen (Abb. 13A).

® Transformante KF1A enthalt das pst1(-155)-Promotorkonstrukt
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Die Promotorregion des pst1l-Operons liegt in der Transformante KF1A dem Reportergen
bgaH vorgeschaltet vor. Unter +P;j-Bedingungen konnten analog zum Wildtyp zwei
5‘-RACE-Fragmente identifiziert werden. Aus der Analyse der Fragmente konnte gefolgert
werden, dass in der Transformante (Abb.18) unter +P;-Bedingungen bevorzugt der
Transkriptionsstart TSS-2 statt TSS-1 verwendet wird. Das Mengen-Verhéltnis der Transkipte
mit und ohne leader-Sequenz betrug 4:1, das der im Wildtyp betrug 3:1 (siehe Klonverhéltnis
in 2.3.5.2.3).

Unter —P;-Bedingungen hingegen, wurde wie im Wildtyp ausschlieBlich der

Transkriptionsstart TSS-1 fiir das daraus resultierende leader-lose Transkript verwendet.

Abb. 18: Schematische Darstellung der beiden
Transkriptionsstarts des Reportergens bgaH in
der Transformante KF1A, die das
Promotorkonstrukt pst1(-155) enthilt.

Das Gen bgaH ist als roter Blockpfeil

dargestellt. Der pstl-Promotorbereich des TSS2 TSS1
pst1(-155)-Konstrukts der Transformante KF1A (+P,) (-P,und+P)

wird als Ppstl bezeichnet. Analog zum pstl-

Operon  (Abb. 13A) besitzt auch das I r r 7/
Reportergen bgaH zwei Transkriptionsstarts. 55 59 +1

Unter P;-gesattigten Bedingungen wird das 60 Ppstt

bp stromaufwarts (-59) des Startcodons ATG G 3m
(weiler Kasten) liegende Guanin (rotes G),

viermal hdaufiger als  Transkriptionsstart — . mRNA
verwendet als ein zweites Guanin, welches 1 ,

bp stromaufwérts davon (+1) liegt. Unter P;- Toadier

gesattigten Bedingungen besitzt das

bevorzugte Transkript eine 60 nt lange leader- 60 nt Ieader—Sequenz (+ Pi)

Sequenz. Dagegen wird unter P;-limitierten

Bedingungen nur das Guanin 1 bp ohne leader-Sequenz (- P; und + P;)

stromaufwarts (+1) des ATG als
Transkriptionsstart benutzt und das Transkript
besitzt keine leader-Sequenz. Die beiden
Transkriptionsstarts werden analog zum pst1-
Operon TSS-1 (+1) und TSS-2 (-59) genannt.

Zusammenfassend konnte in der Transformante KF1A bestdtigt werden, dass die
Transkriptionsinitiation am pstl-Promotor unter analogen Bedingungen an den gleichen

Transkriptionsstarts wie im Wildtyp stattfindet.
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3.1.4.4 Kinetik der phosphatabhangigen pstl-, pst2- und ugp-Expression

Die Expression eines Operons wird nicht nur von cis-aktiven Kontrollelementen im Promotor
und daran bindenden trans-aktiven Faktoren (genspezifische Regulatorproteine) beeinflusst.
In den meisten Féllen spielt auch ein spezifischer Umweltreiz eine Rolle, wie in diesem Fall
anorganisches Phosphat (P;).

Die Starke der pstl-, pst2- bzw. ugp-Expression sollte mit Hilfe des oben beschriebenen
bgaH-Reportersystems quantitativ in Abhangigkeit vom Phosphatgehalt des Mediums
untersucht werden. Fur die Untersuchung wurden die Transformanten KF1A, KFOA und
KF2A, welche das Promotorkonstrukt des jeweils gesamten pstl-, pst2- und
ugp-Promotorbereichs enthielten (Promotorkonstrukt pst1(-155), pst2(-227) und ugp(-181)),
verwendet.

Um die Kinetik der phosphatabh&ngigen Induktion der -Galaktosidaseaktivitat verfolgen zu
kdnnen, mussten die Zellen aus +P;- in —P;-Bedingungen gebracht werden. Dazu wurden die
Zellen zunéchst in +Pj-Medium angezogen, abzentrifugiert und in —P;-Medium (SMOP)
resuspendiert. Die Kultur wurde unter den in Kapitel 2.2.2 beschriebenen Standard-
Bedingungen weiter kultiviert.

Die BgaH-Aktivitait (U/mg Gesamtprotein) wurde mit Hilfe des ONPG-Enzymtests
ausgehend vom Transfer-Zeitpunkt in festen Zeit-Intervallen gemessen. Die festgelegten
Messpunkte lagen bei 0 h, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h. Es wurden drei
unabhdangige Versuche mit je drei Messreihen durchgefuhrt und daraus die Mittelwerte und
Standardabweichungen errechnet.

Abb.19  zeigt die  Graphen der durch  Phosphatlimitierung  induzierten
B-Galaktosidaseaktivitét, welche die phosphatinduzierte Genexpression reflektiert. Gemessen
wurde vom Zeitpunkt der Phosphat-Limitierung (0 h) bis zu 96 Stunden. Die B-Galaktosidase-
Aktivitat der Stamme KF1A (pstl), KFOA (pst2) und KF2A (ugp) stieg stetig an und fir pstl
und pst2 zeigte sich ein apparenter Hohepunkt bei 48 h. Angemerkt sei hier, dass die
Standardabweichung fiir pst2 bei 72 h nur 0,01 U/mg betrug, was zu einem schlecht
sichtbaren Fehlerbalken fuhrt. Bei ugp erreichte die B-Galaktosidase-Aktivitat ein Plateau
zwischen 48h bis 96 h. Die hochste p-Galaktosidase-Aktivitat konnte in der KF1A (pstl)-
Transformante, die niedrigste in der KF2A (ugp)-Transformante detektiert werden. Die Werte

der KFOA (pst2)-Transformante lagen dazwischen.
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Abb. 19: Darstellung des kinetischen Verlaufs der phosphatabhingigen pstl-, pst2- und ugp-
Expression mit Hilfe der B-Galaktosidase-Aktivitat im bgaH-Reportersystem.

Die PB-Galaktosidase-Aktivitdat unter P;-gesattigten Bedingungen beim Zeitpunkt 0 h steigt mit
zunehmender Zeit unter P;-limitierten Bedingungen an. Die Zellen der Stamme KF1A (pst1), KFOA (pst2)
und KF2A (ugp) wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h,3 h,6h,9h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h)
geerntet und ihre B-Galaktosidase-Aktivitat mit Hilfe des ONPG-Enzymtests gemessen. Jeder Messpunkt
ist der Mittelwert der PB-Galaktosidase-Aktivitit (U/mg Gesamtprotein) aus drei unabhangigen
Versuchen mit je drei Messproben. Die berechnete Standardabweichung ist als Fehlerbalken dargestellt.

Damit wurde gezeigt, dass die phosphatabhangige Genexpression bei pstl, pst2 und ugp nach
48 h unter phosphatlimitierten Bedingungen ihr Maximum erreicht. Dieser Zeitpunkt (48 h)
wurde daraufhin in allen folgenden Versuchen als Standard fiir Messungen unter

-P;-Bedingungen gewdhit.

Der Vergleich der Genexpression unter +P;-Bedingungen mit der durch Phosphatlimitierung
induzierten Genexpression, die in dieser Arbeit als phosphatabhédngige Genexpression
bezeichnet wird, wird in Abb. 20 durch die p-Galaktosidaseaktivitat in den Transformanten
KF1A (pstl), KFOA (pst2) und KF2A (ugp) wiedergegeben. Die BgaH-Aktivitat bei pst2
(0,065 U/mg Gesamtprotein) unter +P;-Bedingungen war deutlich hoéher als die bei pstl
(0,0068 U/mg Gesamtprotein) und ugp (0,0006 U/mg Gesamtprotein), welche eine sehr
niedrige pB-Galaktosidaseaktivitat zeigten. Die Pj-abhangige BgaH-Aktivitat bei pstl (0,78
U/mg Gesamtprotein) war mindestens dreimal so hoch wie die bei pst2 (0,28 U/mg

Gesamtprotein) und ugp (0,18 U/mg Gesamtprotein).
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Abb. 20: Darstellung der pstl-, pst2- und ugp- Genexpression unter Pi-gesattigten und P;-limitierten
Bedingungen mit Hilfe der B-Galaktosidase-Aktivitdt im bgaH-Reportersystem.

Die basale Genexpression unter phosphatgesattigten Bedingungen (+P;) wird durch die drei oberen
Balken, die phosphatabhingige Genexpression unter phosphatlimitierten Bedingungen (-P;) wird durch
die drei unteren Balken dargestellt, wobei pst1 blau, pst2 grin und ugp orange gefarbt sind. Jeder
Balken zeigt den Mittelwert der B-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg Gesamtprotein) aus mindestens drei
unabhdngigen Versuchen mit je drei Messproben. Der eingezeichnete Fehlerbalken stellt die berechnete
Standardabweichung dar; n.m. = nicht messbar.

Dieses niedrige ugp-Expressions-Niveau stimmt nicht mit dem Ergebnis aus einer vorherigen
Transkriptomanalyse (Wende et al., 2009) tberein, in der die Gene ugpA und ugpB nach einer
Phosphatlimitierung bis 24 h stetig induziert wurden und eine héhere Induktion als die Gene
pstS1 und pstC; aufwiesen. Die abweichenden Ergebnisse konnten in einer niedrigen
Translationseffizienz der BgaH in der KF2A-Transformante begriindet sein (siehe Kapitel
4.3). Da die ugp-Expression einerseits verhaltnismaBig sehr schwach war und andererseits
nicht mit friheren Daten (bereinstimmte (siehe Diskussion, Kapitel 4.3), wurden weitere
Experimente mit dieser Transformante eingestellt. Im Weiteren konzentrierte sich die Arbeit
auf die Charakterisierung des pst1- und pst2-Promotors.

Aus der Analyse der in Kapitel 3.2 gezeigten Northernblots ging hervor, dass die Menge der
bgaH-mRNA mit oder ohne leader-Sequenz unter beiden Phosphatbedingungen vergleichbare
Werte erreichten. Die hohe Induktion der BgaH-Aktivitat unter Phosphatlimitierung ist das
Ergebnis der hohen Translationseffizienz des bgaH-Transkripts, welches keinen leader besitzt
im Vergleich zu der mMRNA mit leader unter Pj-gesattigten Bedingungen (siehe Kapitel 3.2).
Daten aus vorherigen Microarray- und RT-qPCR-Experimenten zeigten eine hohe Induktion
der Gene des pstl-Operons unter Phosphatmangel (Wende et al., 2009). Da das
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bgaH-Transkript nicht so stark induziert wird wie das pstl-Transkript, wird die Ursache im
bgaH-Konstrukt vermutet. Zusatzliche cis-aktive Elemente in der Umgebung des
pst1-Operons, welche nicht im verwendeten pstl-Promotor enthalten waren, kénnten eine
Rolle in der phosphatabhangigen Induktion der pst1-Transkription spielen.

Da es sich beim pst2-Operon nur um einen Transkriptionsstart handelt, der unter beiden
Phosphatbedingungen auch nur zu einem Transkript ohne leader fihrt, wird die Aktivitat des

pst2-Promotors von der BgaH-Aktivitat im ONPG-Enzymtest reflektiert.

Die Ergebnisse zeigen verschiedene Regulationsmechanismen der Induktion unter
Phosphatlimitierung fiir das pstl- und pst2-Operon. Wéhrend die Induktion des pst2-Operons
auf Transkriptionsebene reguliert wird, wird das pstl-Operon dartuber hinaus auch

posttranskriptionell reguliert.

Die Untersuchung zeigt, dass die Expression des pst2-Operons unter +P;—Bedingungen
zehnfach starker ist als die des pst1-Operons, wohingegen die Pj-abhangige Expression des
pst1-Operons 2,8 mal so stark ist wie die des pst2—Operons und 115 mal stirker als seine

Expression unter +P;—Bedingungen.

3.1.4.5 Bestimmung von cis-aktiven Elementen in den pstl- und pst2-Promotoren

Die cis-aktiven Kontrollelemente im Promotor werden von genspezifischen
Regulatorproteinen (trans-aktiven Faktoren) gebunden und aktivieren (Aktivator) oder
hemmen (Repressor) dadurch die Transkription des Operons. Die TATA-Box ist ein
allgemeines cis-aktives Promotorelement, das vom TATA-Box-Bindeprotein TBP gebunden
wird. Phosphatabhangige Regulatorelemente, die zu den genspezifischen cis-aktiven
Elementen zahlen, sind in Archaeen nicht beschrieben, jedoch als sogenannte PHO-Boxen aus
Bakterien bekannt (Liu & Hulett, 1998, Makino et al., 1994).

Das Ziel war cis-aktive Elemente im pstl- bzw. pst2- Promotor mit Hilfe des
bgaH-Reportersystems zu bestimmen. Hierzu wurden Promotorfusions-Transformanten
hergestellt, die verschiedene Variationen des pstl- bzw. pst2-Promotors enthalten. Diese
Varianten stellten verschieden lange Deletionen des jeweiligen Promotorbereichs oder
Punktmutationen in bestimmten Sequenzbereichen dar. Die BgaH-Aktivitat aller
Transformanten wurde sowohl unter phosphatgeséttigten als auch unter phosphatlimitierten
Bedingungen mit Hilfe des ONPG-Enzymtests (siehe 2.4.1.2) untersucht. Die

Promotoraktivitdt unter phosphatgesattigten Bedingungen wird als basale, die unter
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phosphatlimitierten als phosphatabh&ngige Promotoraktivitit bezeichnet. Die Ergebnisse aus
der Untersuchung der cis-aktiven Elementen in den pstl- und pst2-Promotoren werden
anschlieBend in Kapitel 3.1.4.5.5 zusammengefasst. In Tab. 16 im Anhang sind alle -
Galaktosidase-Aktivitdten der folgenden Abbildungen aufgelistet. Weiterfiihrend wurden die
Transkriptmengen einiger pstl-Transformanten mittels Northernblot Uberprift und die

Transkriptionsstarts zweier pst1-Transformanten bestimmt.
3.1.4.5.1 Schritt-fur-Schritt-Deletionen der Promotorregion

Die schrittweise Deletion von Promotorbereichen ist ein effektives Verfahren um sich an
essentielle Regionen fir die Promotoraktivitat heranzutasten.

Dazu wurden fiinf verschieden lange Promotorkonstrukte der pstl- (Abb.22) und
pst2-Promotorregion (Abb. 23) hergestellt und wie in Kapitel 3.1.4.1 beschrieben mit bgaH
fusioniert.

Eine Ausnahme bildete die Konstruktion des pst1(-155 — -56)-Promotorfusionskonstrukts, die
in Abb. 21 schematisch dargestellt ist. Dieses Promotorkonstrukt wurde am 3‘-Ende deletiert.
Dem resultierenden Promotor fehlt der stromabwaérts gelegene Bereich des in Kapitel 3.1.3
gefundenen Transkriptionsstarts TSS-2.

Ziel dieser 56 nt langen Deletion am 3‘-Ende des pst1l-Promotors war es, zu untersuchen, ob
ein pst1(-155 — -56)-Transkript vom TSS-2 synthetisiert wird und sich eine Anderung in der
BgaH-Aktivitat durch das Fehlen der leader-Sequenz in diesem Transkript zeigt.

Die Fusion des deletierten pst1-Promotors und des Reportergens bgaH erfolgte, im Gegensatz
zu den in Kapitel 3.1.4.1 beschriebenen Konstrukten, unter Verwendung nur eines
ATG-Startcodons fiur die Synthese der bgaH-mRNA (siehe Abb. 21). Diesem Startcodon,
welches aus der Ndel-Erkennungssequenz (blau) stammt, wurden noch zusétzlich 12 nt
vorgeschaltet. Die ersten 3 nt stammen aus der pstl-Promotorsequenz (leader), die
stromabwarts TSS-2 (durch ein rotes G dargestellt) folgt und weitere 9 nt stammen aus der fir
die Fusion verwendeten Restriktionsenzym-Erkennungssequenzen fur Pstl (grin) und Ndel
(blau).

Beim pst1(-155 — -56)-Konstrukt kénnen keine zusétzlichen Aminoséuren am N-Terminus
des B-Galaktosidase-Proteins eingebaut werden. Die Translation beginnt am ATG-Startcodon
aus der Ndel-Erkennungssequenz. Da das bgaH-Transkript hier keine zusatzlichen Nukleotide
enthélt, konnte es zu der in (Gregor & Pfeifer, 2001) beschriebenen Komplikation bei der

Translation kommen. Dieses Konstrukt kann auf Grund der unterschiedlichen Konstruktion

99



3 Ergebnisse

nicht direkt mit den anderen Konstrukten verglichen werden, es konnte jedoch Uberpruft
werden, ob das fusionierte Konstrukt transkribiert und translatiert wird.

Abb. 21: Schematische Darstellung des
pst1(-155 — -56)-Promotor-bgaH-Fusions-
konstrukts im Expressionsvektor pReport.
Nach dem Transkriptionsstart TSS-2 (-59, durch

ein rotes G dargestellt) folgen 3 nt aus der TSS2 TSS1
leader-Sequenz  und 9 nt aus der Promotor -59 leader +|_1>
. 1 A

Erken_anngssequenz “der beiden (pst1) ol  ATe| = s
Restriktionsenzyme Pstl (griin) und Ndel (blau). 3t
Das ATG-Startcodon fiur die Translation der i

. : |
bgaH-mRNA aus der Ndel-Schnittstelle ist -59 | Reportergen
kursiv, unterstrichen und in blau dargestellt. Es >

. . bgaH
kommt zu einer 56 nt-langen Deletion des

Promotors am 3‘-Ende. Der bgaH-Leserahmen

ist durch einen roten Blockpfeil dargestellt. Der -59  Pstl Ndel ]
Transkriptionsstart  TSS-1  (+1) und das pst1(-155--56) - GCAGCTGCAGCATATG
stromabwarts  liegende  Startcodon  des

pstS;-Leserahmens sind durch ein

eingerahmtes schwarzes G bzw. ATG

dargestellt.

Abb. 22A zeigt die schematische Darstellung des gesamten pstl-Promotorkonstrukts
pst1(-155) und der drei am 5°-Ende deletierten Promotorkonstrukte pst1(-101), pst1(-74) bzw.
pst1(-52). Die Promotorregion in den Konstrukten ist jeweils 155 bp, 101 bp, 74 bp bzw.
52 bp lang. Das am 3°-Ende deletierte Promotorkonstrukt pst1(-155 — -56) enthalt die 155 bp
bis 56 bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts TSS-1 gelegene Promotorregion (siehe
Abb. 17).

Abb. 22B zeigt die mit Hilfe des ONPG-Enzymtests bestimmte p-Galaktosidase-Aktivitat
(U/mg Gesamtprotein) der pstl-Transformanten. Die einzelnen Werte sind in Tab. 16 im
Anhang aufgelistet. Die pstl-Transformanten? tragen das in Abb. 22A jeweilig links
abgebildete Promotorkonstrukt im Expressionsvektor pReport und wurden sowohl unter Pi—
gesattigten (dunkelgraue Balken), als auch Pj-limitierten (hellgraue Balken) Bedingungen

untersucht.

% pst1-Transformanten KF1A, KF1B, KF1C, KF1D und KF1E enthalten jeweils das Promotorkonstrukt psti(-
155), pst1(-101), pst1(-74), pst1(-52) und pst1(-155 — -56) in Abb. 22
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Abb. 22: Graphische Darstellung der pst1-Promotor-Deletionskonstrukte (A) und der B-Galaktosidase-
Aktivitat (U/mg Gesamtprotein) in den dazugehérigen Promotorfusions-Transformanten (B).

Der Promotor in Gesamt-Lange (155 bp) besitzt zwei putative TATA-Box Motive (TATA-1- und TATA-2-
Kasten). Drei 5-Deletionen von 101 bp, 74 bp, 52 bp und eine 3‘-Deletion von 99 bp (-155 bis -56 bp)
Lange sind graphisch gezeigt (A). Das Startcodon (ATG-Kasten) des pstS;-Leserahmens ist stromaufwarts
des Leserahmens des bgaH-Gens (roter Kasten) fusioniert, auller bei pst1(-155—56 bp), das nur das
Startcodon des bgaH-Leserahmens (blauer Kasten) enthalt. Die relative Lage der beiden
Transkriptionsstarts TSS-1 (+1) und TSS-2 (-59) wird (ber dem Abstandsbalken angezeigt. Die
angegebene [-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg Gesamtprotein) in den jeweiligen
Promotorfusions-Transformanten wurde mit Hilfe des ONPG-Enzymtests gemessen (B). Die
angegebenen Werte sind Mittelwert aus mindestens drei unabhdngigen Versuchen mit je drei
Replikaten. Die berechnete Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet. Die basale
Promotoraktivitdt unter P;-gesattigten Bedingungen wird durch dunkelgraue Balken, die P-induzierte
Promotoraktivitdt unter P-limitierten Bedingungen wird durch hellgraue Balken dargestellt. Nicht
messbare bzw. zu niedrige 3-Galaktosidase-Aktivitdt = n.m.

Die durch die BgaH-Aktivitat wiedergegebene pst1-Promotoraktivitat unter +P;—Bedingungen
war, wie schon in Abb. 20 gezeigt wurde, sehr niedrig (0,007 U/mg Gesamtprotein), wahrend
die phosphatabhangige Promotoraktivitdt einen sehr hohen Wert erreichte (0,78 U/mg
Gesamtprotein).

Die sehr niedrige Promotoraktivitat unter +Pj-Bedingungen stieg beim Promotorkonstrukt
pst1(-101) um das Doppelte an (0,015 U/mg Gesamtprotein), wohingegen bei den
Promotorkonstrukten pstl(-74), pstl(-52) eine Abnahme (0,002 U/mg Gesamtprotein) zu
verzeichnen war, die sich nahe dem messbaren Grenzbereich befand. Da das pstl-Transkript
unter +P;-Bedingungen bevorzugt vom Transkriptionsstart TSS-2 synthetisiert wird (Kapitel
3.1.3), und sowohl dem pstl(-74)- als auch dem pstl(-52)-Promotorkonstrukt die dafir
notigen Promotorelemente fehlen, konnte bei diesen Konstrukten keine Promotoraktivitat
gemessen werden. Die Promotoraktivitat beim Konstrukt pst1(-155 —-56) war zwar Uber die
Haélfte reduziert (0,003 U/mg Gesamtprotein), jedoch noch vorhanden. Die geringe

Promotoraktivitat zeugt von einem translatierten Produkt des Promotorfusionskonstruktes.
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Die mittels Northernblot untersuchte bgaH-Transkriptmenge in der KF1E-Transformante, die
dieses Konstrukt enthalt wird in Kapitel 3.2 gezeigt.

Die phosphatabhangige Promotoraktivitat unter phosphatlimitierten Bedingungen erreicht fur
die Promotorkonstrukte pst1(-155) und pstl(-101) vergleichbare Werte. Demgegentber
konnte bei den Promotorkonstrukten pstl(-74), pst1(-52) und pst1l(-155—-56) nur eine
geringe bis fast keine Promotoraktivitat mehr detektiert werden.

Dies lasst den Schluss zu, dass der Promotorbereich zwischen 101 und 74 bp stromaufwarts
des Transkriptionsstarts TSS-1 fur die phosphatabhdngige pstl-Promotoraktivitat wichtige

Elemente enthalt.

Abb. 23A zeigt die schematische Darstellung des gesamten pst2-Promotorkonstrukts
pst2(-227), welches 227 bp lang ist. Vier am 5°-Ende deletierte Promotorkonstrukte
pst2(-105), pst2(-85), pst2(-64). bzw. pst2(-43) besitzen je eine Promotorlange von 105 bp,
85 bp, 64 bp und 43 bp (siehe Abb. 17).

Die pB-Galaktosidase-Aktivitdt (U/mg Gesamtprotein) der pst2-Transformanten'® ist in
Abb. 23B analog zu den pstl-Transformanten aus Abb. 22B gezeigt (Werte siehe Tab. 16 im
Anhang).

Wie bereits in Kapitel 3.1.4.3 gezeigt wurde, war die verhédltnismaRig hohe basale
pst2-Promotoraktivitdt —unter +Pi—Bedingungen etwa 4mal niedriger als die
phosphatabhangige Promotoraktivitat (0,28 U/mg Gesamtprotein).

Vor allem die basale, aber auch die phosphatabhdngige Promotoraktivitat stieg durch die
Deletion des Promotors am 5°-Ende im Promotorkonstrukt pst2(-105) zunéchst an, um in den
beiden weiteren 5°-Deletions-Konstrukten pst2(-85) und pst2(-64) wieder abzunehmen. Die
basale Promotoraktivitat war jedoch immer noch héher als im Promotorkonstrukt mit Gesamt-
Lange. Eine offensichtliche Reduktion der Promotoraktivitat war bei dem Promotorkonstrukt
pst2(-43) zu beobachten, woraus geschlossen werden kann, dass die fur die Promotoraktivitat
wichtigen Elemente in der Promotorregion zwischen 43 und 64 bp stromaufwarts des

Transkriptionsstarts TSS liegen.

10 pst2-Transformanten KFOA, KFOB, KFOC, KFOD und KFOE enthalten jeweils das Promotorkonstrukt
pst2(-227), pst2(-105), pst2(-85), pst2(-64) und pst2(-43) in Abb. 23
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Abb. 23: Graphische Darstellung der 5‘-Deletionskonstrukte des pst2-Promotors (A) und der
B-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg Gesamtprotein) in den dazugehdrigen
Promotorfusions-Transformanten (B).

Der Promotor in Gesamt-Lange (227 bp) besitzt ein putatives TATA-Box Motiv (TATA-Kasten). Vier 5'-
Deletionen von 105 bp, 85 bp, 64 bp und 43 bp Lange sind graphisch gezeigt (A). Das Startcodon (ATG-
Kasten) des pstS,-Leserahmens ist stromaufwarts des Leserahmens des bgaH-Gens (roter Kasten)
fusioniert. Die Lage des Transkriptionsstarts TSS wird Uber dem Abstandsbalken angezeigt. Die
angegebene [-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg Gesamtprotein) in den jeweiligen
Promotorfusions-Transformanten wurde mit Hilfe des ONPG-Enzymtests gemessen (B). Die
angegebenen Werte sind Mittelwert aus mindestens drei unabhangigen Versuchen mit je drei
Wiederholungen. Die berechnete Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet. Die basale
Promotoraktivitdt unter P;-gesattigten Bedingungen wird durch dunkelgraue Balken, die P-induzierte
Promotoraktivitat unter P;-limitierten Bedingungen wird durch hellgraue Balken dargestellt.

Die Ergebnisse der schrittweisen Deletion verdeutlichen, dass sowohl die Regionen zwischen
-101 bis -74 bp beim pstl-Promotor, als auch -64 bis -43 bp beim pst2-Promotor fir die
Promotoraktivitdt essentiell sind. Einzelne Nukleotide in diesen beiden Regionen, sowie in
putativen TATA-Boxen, wurden in den folgenden Kapiteln durch Punktmutationen verandert

und die resultierende Promotoraktivitat untersucht.
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3.1.4.5.2 Bestimmung der TATA-Box

In putativen TATA-Box-Motiven der Promotoren pstl und pst2 wurden Punktmutationen an
4 Stellen (Nukleotiden) eingefuhrt, um zu untersuchen, wieweit dadurch die Promotoraktivitat
beeinflusst wird.

Mit Hilfe von zufallig eingebauten Nukleotiden an der gewiinschten Stelle konnten
verschiedene Punktmutations-Varianten hergestellt werden (siehe 2.3.14).

Ziel war es die Kern-Sequenzen der TATA-Box mit Hilfe der Punktmutationen zu finden.

Die Promotoraktivitét des jeweils durch Punktmutation veranderten Promotors wurde (ber die
im ONPG-Enzymtests bestimmte [-Galaktosidase-Aktivitdt (U/mg Gesamtprotein) der
jeweiligen Transformante untersucht. Es sollten Punktmutationen gefunden werden, bei denen

keine Aktivitat mehr messbar ist. Alle Werte sind in Tab. 16 im Anhang aufgelistet.

In der pstl-Promotorregion wurde ein putatives TATA-Box-Motiv der sogenannten
TATA-1-Box untersucht, welches sich ca. 26 bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts
TSS-1 befindet (siehe 3.1.4.1).

In Abb. 24A wird das Promotorkonstrukt pst1(-155) mit der nativen Sequenz (TTTA) der
putativen TATA-1-Box und drei verschiedene Punktmutations-Variationen dieser Sequenz,
mutl (CGCG), mut2 (TCGA) und mut3 (CCCA), gezeigt. Die entsprechende Aktivitat der
Transformanten®’ ist jeweils in Abb.24B dargestellt. Im Vergleich zum nativen
Promotorkonstrukt, konnte bei den drei Punktmutations-Konstrukten (mutl, mut2 und mut3)
keine Aktivitat gemessen werden. Sowohl die basale als auch die phosphatabhangige
Promotoraktivitat des nativen pstl-Promotors fehlte bei allen drei Mutationen.

Daraus wird gefolgert, dass es sich bei der mutierten Sequenz um den Kernbereich der
TATA-Box handelt, die an der Transkriptions-Initiation von der Transkriptionsstartstelle
TSS-1 beteiligt ist. Diese findet vor allem unter phosphatlimitierten Bedingungen statt (siehe
Kapitel 3.1.3).

Der pstl-Promotor bevorzugt flir seine basale Promotoraktivitdt einen weiteren
Transkriptionsstart TSS-2 bei -59 bp (Kapitel 3.1.3). Fir diesen wurde das Motiv einer
weiteren putativen TATA-2-Box untersucht, die ca. 28 bp stromaufwarts des TSS-2 liegt und
ihre Funktion als TBP-Bindestelle in Anwesenheit von Phosphat im Medium erfullt (Kapitel

11 pstl-Transformanten KF1A, KF1Almutl, KF1AImut2 und KF1Almut3 enthalten jeweils das
Promotorkonstrukt pst1(-155), pst1(-155) mit Mutationl, Mutation2 und Mutation3 in der TATA-1-Box
(Abb. 24)
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3.1.4.1). Unter phosphatlimitierten Bedingungen sollte diese Funktion ausschlief3lich von der
TATA-1-Box tibernommen werden.

A TSS2 TSS1 B
1 I—> r ]
I T T 1
-160 -59 +1  +10
pst1(-155) TATA1
Kkkk _'
nativ --—-————————-———————— TTTA-———— ] 1
mutl —-—-—--CGCG : n.m.
mut2 ————TCGA-————— 1 nm.
i [ P-gesattigt
mut3 ————CCCA 1 nm. [ PHimitiert
0.0 02 04 06 0.8 10

B-Galaktosidase-Aktivitdt (U/mg)

Abb. 24: Graphische Darstellung von nativer und mutierter Sequenz der putativen TATA-1-Box im
pst1-(155 bp)-Promotor (A) und der jeweils gemessenen B-Galaktosidase-Aktivitit (U/mg
Gesamtprotein) in den entsprechenden Promotorfusions-Transformanten (B).

Untersucht wurde die native Sequenz der putativen TATA-1-Box (TTTA) und 3 Punktmutationen
(mut1-3) in dieser Sequenz. Die relative Lage der beiden Transkriptionsstarts TSS-1 (+1) und TSS-2 (-59)
wird Uber dem Abstandsbalken angezeigt. Die angegebene [3-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg
Gesamtprotein) in den jeweiligen Promotorfusions-Transformanten wurde mit Hilfe des ONPG-
Enzymtests gemessen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen
Versuchen mit je drei Replikaten. Die berechnete Standardabweichung ist als Fehlerbalken
eingezeichnet. Untersucht wurde die phosphatinduzierte Promotoraktivitdit unter P-limitierten
Bedingungen. Nicht messbare bzw. sehr niedrige B-Galaktosidase-Aktivitat = n.m. Die native Sequenz ist
jeweils durch Fettdruck angezeigt und unterstrichen. Die Stern-Symbole weisen auf eine Mutation im
angezeigten Bereich hin.

Es stellte sich die Frage, ob eine Punktmutation der TATA-2-Box dazu flhrt, dass die
Transkriptionsinitiation unter Phosphatsattigung von TSS-2 soweit gestort wird, dass kein
Transkript mit leader-Sequenz mehr entsteht. Die Transkription erfolgt dann nur von TSS-1
und es werden nur leader-lose Transkripte synthetisiert.
Um dieser Frage nachzugehen, wurde eine Transkriptionsstartbestimmung der Transformante
KF1A2mut3 (siehe Abb. 25) unter phosphatgesattigten Bedingungen mittels 5’-RACE
durchgefuhrt. Es wurde analog zu der in Kapitel 3.1.4.3 beschriebenen Strategie vorgegangen.
In der Transformante KF1A2mut3 ist das pst1(-155)-Promotorkonstrukt in vier Nukleotiden
der putativen TATA-2-Box mutiert (siehe Abb. 25). Es stellte sich heraus, dass diese
Mutation ausreicht um den Transkriptionsstart TSS-2 komplett auszuschalten. Es konnten
keine 5°-RACE-Fragmente identifiziert werden, aus deren Analyse folgt, dass in der
Transformante unter +P;-Bedingungen der Transkriptionsstart TSS-2 verwendet wurde (siehe
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dazu Abb. 18). Es wurde nur der Transkriptionsstart TSS-1 benutzt und somit werden in
dieser Transformante nur Transkipte ohne leader-Sequenz synthetisiert. Dies beweist, dass
die TATA-2-Box die TATA-Box des TSS-2 ist. Es wurden zudem mehrere Klone
identifiziert, die 5‘-RACE-Fragmente trugen, deren 5°-Ende innerhalb der Gensequenz
stromabwaérts des TSS-1 lag. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Transkriptionsinitiation
in den TATA-2-Box-Mutanten auch ausgehend von anderen Transkriptionsstartstellen erfolgt.
Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass diese Beobachtung nur aufgrund von

Degradationen am 5°-Ende der mMRNA entstanden ist.

A TSS2 TSS1 B
| r .
T T ] 1
-160 -59 +1  +10
psti (-155) {TATAZ] TATA1
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nativ ATAT -
mutl — ——————— AGCA————————————————————————
mit?2 - TCTG————————————————————————
mutd CCTC———————————————————————
MUt e T e Il P;gesattigt

0000 0002 0004 0006 0.008 0010
B-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg)

Abb. 25: Graphische Darstellung von nativer und mutierter Sequenz der putativen TATA-2-Box im
pst1-(155 bp)-Promotor (A) und der jeweils gemessenen B-Galaktosidase-Aktivitit (U/mg
Gesamtprotein) in den entsprechenden Promotorfusions-Transformanten (B).

Der Promotor besitzt zwei putative TATA-Box Motive (TATA-1- und TATA-2-Kasten). Untersucht wurde
die native Sequenz der putativen TATA-2-Box (ATAT) und 4 Punktmutationen (mutl-4) in dieser
Sequenz. Die relative Lage der beiden Transkriptionsstarts TSS-1 (+1) und TSS-2 (-59) wird (iber dem
Abstandsbalken angezeigt. Die angegebene P-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg Gesamtprotein) in den
jeweiligen Promotorfusions-Transformanten wurde mit Hilfe des ONPG-Enzymtests gemessen. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhdngigen Versuchen mit je drei
Replikaten. Die berechnete Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet. Es wurde die basale
Promotoraktivitdat unter P;-gesattigten Bedingungen untersucht. Die native Sequenz ist jeweils durch
Fettdruck angezeigt und unterstrichen. Die Stern-Symbole weisen auf eine Mutation im angezeigten
Bereich hin.

Fur die Untersuchung der TATA-2-Box wurde die Promotoraktivitdit von je vier
verschiedenen Punktmutations-Varianten in den Promotorkonstrukten pst1(-155) und
pst1(-101) verglichen. Abb. 25A zeigt das pstl(-155)-Promotorkonstrukt mit der gesamten
Lange des pstl-Promotors, Abb.26A zeigt das am 5°-Ende deletierte 101 bp lange
pst1(-101)-Promotorkonstrukt. Die basale pstl-Promotoraktivitdt war beim 101 bp langen
Promotor doppelt so hoch wie bei dem mit gesamter Promotorlédnge, daher war es interessant

beide Promotorkonstrukte zu untersuchen.
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Abb. 26: Graphische Darstellung von nativer und mutierter Sequenz der putativen TATA-2-Box im
pst1-(101 bp)-Promotor (A) und der jeweils gemessenen [3-Galaktosidase-Aktivitdit (U/mg
Gesamtprotein) in den entsprechenden Promotorfusions-Transformanten (B).

Die 101 bp-Teillange des pst1-Promotors besitzt zwei putative TATA-Box Motive (TATA-1- und TATA-2-
Kasten). Untersucht wurde die native Sequenz der putativen TATA-2-Box (ATAT) und 4 Punktmutationen
(mutl1-4) in dieser Sequenz. Die relative Lage der beiden Transkriptionsstarts TSS-1 (+1) und TSS-2 (-59)
wird Uber dem Abstandsbalken angezeigt. Die angegebene [-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg
Gesamtprotein) in den jeweiligen Promotorfusions-Transformanten wurde mit Hilfe des ONPG-
Enzymtests gemessen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen
Versuchen mit je drei Replikaten. Die berechnete Standardabweichung ist als Fehlerbalken
eingezeichnet. Es wurde die basale Promotoraktivitat unter P;-gesattigten Bedingungen untersucht. Die
native Sequenz ist jeweils durch Fettdruck angezeigt und unterstrichen. Die Stern-Symbole weisen auf
eine Mutation im angezeigten Bereich hin.

Die Promotoraktivitat mit der nativen Sequenz (ATAT) der putativen TATA-2-Box wurde fir
beide Konstrukte mit je vier Punktmutations-Variationen dieser Sequenz verglichen. Die
Transformanten’? mit den Punktmutationen im pst1(-155)-Promotorkonstrukt mutl (AGCA),
mut2 (TCTG), mut3 (CCTC) und mut4 (CCGT) bewirkten jeweils einen Verlust der basalen
Promotoraktivitat (Abb. 25B). Die gleiche Aktivitatsminderung wurde in Transformanten®®
mit Punktmutationen im pst1(-101)-Promotorkonstrukt mutl (GAGG), mut2 (GTAT), mut3
(GCGC) und mut4 (GGCG) beobachtet (Abb. 26B).

Der Ausfall der basalen Promotoraktivitat durch die Punktmutationen lasst schlussfolgern,
dass es sich um die Kernsequenz der TATA-2-Box, die von H.salinarum unter

+P;-Bedingungen verwendet wird, handelt.

12 pst1-Transformanten KF1A, KF1A2mutl, KF1A2mut2, KF1A2mut3 und KF1A2mut4 enthalten jeweils das
Promotorkonstrukt pst1(-155), pst1(-155) mit Mutation1, Mutation2, Mutation3 und Mutation4 in der TATA-
2-Box (Abb. 25)

13 pst1-Transformanten KF1B, KF1B2mutl, KF1B2mut2, KF1B2mut3 und KF1B2mut4 enthalten jeweils das
Promotorkonstrukt pst1(-101), pst1(-101) mit Mutation1, Mutation2, Mutation3 und Mutation4 in der TATA-
2-Box (Abb. 26)
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Der Verlust der Promotoraktivitat, der durch die Mutationen in der Kernsequenz beider
putativer TATA-Boxen des pstl-Promotors (TATA-1 und TATA-2) verursacht wird, bezeugt
die Wichtigkeit dieser beiden Elemente.

Ein putatives TATA-Box Motiv, 26 bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts in der
pst2-Promotorregion, wurde mit Hilfe von zwei verschiedenen Punktmutations-Varianten im
Promotorkonstrukt pst2(-227) bzw. flnf verschiedener Variationen im Promotorkonstrukt
pst2(-43) untersucht. Die zugehdrige Aktivitat der pst2(-227)-Transformanten** bzw.
pst2(-43)-Transformanten™ wird in Abb. 27 bzw. Abb. 28 gezeigt.

TSS
A -
| T 1
-230 +1  +10
psi2 (-227) TATA HATG
Fkk h—'
nativ TTAT J —
o CCCT——————— J nm
____________________________ . [ Pgesattigt
mut2 cean n.m. O Plimitiert
0.0 0.1 02 03 04

B-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg)

Abb. 27: Graphische Darstellung von nativer und mutierter Sequenz der putativen TATA-Box im pst2-
(227 bp)-Promotor (A) und der jeweils gemessenen B-Galaktosidase-Aktivitit (U/mg Gesamtprotein)
in den entsprechenden Promotorfusions-Transformanten (B).

Untersucht wurde die native Sequenz der putativen TATA-Box (TTAT) und 2 Punktmutationsvarianten
(mut1+2) in dieser Sequenz. Die Lage des Transkriptionsstarts TSS wird Gber dem Abstandsbalken
angezeigt. Die basale Promotoraktivitdt unter P-gesattigten Bedingungen wird durch graue Balken, die
Pi-induzierte Promotoraktivitdt unter P;-limitierten Bedingungen wird durch schwarze Balken dargestellt.
Die angegebene [(-Galaktosidase-Aktivitdt (U/mg Gesamtprotein) ist der Mittelwert aus mindestens drei
unabhédngigen Versuchen mit je drei Wiederholungen (B). Die berechnete Standardabweichung ist als
Fehlerbalken eingezeichnet. Nicht messbare bzw. sehr niedrige B-Galaktosidase-Aktivitdt = n.m. Die
native Sequenz ist jeweils durch Fettdruck angezeigt und unterstrichen. Die Stern-Symbole weisen auf
eine Mutation im angezeigten Bereich hin.

4 pst2-Transformanten KFOA, KFOA1mutl und KFOAImut2 enthalten jeweils das Promotorkonstrukt pst2(-
227), pst2(-227) mit Mutation1 und Mutation2 in der TATA-Box (Abb. 27)

15 pst2-Transformanten KFOE, KFOE1mutl, KFOEImut2 , KFOEImut3, KFOEImut4 und KFOE1mut5 enthalten
jeweils das Promotorkonstrukt pst2(-43), pst2(-43) mit Mutationl, Mutation2, Mutation3, Mutation4 und
Mutation5 in der TATA-Box (Abb. 28)
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Sowohl die basale als auch die phosphatinduzierte pst2-Promotoraktivitdt waren beim
43 bp-langen Konstrukt (Abb. 28A) noch messbar, obwohl sie im Vergleich zum Konstrukt
mit Gesamtlange bereits 3,6-fach bzw. 35-fach erniedrigt waren. Ziel war es die
Promotoraktivitit durch Mutationen in diesem kurzen Konstrukt vollkommen auszuschalten.
Die Promotoraktivitdt des Konstrukts der nativen Sequenz (ATAT) der putativen
TATA-2-Box wurde mit zwei Punktmutations-Konstrukten in dieser Sequenz verglichen. Die
Punktmutationen mutl (CCCT) und mut2 (CCAA) bewirkten jeweils einen Ausfall sowohl
der basalen als auch phosphatinduzierten Promotoraktivitat (Abb. 27B). Analog dazu konnte
im 43 bp-langen Fragment ebenfalls keine Promotoraktivitit mehr bei allen flnf
Punktmutationen mutl (CTTC), mut2 (CTGT), mut3 (GTCA), mutd (AAAA) und mut5
(CATT) gemessen werden (Abb. 28B).

A ~ B
B
50 I+1 +10

pst2 (-43) TATA

L

nativ ——TTAP———————
muat1l ——CTTC——————
mut?2 —CIGT—————
mut3 -—GTCA-—————-
mut4 —AAAA———————
B P-gesattigt

muts - CATE 3 Plimitiert

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04

R-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg)

Abb. 28: Graphische Darstellung von nativer und mutierter Sequenz der putativen TATA-Box im pst2-
(43 bp)-Promotor (A) und der jeweils gemessenen 3-Galaktosidase-Aktivitdt (U/mg Gesamtprotein) in
den entsprechenden Promotorfusions-Transformanten (B).

In der 43 bp-kurzen Teillinge des pst2-Promotors wurde die native Sequenz der putativen TATA-2-Box
(TTAT) und 5 Punktmutationsvarianten (mutl-5) in dieser Sequenz untersucht. Die Lage des
Transkriptionsstarts TSS wird Gber dem Abstandsbalken angezeigt. Die basale Promotoraktivitat unter
P-gesattigten Bedingungen wird durch graue Balken, die Pi-induzierte Promotoraktivitat unter P;-
limitierten Bedingungen wird durch schwarze Balken dargestellt. Die angegebene [-Galaktosidase-
Aktivitat (U/mg Gesamtprotein) ist der Mittelwert aus mindestens drei unabhdngigen Versuchen mit je
drei Wiederholungen (B). Die berechnete Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet. Nicht
messbare bzw. sehr niedrige P-Galaktosidase-Aktivitdt = n.m. Die native Sequenz ist jeweils durch
Fettdruck angezeigt und unterstrichen. Die Stern-Symbole weisen auf eine Mutation im angezeigten
Bereich hin.
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3 Ergebnisse

Die Mutation der putativen Kernsequenz der TATA-Box im pst2-Promotor fuhrte zu einem
Ausfall der basalen und phosphatinduzierten Promotoraktivitdt. Dies bestatigt die
Notwendigkeit dieser Sequenz fir die Promotoraktivitat und lasst vermuten, dass es sich um

die Kernsequenz der TATA-Box des pst2-Promotors handelt.

Zusammenfassend konnten durch die Mutation der Kernsequenzen der TATA-Boxen
(TATA-1 und TATA-2 im pstl-Promotor und TATA-Box im pst2-Promotor) diese als fur die

Promotoraktivitat wichtige Elemente identifiziert werden.
3.1.4.5.3 Bestimmung eines AT-reichen P-Box Motivs

Die in silico Analyse der beiden Promotorbereiche in Kapitel 3.1.4.1 ergab, dass sowohl der
pstl-, als auch pst2- Promotorbereich neben dem TATA-Box-Motiv noch weitere AT-reiche
Sequenzen enthélt.

Durch die partielle Deletion der Promotoren, beschrieben in Abb. 22 und Abb. 23, konnte bei
pstl die Region zwischen -101 bis -74 bp und bei pst2 die Region zwischen -64 bis -43 bp als
die fur die Promotoraktivitédt entscheidenden Bereiche ermittelt werden.

Diese beiden Bereiche enthalten je eine AT-reiche Region, wobei es sich beim pst1-Promotor
um die Region der TATA-2-Box handelt. Der pstl-Promotor enthdlt noch eine weitere
AT-reiche Region, die ca. 40 bp stromaufwarts des Transkriptionsstarts TSS-1 liegt. Diese
AT-reichen Sequenzen werden in dieser Arbeit als P-Box bezeichnet. Der Grund fir diese
Namensgebung wurde in Kapitel 3.1.4.1 erklart.

Ziel war es an 4 Stellen (Nukleotiden) Punktmutationen in die AT-reichen Sequenzen der
Promotoren pstl und pst2 einzubringen und zu untersuchen, wieweit dadurch die
Promotoraktivitat beeinflusst wird. Wie bereits flr die Untersuchung der TATA-Boxen,
wurden verschiedene Punktmutations-Konstrukte mit Hilfe der Methode der zuféllig
eingebauten Nukleotide (siehe 2.3.14) an der gewinschten Stelle hergestellt und die von der

nativen Sequenz am starksten abweichenden Mutationen untersucht.

Die P-Box der pstl-Promotorregion, 40 bp stromaufwarts des Transkriptionsstarts TSS-1,
wurde, wie in Abb. 29 gezeigt wird, in dem pstl(-155)-Promotorkonstrukt mit vier
Punktmutations-Varianten untersucht. Die BgaH-Aktivitdt der Transformanten'®, die das

Konstrukt mit nativer P-Box-Sequenz (TTAT) tragen, verschwand durch die Mutationen in

16 pst1-Transformanten KF1A, KF1A3mutl, KF1A3mut2, KF1A3mut3 und KF1A3mut4 enthalten jeweils das
Promotorkonstrukt pst1(-155), pst1(-155) mit Mutationl, Mutation2, Mutation3 und Mutation4 in der P-Box
(Abb. 29)
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den Konstrukten mutl (TTTA), mut2 (TGGA) und mut3 (GACA) vollstandig (siehe Tab. 16).
Lediglich in der Transformante mit dem Konstrukt mut4 (ATAG) konnte noch eine 5,8-fach
geringere  phosphatabhéngige  Promotoraktivitit gemessen werden. Die basale
Promotoraktivitat blieb in dieser Mutante unveréndert. Die Ursache liegt wahrscheinlich in
der 4-nt-Substitution dieser Mutante, in der nur die beiden duBeren Nukleotide veréndert,
jedoch die beiden inneren erhalten blieben (TTAT wird zu ATAG).

A TSS2 TSS1 B
1 r’ ’—' ]
I T T 1
-160 -59 +1 +10
pst1 (-155) | P —{TATA1
kkkk
nativ TTAT :'
mut1l —— TTTA—— - 4 nm
mut2 — TGGA—— - Jnm
” ] [ PHimitiert
mu —— ATAG—— - | }
- r T T T T 1
0.0 02 04 06 08 1.0

B-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg)

Abb. 29: Graphische Darstellung von nativer und mutierter Sequenz der putativen P-Box im pst1-(155
bp)-Promotor (A) und der B-Galaktosidase-Aktivitdt (U/mg Gesamtprotein) in den dazugehérigen
Promotorfusions-Transformanten (B).

In der Gesamt-Léange des pst2-Promotors wurde die native Sequenz der putativen P-Box (TTAT) und
4 Varianten einer Punktmutation (mutl-4) in dieser Sequenz untersucht. Der Promotor besitzt eine
AT-reiche putative P-Box (P-Kasten). Die TATA-1-Box ist als Kasten dargestellt und die relative Lage der
beiden Transkriptionsstarts TSS-1 (+1) und TSS-2 (-59) wird Uber dem Abstandsbalken angezeigt. Die
angegebene [-Galaktosidase-Aktivitdt (U/mg Gesamtprotein) in den jeweiligen Promotorfusions-
Transformanten wurde mit Hilfe des ONPG-Enzymtests gemessen. Die angegebenen Werte sind
Mittelwert aus mindestens drei unabhangigen Versuchen mit je drei Replikaten. Die berechnete
Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet. Die basale Promotoraktivitdit unter P;-
gesattigten Bedingungen wird durch dunkelgraue Balken, die Pi-induzierte Promotoraktivitdt unter P;-
limitierten Bedingungen wird durch hellgraue Balken dargestellt. Nicht messbare bzw. sehr niedrige
B-Galaktosidase-Aktivitdt = n.m. Die native Sequenz ist jeweils durch Fettdruck angezeigt und
unterstrichen. Die Stern-Symbole weisen auf eine Mutation im angezeigten Bereich hin.

Eine weitere AT-reiche Region im pstl-Promotor ist das Motiv der TATA-2-Box, die bereits
im vorherigen Kapitel unter phosphatgesattigten Bedingungen als TATA-Box fur basale
Promotoraktivitat untersucht wurde. Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass diese Region
unter phosphatlimitierten Bedingungen eine andere Funktion ausiibt, sollte diese durch

Punktmutation verénderte P-Box-&hnliche Region auch bei Pj-Limitierung untersucht werden.
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Dazu wurden dieselben Promotorkonstrukte verwendet wie die aus dem vorherigen Kapitel in
Abb. 25 und Abb. 26 unter +P; —Bedingungen untersuchten Konstrukte. Die Aktivitaten der
Transformanten dieser beiden pst1(-155)- und pstl(-101)-Promotorkonstrukte mit je vier
Punktmutationskonstrukten wurden auch unter phosphatlimitierten Bedingungen gemessen
und sind in Abb. 30B und Abb. 31B gezeigt. Die genauen Werte sind Tab. 16 im Anhang zu
entnehmen.

Durch die Mutationen im pstl(-155)-Konstrukt mutl (AGCA), mut2 (TCTG) und mut4
(CCGT) fiel die phosphatabhéngige Promotoraktivitat verglichen mit der nativen Sequenz
(ATAT) 2,2- bis 5,1-fach ab. Die mut3 (CCTC) hatte den groRten Einfluss auf die Aktivitat
und verringerte diese um das 36,2-fache (Abb. 30).

A TSS2 TSS1 B
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pst1 (-155) {TATAZ | P M TATA1
dedekde
nativ =————————, ATAT-——————————————————————— —
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mut?2 TCTG -—— 1 |—|
mut3 CCTC -— ]|
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Abb. 30: Graphische Darstellung von nativer und mutierter Sequenz der putativen TATA-2-Box im
pst1-(155 bp)-Promotor (A) und der jeweils gemessenen [3-Galaktosidase-Aktivitdit (U/mg
Gesamtprotein) in den entsprechenden Promotorfusions-Transformanten (B).

Der Promotor besitzt zwei putative TATA-Box Motive (TATA-1- und TATA-2-Kasten). Untersucht wurde
die native Sequenz der putativen TATA-2-Box (ATAT) und 4 Punktmutationen (mutl-4) in dieser
Sequenz. Die relative Lage der beiden Transkriptionsstarts TSS-1 (+1) und TSS-2 (-59) wird iber dem
Abstandsbalken angezeigt. Die angegebene P-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg Gesamtprotein) in den
jeweiligen Promotorfusions-Transformanten wurde mit Hilfe des ONPG-Enzymtests gemessen. Die
angegebenen Werte sind Mittelwert aus mindestens drei unabhdngigen Versuchen mit je drei
Wiederholungen. Die berechnete Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet. Die basale
Promotoraktivitdt unter P;-gesattigten Bedingungen wird durch dunkelgraue Balken, die P-induzierte
Promotoraktivitdt unter P-limitierten Bedingungen wird durch hellgraue Balken dargestellt. Nicht
messbare bzw. sehr niedrige B-Galaktosidase-Aktivitdt = n.m. Die native Sequenz ist jeweils durch
Fettdruck angezeigt und unterstrichen. Die Stern-Symbole weisen auf eine Mutation im angezeigten
Bereich hin.

Bei den Mutationen im pstl1(-101)-Promotorkonstrukt mutl (GAGG), mut3 (GCGC) und
mut4 (GGCG) war keine B-Galaktosidase-Aktivitat mehr messbar und nur die mut2 (GTAT),
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bei der nur das erste Nukleotid verandert wurde, zeigte noch eine leichte Aktivitat
(0,058 U/mg Gesamtprotein) (Abb. 31).

Die Mutationen im kirzeren pst1-Promotorkonstrukt beeinflussten die Aktivitét deutlich.

Die Analyse zeigte, dass das Motiv der TATA-2-Box auch eine P-Box sein kann, da sich die

phosphatabhdngige Promotoraktivitat sichtlich durch eine Mutation in dieser Region

verénderte.
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Abb. 31: Graphische Darstellung von nativer und mutierter Sequenz der putativen TATA-2-Box im
pst1-(101 bp)-Promotor (A) und der jeweils gemessenen [3-Galaktosidase-Aktivitit (U/mg
Gesamtprotein) in den entsprechenden Promotorfusions-Transformanten (B).

Der Promotor besitzt zwei putative TATA-Box Motive (TATA-1- und TATA-2-Kasten). Untersucht wurde
die native Sequenz der putativen TATA-2-Box (ATAT) und 4 Varianten einer Punktmutation (mut1-4) in
dieser Sequenz. Die relative Lage der beiden Transkriptionsstarts TSS-1 (+1) und TSS-2 (-59) wird tiber
dem Abstandsbalken angezeigt. Die angegebene B-Galaktosidase-Aktivitdt (U/mg Gesamtprotein) in den
jeweiligen Promotorfusions-Transformanten wurde mit Hilfe des ONPG-Enzymtests gemessen. Die
angegebenen Werte sind Mittelwert aus mindestens drei unabhdngigen Versuchen mit je drei
Replikaten. Die berechnete Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet. Die basale
Promotoraktivitdt unter P;-gesattigten Bedingungen wird durch dunkelgraue Balken, die Pi-induzierte
Promotoraktivitdt unter P;-limitierten Bedingungen wird durch hellgraue Balken dargestellt. Nicht
messbare bzw. sehr niedrige B-Galaktosidase-Aktivitdt = n.m. Die native Sequenz ist jeweils durch
Fettdruck angezeigt und unterstrichen. Die Stern-Symbole weisen auf eine Mutation im angezeigten
Bereich hin.

Zusammenfassend enthalt der pstl-Promotor zwei in dieser Arbeit als P-Box bezeichnete
Regionen, die fiir die phosphatabhangige Promotoraktivitat essentiell sind. Da die
Transkription am pstl-Promotor unter —Pj-Bedingungen nur vom TSS-1 initiiert wird, kann
die TATA-2-Box nicht als TATA-Box verwendet werden sondern, wie aus Ubereinstimmung
der Sequenzen geschlossen wird, als zusétzliche P-Box. Es ist nicht ausgeschlossen, dass bei

Phosphatlimitierung ein regulatorisches Protein an beide P-Box-Motive bindet.

113



3 Ergebnisse

Stromaufwérts der TATA-2-Box ist keine weitere P-Box vorhanden (siehe Abb. 14/Abb. 53),

weil das -100-Promotorkonstrukt Wildtyp-Aktivitat zeigt.

Im pst2-Promotor befindet sich ein AT-reiches P-Box-Motiv etwa 48 bp stromaufwérts des

Transkriptionsstarts (siehe auch in silico Analyse, Kapitel 3.1.4.1). Untersucht wurde diese

Region mit Hilfe des pst2(-64)-Promotorkonstrukts, dessen native Sequenz (TATA) mit drei
Punktmutationsvariationen mutl (AGGG), mut2 (AGTG) und mut3 (GGGA) veréndert wurde
(siehe Abb. 32).
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Abb. 32: Graphische Darstellung von nativer und mutierter Sequenz der putativen P-Box im pst2-(64
bp)-Promotor (A) und der B-Galaktosidase-Aktivitit (U/mg Gesamtprotein) in den dazugehorigen
Promotorfusions-Transformanten (B).

Im 64 bp-langen pst2-Promotor wurde die native Sequenz der putativen P-Box (TATA) und 3 Varianten
einer Punktmutation (mutl-3) in dieser Sequenz untersucht. Der Promotor besitzt eine AT-reiche
putative P-Box (P-Kasten). Die TATA-Box ist als Kasten dargestellt und die relative Lage des
Transkriptionsstarts TSS wird Uber dem Abstandsbalken angezeigt. Die angegebene [(-Galaktosidase-
Aktivitat (U/mg Gesamtprotein) in den jeweiligen Promotorfusions-Transformanten wurde mit Hilfe des
ONPG-Enzymtests gemessen. Die angegebenen Werte sind Mittelwert aus mindestens drei
unabhdngigen Versuchen mit je drei Replikaten. Die berechnete Standardabweichung ist als
Fehlerbalken eingezeichnet. Die basale Promotoraktivitat unter Pi-gesattigten Bedingungen wird durch
dunkelgraue Balken, die Pi-induzierte Promotoraktivitdt unter Pi-limitierten Bedingungen wird durch
hellgraue Balken dargestellt. Nicht messbare bzw. sehr niedrige -Galaktosidase-Aktivitdt = n.m. Die
native Sequenz ist jeweils durch Fettdruck angezeigt und unterstrichen. Die Stern-Symbole weisen auf
eine Mutation im angezeigten Bereich hin.

Die BgaH-Aktivitét in Transformanten'’, die je eines dieser vier Konstrukte tragen, war durch

die Mutationen stark gesunken (bis zu 0,007 U/mg Gesamtprotein; 27,5-fach). Daraus wird

17

pst2-Transformanten KFOD, KFOD3mutl, KFOD3mut2 und KFOD3mut3 enthalten jeweils
Promotorkonstrukt pst2(-64), pst2(-64) mit Mutationl, Mutation2 und Mutation3 in der P-Box (Abb. 32)
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gefolgert, dass Mutationen in der Region der P-Box sowohl auf die basale, als auch auf die
phosphatabhéngige Promotoraktivitat einwirken und diese Region bedeutend fiir die Aktivitat

des Promotors ist.

Zusammenfassend wurden sowohl im pstl-Promotor, als auch im pst2-Promotor AT-reiche
Regionen entdeckt, die in dieser Arbeit als P-Boxen bezeichnet werden. Durch
Punktmutationen im Bereich dieser P-Boxen konnte bestatigt werden, dass diese Sequenzen

flr die basale und phosphatabhangige Promotoraktivitat essentiell sind.

3.1.4.5.4 Untersuchung einer RY-Box in der pstl-Promotorregion

Ein weiterer interessanter Bereich in der pstl-Promotorregion, ist ein alternierender RY™-
Sequenzbereich stromabwarts der TATA-2-Box (siehe in silico Analyse in Kapitel 3.1.4.1).
Die Sequenz zeichnet sich durch die Nukleotide CACACACA aus. Diese sogenannte RY-Box
ist auch im bop-Promotor zu finden und liegt dort im selben Abstand zum Transkriptionsstart
wie beim pstl-Promotor. VVon dieser RY-Box wurde beim bop-Promotor vermutet sie sei eine
zur Supercoil-Konformation neigende Sequenz, die eine Z-DNA-Struktur annimmt und so an
der Regulation der Transkription beteiligt sein konnte. (Baliga & DasSarma, 2000, Yang et
al., 1996). Die Mutationsanalyse der RY-Box veranlasste die Autoren zu der Annahme, dass
diese Sequenz fur die Aktivierung der Bop-Expression benétigt wird.

Es sollte deshalb Uberpruft werden, ob sich die Mutation dieses Sequenzbereichs im pstl-
Promotor auf die Promotoraktivitat auswirkt.

Das native pstl(-155)-Promotorkonstrukt mit nativer Sequenz der RY-Box wurde mit drei
verschiedenen Punktmutationen mutl (CGAC), mut2 (ATAC) und mut3 (CCCC) im Zentrum
dieses Bereichs (CACA) verandert (siehe Abb. 17 und Abb. 33A). Die BgaH-Aktivitat der
Transformanten®®, die diese Konstrukte tragen, ist in Abb. 33B gezeigt. Die genauen Werte
sind in Tab. 16 aufgelistet.

Bei allen drei Mutanten war keine Anderung der Aktivitdit zu beobachten, woraus
geschlussfolgert wird, dass die RY-reiche Region keinen Einfluss auf die Promotoraktivitat

des pst1-Promotors nimmt.

8 R = Purin; Y = Pyrimidin
19 pstl-Transformanten KF1A, KF1A4mutl, KF1A4mut2 und KF1A4mut3 enthalten jeweils das
Promotorkonstrukt pst1(-155), pst1(-155) mit Mutation1, Mutation2 und Mutation3 in der RY-Box (Abb. 33)
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Abb. 33: Graphische Darstellung der Gesamt-Lange (155 bp) des pst1-Promotors mit nativer Sequenz
in der putativen RY-Box (CACA) und 3 Varianten einer Punktmutation (mutl-3) in dieser Sequenz (A)
und der jeweils gemessenen B-Galaktosidase-Aktivitdt (U/mg Gesamtprotein) in den entsprechenden
Promotorfusions-Transformanten (B).

Der Promotor besitzt eine RY-reiche Region (RY-Kasten) und zwei TATA-Box Motive (TATA-1- und TATA-
2-Kasten). Die relative Lage der beiden Transkriptionsstarts TSS-1 (+1) und TSS-2 (-59) wird liber dem
Abstandsbalken angezeigt. Die angegebene P-Galaktosidase-Aktivitat (U/mg Gesamtprotein) in den
jeweiligen Promotorfusions-Transformanten wurde mit Hilfe des ONPG-Enzymtests gemessen. Die
angegebenen Werte sind Mittelwert aus mindestens drei unabhangigen Versuchen mit je drei
Replikaten. Die berechnete Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet. Die basale
Promotoraktivitdt unter P;-gesattigten Bedingungen wird durch dunkelgraue Balken, die P-induzierte
Promotoraktivitdt unter P-limitierten Bedingungen wird durch hellgraue Balken dargestellt. Nicht
messbare bzw. sehr niedrige B-Galaktosidase-Aktivitat = n.m.

3.1.4.5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Bestimmung von cis-aktiven Elementen
in den pstl- und pst2-Promotoren

Mit Hilfe des bgaH-Reportersystems konnten zwei cis-aktive Elemente jeweils im pstl- und.
pst2- Promotor bestimmt werden. Die Analyse der Ergebnisse aus den ONPG-Enzymtests mit
Transformanten, welche verschiedene mutierte Sequenzbereiche des pstl- bzw.

pst2-Promotors tragen, gab Auskunft Gber die Rolle der mutierten Sequenzen.

Die  Transkriptionsstartbestimmung  des  pstl-Promotors  bestdtigte  denselben
phosphatabhangigen Wechsel der beiden Transkriptionsstarts TSS-1 und TSS-2 fur das bgaH-
Gen und das pst1-Operon des Wildtyps. Mit Hilfe des bgaH-Reportersystems konnte fiir diese
beiden Transkriptionsstarts im pstl-Promotor jeweils eine TATA-Box identifiziert werden
(TATA-1- und TATA-2-Box). Bei Mutation der TATA-Boxen wurde der Promotor

stillgelegt. Dies wurde unter +P;-Bedingungen durch eine Mutation der TATA-1- wie auch
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der TATA-2-Box beobachtet und zudem unter —P;—Bedingungen durch die Mutation der
TATA-1-Box.

Die Transkriptionsstartbestimmung einer TATA-2-Box-Mutante (KF1A2mut3) zeigte, dass
nur noch der Transkriptionsstart TSS-1 verwendet wird. Dies ist eine Bestatigung dafir, dass
die TATA-2-Box im pstl-Promotor die zugehorige TATA-Box des Transkriptionsstarts
TSS-2 ist.

Die Mutation der TATA-2-Box unter —P;—Bedingungen, d.h. nur der Nutzung von TSS-1,
fihrte zu einem Abstieg der phosphatinduzierten Promotoraktivitat und legt die Funktion
einer zweiten P-Box fir TATA-2 unter diesen Bedingungen nahe (Abb. 14; Abb. 17). Die
Mutation der weiteren P-Box, welche etwa 40 bp stromaufwarts des Transkriptionsstarts
TSS-1 liegt, fuhrt zur totalen Abnahme der phosphatinduzierten Promotoraktivitat unter
-P;-Bedingungen. Es handelt sich bei dieser offenbar ebenfalls P-Box um eine funktionell
wichtige Sequenz.

Mutationen in der RY-Box, welche sich stromabwarts der TATA-2-Box befindet, nehmen
keinen Einfluss auf die phosphatinduzierte Promotoraktivitét.

Im pst2-Promotor wurden durch Mutationen jeweils eine TATA-Box und eine P-Box
identifiziert. Im Fall der TATA-Box zeigten Transformanten mit mutierter Sequenz ein
Verschwinden sowohl der basalen als auch der phosphatinduzierten Promotoraktivitit. Bei
der Mutation der P-Box findet ein Abfall der phosphatinduzierten und der basalen

Promotoraktivitét statt.
Insgesamt wurden im pstl-Promotor zwei TATA-Boxen und zwei P-Boxen, im pst2-

Promotor eine TATA-Box und eine P-Box identifiziert, die die Aktivitdten der jeweiligen

Promotoren regulieren.
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3.2 Phosphatabhéngige Unterschiede auf Transkriptionsebene
und in der Translationseffizienz des pstl-Operons

Wie aus Kapitel 3.1.4.3 hervorgeht, decken sich die Transkriptionsstarts am pst1-Promotor
des bgaH-Gens in der KF1A-Transformante mit den Starts des pst1-Operons im Wildtyp.

Die Transkriptionsinitiation am pstl-Promotor zeigt die Benutzung von alternativen
Transkriptionsstartstellen in  Abh&ngigkeit von Phosphat (siehe 3.1.2). Der unter
phosphatlimitierten Bedingungen ausschliel3lich verwendete TSS-1 flhrt zur Synthese eines
leader-losen Transkripts. Unter Phosphatsattigung wird dieses Transkript ebenfalls
synthetisiert, jedoch vier Mal seltener als das durch den bevorzugten TSS-2 synthetisierte
Transkript mit einer 60 nt langen leader-Sequenz (5°-UTR).

Dies bedeutet, dass H. salinarum je nach Phosphatgehalt des umgebenden Mediums zwischen
zwei verschiedenen Transkriptionsstartstellen schalten kann, die zu unterschiedlich langen
Transkripten flihren.

Um Ruickschlisse auf den moglichen Einfluss der leader-Sequenz auf die
Translationseffizienz  des  pstl-Transkripts zu  ziehen, wurde sowohl die
bgaH-Transkriptmenge als auch die BgaH-Aktivitit unter den verschiedenen
Phosphat-Bedingungen  und  dadurch  unterschiedlicher  Transkriptionsstart-Nutzung
verglichen. Der Vergleich wurde mit Hilfe der pstl-Promotorkonstrukt-Transformanten
angestellt. Die mit Hilfe des ONPG-Enzymtest ermittelte BgaH-Aktivitat lasst auf die
Translationseffizienz  des  Transkripts schlieBen und wurde in Relation zur
bgaH-Transkriptmenge gesetzt. Ziel war es die Korrelation zwischen Transkriptmenge,

Transkriptlange und Enzymaktivitat zu untersuchen.

Zur Bestimmung der Transkriptmenge wurde eine Northernblot-Analyse durchgefihrt.
Untersucht wurden die pstl-Transformanten KF1A, KF1Almutl, KF1A2mutl, KF1A1mut3,
KF1A2mut4, KF1D und KF1E. Diese enthalten jeweils verschiedene Konstrukte des
pstl-Promotors, die in Abb. 34A in einer Tabelle zusammengefasst sind.

Zunachst wurde die Gesamt-RNA der Transformanten, die sowohl unter +P;- als auch
-Pi-Bedingungen kultiviert wurden, isoliert (siehe 2.3.1.5). Zur Auftrennung der Gesamt-RNA
wurden jeweils 6 pg auf ein Guanidiniumthiocyanat-haltiges Agarosegel aufgetragen.
Abb. 34C zeigt, dass die Proben in etwa gleiche Mengen rRNA von guter Qualitat enthalten.
Es werden zwei unabhéngige Experimente gezeigt, daher erscheinen die rRNA-Mengen der

Transformanten 3a und 3b etwas schwécher. Zur Detektion der bgaH-mRNA wurde eine
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spezifische bgaH-Sonde verwendet. Das erwartete bgaH-Transkript ist 2 kb lang. Wie schon
in anderen Arbeiten beobachtet wurde, kommt es zu Abbauprodukten des bgaH-Transkripts
mit denen die Sonde ebenfalls hybridisiert (Gregor & Pfeifer, 2001, Sartorius-Neef & Pfeifer,
2004).

Die entsprechende mittels ONPG-Enzymtest ermittelte BgaH-Aktivitat, die im vorherigen
Kapitel bereits besprochen wurde, ist in Abb. 34D graphisch dargestellt.

In Abb.34B werden die relativen prozentualen bgaH-Transkriptmengen aus drei
Northernblots in tabellarischer Form aufgefiihrt. Die Werte wurden mit dem Programm
TotalLab berechnet und bezogen sich auf die Transkriptintensitat der 2 kb-Bande. Die Werte
wurden auf die 23S rRNA normiert. Zudem werden in der Tabelle ebenfalls die mit Hilfe des
ONPG-Enzymtests ermittelten prozentualen BgaH-Aktivitaiten der entsprechenden

Transformanten angegeben.

Im Folgenden wird der Vergleich zwischen bgaH-Transkriptmenge und BgaH-Aktivitat
besprochen, der die Daten aus der Northernblot-Analyse und dem ONPG-Enzymtest in
Abb. 34B, C und D zusammenfasst.

Die Northernblot-Analyse zeigte, dass die bgaH-Transkriptmenge der Transformante 1, die
die Gesamt-L&nge des pstl-Promotorkonstrukts tragt, unter phosphatlimitierten im Vergleich
zu phosphatgesattigten Bedingungen nur leicht anstieg. Unter +P; —Bedingungen besteht die
bgaH-mRNA bei 2 kb aus Transkripten mit und ohne leader. Der leichte Anstieg (etwa 1,1-
fach) konnte verursacht werden durch den Abbau der mRNA, wobei die leader-Sequenz
einen Einfluss auf die Stabilitat der bgaH-mRNA haben koénnte.

Die BgaH-Aktivitat der Transformante 1, die mittels ONPG-Enzymtest untersucht wurde,
stieg unter phosphatlimitierten Bedingungen um das etwa 115-fache im Vergleich zur
Aktivitat unter phosphatgesattigten Bedingungen an. Die annahernd gleiche Transkriptmenge
unter beiden Phosphatbedingungen fiihrte bei dem Transkript mit leader-Sequenz zu einer
geringen BgaH-Aktivitat, dagegen bei Transkript ohne leader-Sequenz zu einer sehr hohen
BgaH-Aktivitat. Aus diesem Ergebnis wird geschlussfolgert, dass die Effizienz der
Translation des Transkripts ohne leader-Sequenz wesentlich hoher ist als die des Transkripts
mit leader-Sequenz.

Wie auch bei (Sartorius-Neef & Pfeifer, 2004) fir das gvpH-Gen beobachtet wurde, steigt die
Translationseffizienz des Transkripts ohne 5°-UTR (leader) im Vergleich zu demselben

Transkript mit leader-Sequenz sehr steil an.
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Abb. 34: Vergleich der Northernblot-Analyse zur Detektion der bgaH-mRNA mit mittels

ONPG-Enzymtest gemessener BgaH-Aktivitat in verschiedenen pst1-Transformanten.

Die untersuchten Transformanten sind in tabellarischer Form aufgelistet und links davon das jeweilige
Promotorkonstrukt in einer graphischen Darstellung gezeigt (A). Die ungefdhre Lange des pstl-
Promotors wird durch den Abstandsbalken reprasentiert. Vier Sterne weisen auf eine Mutation in der
jeweiligen Region hin. Die relative Lage der beiden Transkriptionsstarts (TSS-1 und TSS-2) wird tber dem
Abstandsbalken angezeigt. Die Tabelle (B) gibt die relativen prozentualen bgaH-Transkriptmengen aus
drei Northernblot-Analysen, die auf die 23S rRNA normiert wurden an. Daneben sind die
entsprechenden relativen BgaH-Aktivitdten gezeigt, welche den prozentualen Mittelwert aus
mindestens drei unabhangigen Testreihen mit jeweils drei Replikaten darstellen. Fiir beide Experimente
ist auch der jeweilige Induktionsfaktor (-P;/+P;) angege-ben. Bei zu niedriger BgaH-Aktivitdt konnte kein
aussagekraftiger Induktionsfaktor angegeben werden. Fir die Northernblot-Analyse (C) wurden jeweils
6 pug Gesamt-RNA aus Zellen aufgetragen, die unter +P;- und Pi-Bedingungen kultiviert wurden. Zur
Kontrolle der Quantitdt und Qualitdt der Gesamt-RNA ist das Bild des Ethidiumbromid-gefarbten
0,85%igen Guanidiniumthiocyanat-haltigen Agarosegels mit 23S und 16S rRNA oberhalb des
Northernblots gezeigt. Die Detektion erfolgte mit einer DIG-markierten, strangspezifischen bgaH-Sonde.
Die GroRRe der erwarteten bgaH-mRNA betragt etwa 2 kb und ist mit einem Pfeil markiert. Die mit Hilfe
des ONPG-Enzymtest ermittelte BgaH-Aktivitdat (%) der entsprechenden Transformante ist ebenfalls
graphisch dargestellt (D).
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In Abb. 34B+C ist zu sehen, dass die Mutation der TATA-1-Box unter +P;—Bedingungen eine
geringe Auswirkung auf die Transkriptmenge hat. Unter Phosphatmangel ist in der
Transformante 2 in etwa die halbe Transkriptmenge wie unter Phosphatsattigung vorhanden.
Die Transkriptmenge verringert sich etwa um zwei Drittel verglichen mit der in
Transformante 1. Die Mutation der TATA-1-Box wirkt sich hauptsachlich nur unter
phosphatlimitierten Bedingungen auf die Transkriptmenge aus. Die BgaH-Aktivitat
(Abb. 34B+D) hingegen nimmt unter beiden Phosphatbedingungen stark ab, ist jedoch unter
Phosphatmangel héher. Dies konnte mit der Translationseffizienz der Transkripte begriindet
werden. Das leader-lose Transkript wird effizienter translatiert, ist in der Zelle unter
Phosphatsattigung jedoch viermal seltener vorhanden als das Transkript mit der leader-
Sequenz. Die Mutation der TATA-1-Box wirkt sich daher drastischer auf die Synthese der
leader-losen Transkripte aus als unter Phosphatmangel, wo in der Zelle ausschliefilich leader-
loses Transkript vorhanden ist. Die Mutation der TATA-1-Box bewirkt hier zwar die gleiche
Reduktion der leader-losen Transkripte, da jedoch eine gréRere Ausgangsmenge vorhanden
ist, macht sich die Mutation weniger stark bemerkbar und resultiert in einer hoheren BgaH-
Aktivitat.

Die Auswirkungen der mutierten TATA-2-Box wurde mit Hilfe von drei verschiedenen
pst1(-155)-Promotorkonstrukt-Transformanten, die jeweils drei verschiedene
Punktmutationen [mutl (AGCA), mut3 (CCTC) und mut4 (CCGT)] in der TATA-2-Box
enthalten, untersucht.

Die Mutationen der TATA-2-Box haben unterschiedlich starke Auswirkungen auf die Menge
an bgaH-mRNA. Unter +P;-Bedingungen verringerten sich die Transkriptmengen bei
Transformante 3a, 3b und 3c je nach Mutation starker oder schwécher. Transformante 3b
(KF1A2mut4) wies die geringste rRNA-Menge auf, die Mutation scheint hier am effektivsten
zu sein.

Unter +P; —Bedingungen initiiert die Transkription bei Transkriptionsstart TSS-2. Eine
Transkriptionsstartbestimmung der Transformante KF1A2mut3 (Kapitel 3.1.4.5.2) ergab, dass
die Transkription in dieser Transformante nicht bei TSS-2 sondern nur bei TSS-1 beginnt.
Daraus folgt, dass nur ein leader-loses Transkript synthetisiert wird. Die Transkriptmenge
bleibt jedoch annéhernd gleich. Die BgaH-Aktivitat ist in allen drei Transformanten niedrig,
somit scheint die Translationseffizienz dieses leader-losen Transkripts auch niedriger zu sein
als in der nativen Transformante 1.

Unter —P;-Bedingungen wurden die bgaH-Transkriptmengen der drei Transformanten (3a, 3b

und 3c) durch den Phosphatmangel leicht induziert und waren je nach Mutation hoher oder
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niedriger. Die BgaH-Aktivitaten in diesen Transformanten waren sehr unterschiedlich. Die
Mutation der TATA-2-Box der Transformante 3a hatte die groBte Auswirkung auf die
Translationseffizienz der Transkripte. Die BgaH-Aktivitat war hier in etwa 36-fach verringert.
Bei den beiden anderen Transformanten (3b, 3c) war die BgaH-Aktivitat etwa um die Hélfte
verringert. Je groRer der Einfluss der Punktmutation in der TATA-2-Box auf die
Transkription ist, desto mehr Transkripte scheinen in der Mutante synthetisiert zu werden, die
nicht translatiert werden. Unter —Pi-Bedingungen, kénnte die TATA-2-Box als P-Box
verwendet werden und die Transkription ausgehend von TSS-1 beeinflussen.

Die bgaH-mRNA in der Transformante 4, welche das Promotorkonstrukt pst1(-155 — -56)
ohne leader enthélt, lag unter +P;-Bedingungen in gleicher bis etwas gréRerer Menge als in
der Transformante 1, welche das Promotorkonstrukt pst1(-155) mit leader enthalt, vor. Unter
-P;-Bedingungen verringerte sich die Transkriptmenge in der Transformante ohne leader um
annahernd zwei Drittel. Dies kann dadurch erklart werden, dass die Transkription unter
Phosphatlimitierung ausschlieBlich vom Transkriptionsstart TSS-1 erfolgt, dieser jedoch in
diesem Konstrukt durch die Deletion entfernt wurde. Auch die BgaH-Aktivitdt war unter
-Pi-Bedingungen geringer als unter Phosphatsattigung (Induktionsfaktor etwa 0,5). Wie
bereits in Kapitel 3.1.4.5.1 beschrieben wurde, unterschied sich die Konstruktion des
Promotorkonstrukts pst1(-155 —-56) von allen anderen Konstrukten und kann daher nicht
direkt mit ihnen verglichen werden. Wie aus dem Northernblot (Abb. 34B+C) hervorgeht
wird das Promotorkonstrukt pst1(-155 — -56) transkribiert. Es war jedoch unklar, ob das
Promotorfusionskonstrukt translatiert werden kann. Aus der vorhandenen BgaH-Aktivitat
unter +P;—Bedingungen wurde geschlossen, dass das Konstrukt auch translatiert wird. Durch
die Deletion besitzt das im nativen Zustand mit leader-Sequenz vorliegende bgaH-Transkript
in der Transformante 4 keinen leader mehr. Dies fiihrt in diesem Fall jedoch nicht zu einer
erhohten  Translationseffizienz.  Unter  Phosphatmangel wird die Menge an
Translationsprodukten durch eine geringere Transkriptmenge eingeschrénkt, was sich in einer
sehr geringen BgaH-Aktivitét spiegelt.

Die Transformante 5, die ein 52 bp kurzes Promotorkonstrukt enthdlt, bildete unter
-Pi-Bedingungen anndhernd kein bgaH-Transkript mehr, bei Phosphatséttigung nur eine
geringe Menge. Dies deutet darauf hin, dass die basale Transkription im verkirzten Promotor
noch eingeschrénkt verlaufen kann, die phosphatabh&ngige Transkription jedoch nicht mehr
stattfindet. Die Elemente, die flir eine phosphatabhangige Promotoraktivitat bendétigt werden,
scheinen in diesem Promotorkonstrukt zu fehlen. Die schrittweise Deletion des Promotors

(Abb. 22) ergab, dass diese Elemente zwischen 74 und 101 bp stromaufwarts des Startcodons
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liegen missen. Es wird vermutet, dass die TATA-2- bzw. P-Box die Transkription ausgehend
von TSS-1 beeinflusst. Da in der Transformante 5 bereits die Transkription des Konstrukts
eingeschrankt ist, war auch nur eine geringe BgaH-Aktivitat zu beobachten. Da das Konstrukt
sowohl unter +P;— als auch unter —P;-Bedingungen keinen leader enthélt, konnte hiermit
gezeigt werden, dass alleine der leader, und kein anderer Faktor, fur die induzierte BgaH-
Aktivitat verantwortlich ist.

Das Verhéltnis der relativen bgaH-Transkriptmenge zu der entsprechenden relativen BgaH-
Aktivitat stimmte bei mutierten und deletierten Promotorkonstrukten im Grof3en und Ganzen
uberein. Die Transformante KF1A, welche den nativen und gesamten pst1-Promotor enthélt,
zeigte jedoch einen wesentlich gréReren Unterschied (etwa 115-fach) zwischen der BgaH-
Aktivitat unter phosphatgesattigten und phosphatlimitierten Bedingungen als der Unterschied
(etwa 1,1-fach) zwischen der bgaH-Transkriptmenge unter denselben Bedingungen. Auch die
Transformanten mit mutierter TATA-2-Box zeigten hier einen wesentlich hdoheren
Unterschied und die Korrelation zwischen Transkriptmenge und Enzymaktivitdt war nicht
gegeben. Die wesentlich hohere Enzymaktivitat unter —Pi-Bedingungen kann mit einer
effizienteren Translation der leader-losen mRNA erklart werden. Der Unterschied der
Translationseffizienz von mRNAs, die mit oder ohne eine leader-Sequenz vorliegen, wurde in
H. salinarum auch fur ein anderes Gen bereits beschrieben (Sartorius-Neef & Pfeifer, 2004).
Die 5’-UTR des pst1l-Promotors kdnnte eine Haarnadelstruktur bilden, die in Abb. 49 in der
Diskussion abgebildet ist. Diese Haarnadelstruktur kénnte einerseits die Stabilitdt der mRNA
als auch andererseits die Effizienz der Translation beeinflussen.

Die biologische Relevanz der beiden alternativen pstl-Transkripte von H. salinarum wird in
der Diskussion (Kapitel 4.2) behandelt.
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3.3 Konstruktion verschiedener Knockout-Stamme in
H. salinarum R1

Ziel der Experimente, die in diesem Kapitel beschrieben werden, war es einzelne Gene oder
polycistronische Operons aus dem Genom von H. salinarum zu deletieren oder auszuschalten.
AnschlieBend sollten die so konstruierten Stamme analysiert und Rickschlisse auf die
Funktion dieser Proteine gezogen werden.

Um zwischen dem Pst1- und Pst2-Transporter unterscheiden zu kénnen, wurde jeweils einer
der beiden Phosphattransporter (Pstl bzw. Pst2) deletiert. Die Deletion hatte zum Ziel den
Unterschied im Phosphattransport der entsprechenden Deletions-Stdmme zu untersuchen und
die unterschiedlichen Substrataffinitaten der Phosphatbindeproteine zu ermitteln. Um die
mogliche Interaktion der Bindeproteine mit dem jeweils anderen Pst-Transporter zu
untersuchen, wurden weitere Mutanten hergestellt, die jeweils beide Bindeproteine, jedoch
nur einen von beiden Transportern enthielten. In Kapitel 3.4 werden die Phosphataufnahmen
der Deletions-Mutanten Apstl und Apst2 beschrieben und dem Wildtyp gegenibergestellt.
Mit der Untersuchung des Deletions-Stamms, dem das phoU4-Gen fehlt, konnten
Ruckschlisse auf dessen potentielle Rolle in der Regulation des PHO-Stimulons in
H. salinarum gezogen werden. Die durchgefihrten Untersuchungen sind in Kapitel 3.6.1
beschrieben.

Die Deletion des Glycerin-3-Phosphattransporters Ugp und die Doppeldeletion von Ugp und
Aph konnte mit Hilfe von Wachstumstests der Deletions-Stamme Augp und AaphAugp auf

die Funktion des Transporters schlieBen lassen (Kapitel 3.4.3).

In vorliegender Arbeit wird der Uberbegriff ,,Knockout“ verwendet, um entweder die
Deletion eines Gens bzw. Operons oder nur die Deaktivierung bestimmter Gene eines
Operons mit Hilfe eines Insertionsplasmids zu bezeichnen. Es wurden zwei verschiedene
Strategien fir den Knockout verwendet. Zum einen erfolgte die Deletion der Gene durch die
Integration eines Deletionsvektors in das halobakterielle Genom mittels homologer
Rekombination und anschliefender Desintegration des Deletionsvektors (Koch & Oesterhelt,
2005). Die resultierenden Stamme denen ein bestimmtes Gen bzw. Operon fehlt werden als
Deletions-Mutanten bezeichnet. Zum anderen wurden sogenannte ,,knockout “-Mutanten
hergestellt, bei denen durch die Integration eines knockout-Vektors ohne anschlieRende

Desintegration mit Hilfe der homologen Rekombination bestimmte Gene eines Operons
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inaktiviert wurden. Diese Strategie stellt eine Modifikation der in (Tarasov et al., 2000)
beschriebenen VVorgehensweise dar.

Die drei Operons pstl, pst2 und ugp sowie das Gen phoU4 (OE2128F) wurden durch
Deletion (entspricht ,,A*) aus dem Genom von H. salinarum entfernt.

Durch die Integration eines knockout-Vektors konnten zum einen die Gene pstC1-OE4471R

und zum anderen die Gene pstC2-phoU, ausgeschaltet werden (entspricht ,,ko).

Der Versuch eine Doppeldeletions-Mutante der beiden pst-Operons oder eine Deletion des
Gens phoU3 (OE1681F) in H. salinarum R1 herzustellen, blieb erfolglos. Dieses Vorhaben
wurde sowohl mit der in (Koch & Oesterhelt, 2005) beschriebenen Methode als auch fur die
Doppeldeletion mit einer in (Gebhard et al., 2006) beschriebenen Methode versucht (in dieser
Arbeit nicht gezeigt). In Letzerer wird das zu deletierende Gen (pst2-Operon) durch eine
Antibiotika-Kassette (Mevinolin) ausgetauscht, es handelt sich hier also um eine
Deletions-Insertion. Die Antibiotika-Kassette ermdglicht eine positive Selektion der Klone
nach dem zweiten Rekombinationsereignis (crossing over) und erleichtert somit die Selektion
positiver Transformanten.

Da sich weder das Gen phoU3 im Wildtyp, noch das pst2-Operon in der pstl-
Deletions-Mutante deletieren lieen, wird vermutet, dass der Verlust dieser Gene fir
H. salinarum letal ist.

Da H. salinarum folglich auf das Vorhandensein eines der beiden Pst-Transporter angewiesen
ist, wird vermutet, dass keine weiteren funktionsfahigen Pj-Transporter in der Zelle vorhanden

sind (siehe Diskussion, Kapitel 4.1).

3.3.1 Konstruktion der Deletions-Stamme KF101 (R1Apstl), KF100
(R1Apst2), KF102 (R1Augp), KF103 (R1AaphAugp) und KF104
(R1AphoU4)

Auf die Konstruktion und Klonierung der Deletionsplasmide zur Herstellung der in-frame
Deletions-Stamme wird im Methodenteil detailliert eingegangen (Kapitel 2.3.12). Die
Doppeldeletions-Mutante R1AaphAugp wurde im Deletions-Stamm R1Aaph hergestellt, alle
anderen Deletions-Mutanten im Wildtyp-Stamm H. salinarum R1.

Die Verifizierung der Deletions-Mutanten KF101 (R1Apstl), KF100 (R1Apst2), KF102
(R1Augp), KF103 (R1AaphAugp) und KF104 (R1AphoU4) sollte zundchst durch PCR und

anschlielend mittels Southernblot erfolgen.
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Fur die Verifizierung der Deletions-Mutanten mittels PCR wurden Oligonukleotide
eingesetzt, die jeweils in den stromaufwarts und stromabwarts gelegenen Regionen des zu
deletierenden Bereichs ansetzten. Die amplifizierten Fragmente der Deletions-Mutanten
waren kdrzer als die im Wildtyp-Stamm (H. salinarum R1). Der jeweilige GroRenunterschied
entsprach genau der erwarteten DeletionsgrolRe. Die PCR-Produkte wurden nach einer
Gelextraktion sequenziert und ihre Identitat mit der Zielsequenz bestéatigt.

Im Weiteren sollten die Deletions-Mutanten durch einen Southernblot verifiziert werden.
Diese Methode ermdglichte es die Gensequenz im Hintergrund des gesamten halobakteriellen
Genoms nachzuweisen. Zunéchst wurde genomische DNA aus Wildtyp und Mutanten mit
bestimmten Restriktionsenzymen (siehe Tab.4) verdaut, um dann (ber eine
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt zu werden. Die DNA-Fragmente wurde auf eine
Nylonmembran transferiert und mit DIG-11-dUTP markierten spezifischen Gensonden (siehe
Tab. 4), die mittels PCR hergestellt wurden, hybridisiert und detektiert. Fir die Herstellung
der Sonden wurden spezifische Primer verwendet (siehe 2.1.3). Die jeweiligen amplifizierten

Sequenzbereiche sind in Tab. 4 aufgelistet.

Tab. 4: Verwendete Restriktionsenzyme und DIG-markierte Gensonden zur Detektion mittels
Southernblot.

Gen bzw. Operon | pstl-Operon | pst2-Operon | phoU4 ugp-Operon | aph
Restriktionsenzym | Bcll Pstl Kasl BoxI BoxI
Gensonde OE4475R pstS2 phoU4 ugpB aph
Flankierende stromauf- stromauf- stromab- stromab- stromauf-
Sonde warts warts warts warts warts

Die Sonden richteten sich jeweils gegen eine flankierende Sequenz des zu deletierenden
Bereichs und gegen die gewiinschte Deletionsregion selbst. Die Detektion der genomischen
DNA im Bereich der deletierten Operons pstl, pst2 und ugp sowie der deletierten Gene aph
und phoU4 im Gesamt-Genom erfolgte durch ein Signal bei erwarteter Fragmentgroiie (siehe
Tab. 5). Durch den Vergleich der Ergebnisse aus Wildtyp und Deletions-Mutante konnte die

Deletion des gewunschten Bereichs bestatigt werden.

126



3 Ergebnisse

Tab.5: Erwartete Fragmentgrofen chromosomaler DNA (Wildtyp und Deletions-Mutanten) im
Southernblot. Ein positives Signal im Southernblot bei erwarteter FragmentgroRe lasst auf die
erfolgreiche Deletion des Operons schlieRen.

Deletiertes Gen bzw.
Operon (GroRe) | pstl pst2 phoU4 ugp aph
Erwartetes (8175 bp) | (5245 bp) | (1029 bp) | (4310 bp) | (1422 bp)
Signal in Fragmentgrofie
Wildtyp 8861 bp 10392 bp | 5782 bp 6070 bp 3876 bp
Deletions-Mutante 686 bp 2750 bp | 4753bp | 1760 bp | 2454 bp
Die Southernblots in Abb. 35A/C/E zeigen jeweils die Hybridisierungen von

DNA-Fragmenten des Wildtyps und vier Klonen der Deletions-Mutante Apstl, funf der
Deletions-Mutante Apst2 und zwei der Deletions-Mutante AphoU4 mit den entsprechenden
Sonden fur die flankierenden Regionen des pstl- und pst2-Operons bzw. des Gens phoU4
(siehe Tab. 4). Wie erwartet liegen die Wildtyp-Fragmente (Spur wt), die das zu deletierende
Gen oder Operon enthalten, hoher als die verklrzten Fragmente der Klone der Deletions-
Mutanten Apstl (Spuren 1-4), Apst2 (Spuren 1-5) und AphoU4 (Spuren 1-2).

Die Southernblots in Abb. 35B/D/F zeigen Hybridisierungen der DNA der gleichen Stamme
mit den jeweiligen Gensonden OE4475R, pstS, und phoU4 (siehe Tab. 4).

Die Wildtyp-Fragmente (Spur wt) mit untersuchtem Operon bzw. Gen sind gut zu erkennen.
Bei den entsprechenden Klonen der Deletions-Mutanten Apstl (Spuren 1-4), Apst2 (Spuren
1-5) und AphoU4 (Spuren 1-2) erscheint die Bande nicht, d.h. es handelt sich um eine
erfolgreiche Deletion.

Die Fragmentgrofie fir die Deletions-Mutante KF100 (Apst2) fallt mit 2750 bp kleiner aus als
rechnerisch mit etwa 5150 bp zu erwarten ware. Der Grund ist, dass fir die Restriktion der
genomischen DNA im Southernblot das Restriktionsenzym Pstl eingesetzt wurde, fur welches
auch zwischen den stromauf- und stromabwarts liegenden Deletionskonstrukten eine
Schnittstelle vorhanden ist. Bei der Integration des Vektors pKF100 in das halobakterielle
Genom und der anschlieBenden Desintegration, wird diese Pstl-Schnittstelle an genannter
Stelle in das Genom eingebracht. Im vorliegenden Southernblot wird durch die Restriktion
mit Pstl ein Fragment mit 2750 bp Lange erzeugt, welches Teil der stromaufwarts liegenden
Region ist und somit mit der DIG-markierten Sonde hybridisieren kann. Ein weiteres 2400 bp
langes Fragment enthélt wiederum den stromabwaérts liegenden Bereich und kann daher auf

dem Blot nicht detektiert werden. Im Falle eines Verbleibs des Deletionsplasmids im Genom,
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d.h. keine Desintegration durch das 2. crossing over, wére noch ein weiteres Signal bei 17380
bp bzw. ein einzelnes Signal bei 17730 bp vorhanden.

A B E F
bp Mwt 1234 Mwt12 3 4M bp M wt 1 2 M wt 1 2
23130 - - 23130
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Abb. 35: Southernblot-Analyse zur Detektion der pstl (A+B)-, pst2 (C+D)- und phoU4 (E+F)-Deletions-
Mutanten.

Genomische DNA aus H. salinarum R1 wurde mit dem entsprechenden Restriktionsenzym geschnitten,
im Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet. Die Hybridisierung erfolgte mit
Sonden, welche gegen eine flankierende Sequenz des Operons (A/C/E) und gegen ein Gen innerhalb des
Operons (B/D/F) gerichtet waren. Siehe hierzu Tab. 4. M: DNA molecular weight marker Il, DIG-markiert;
wt: Ausgangs-Stamm R1 fiir die Deletion als Positivkontrolle; 1-4: genomische DNA aus verschiedenen
pst1-Deletionsklonen (A+B); 1-5: genomische DNA aus verschiedenen pst2-Deletionsklonen (B+C) und 1-
2: genomische DNA aus zwei phoU4-Deletionsklonen (E+F).

Die in Abb. 36A/C gezeigten Southernblots stellen jeweils die Hybridisierungen von
DNA-Fragmenten des Wildtyps und vier Klonen der Deletions-Mutante Augp und zwei der
Deletions-Mutante AaphAugp mit den Sonden fiir die flankierenden Regionen des
ugp-Operons bzw. des aph-Gens dar (siehe Tab. 4). Die Wildtyp-Fragmente (Spur wt)
enthalten noch den zu deletierenden Sequenzbereich und liegen daher hoéher als die
entsprechend verkiirzten Fragmente der Klone der Deletions-Mutanten Augp (Spuren 1-4) und
AaphAugp (Spuren 1*-2* und 1-2).

Beide Southernblots in Abb. 36B/D zeigen die Hybridisierung der entsprechenden Gensonden
mit DNA-Fragmenten des Wildtyps und vier Klonen der Deletions-Mutante Augp sowie zwei

der Deletions-Mutante AaphAugp. Die Wildtyp-Fragmente (Spur wt), welche das
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entsprechende Operon bzw. Gen enthalten, sind gut zu erkennen. Fiir die jeweiligen Klone der
Deletions-Mutanten Augp (Spuren 1-4) und AaphAugp (Spuren 1*-2* und 1-2) kann keine
Bande detektiert werden, d.h. es handelt sich um die erfolgreiche Deletion. Die in Abb. 36D

hoher laufenden drei Banden (Spuren wt, 1 und 2) sind auf eine unspezifische Bindung der

aph-Sonde zuriickzufuhren.
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Abb. 36: Southernblot-Analyse zur Detektion der ugp —Deletions-Mutante und
aph-ugp -Doppeldeletions-Mutante.

Genomische DNA aus H. salinarum R1 wurde mit dem entsprechenden Restriktionsenzym
geschnitten, im Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet. Die Hybridisierung
erfolgte mit Sonden, welche gegen eine flankierende Sequenz des Operons (A+C) und gegen ein Gen
innerhalb des Operons (B+D) gerichtet waren. Siehe hierzu auch Tab. 4. M: DNA molecular weight
marker I, DIG-markiert; wt: Ausgangs-Stamm R1 fiir die Deletion als Positivkontrolle; 1-4: genomische
DNA aus verschiedenen ugp-Deletionsklonen (A+B); 1*-2*(A+B) und 1-2 (C+D): genomische DNA aus
zwei aph-ugp -Doppeldeletionsklonen mit Sonden fiir ugp (A+B) bzw. aph (C+D).

Die Deletion der Operons pstl, pst2, ugp sowie des Gens phoU4 wurde damit erfolgreich
durchgefuhrt und alle Deletions-Mutanten wurden mit Hilfe des Southernblots verifiziert.
Eine starke Repression der Gene des pstl- bzw. pst2-Operons in der entsprechenden
Deletions-Mutante war eine zuséatzliche Bestatigung der erfolgreichen Deletion (siehe gPCR
in Kapitel 3.6.1).
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3.3.2 Konstruktion der knockout-Stamme KF105 (ko:pstC;-OE4471R) und
KF106 (ko:pstC,-phoU,)

Ziel der Herstellung der knockout-Stdamme war es, die Gene der Phosphattransporter Pstl
(pstC,-OE4471R) bzw. Pst2 (pstC,-phoU;) auszuschalten und dabei das Gen des
Phosphatbindeproteins pstS; bzw. pstS, funktionsfédhig zu erhalten. Die knockout-Stamme
besitzen somit wie die Deletions-Mutanten jeweils nur einen voll funktionsfahigen
phosphatspezifischen ABC-Transporter (Pstl oder Pst2), aber zusatzlich noch das zweite
Phosphatbindeprotein (PstS; oder PstS;) des jeweils ausgeschalteten Transporters. In
folgenden Untersuchungen sollte die Phosphataufnahme beider resultierender knockout-
Stdmme analysiert werden.

Die Strategie der Konstruktion des jeweiligen knockout-Vektors fir die Gene pstC;-OE4471R
und pstC,-phoU, wird in der reprasentativen Darstellung in Abb. 37 anhand des Knockouts
des pst2-Operons gezeigt. Analog dazu wurde der Knockout des pst1-Operons durchgefiihrt.
Die knockout-Vektoren pKF105 (fur das pstl-Operon) und pKF106 (fur das pst2-Operon)
enthalten die letzten 600 bp des 1140 bp langen pstS;-Gens bzw. 625 bp des 1035 bp langen
pstS,-Gens (schwarzer Blockpfeil in Abb. 37). Stromabwarts davon wurde jeweils eine
Terminatorsequenz eingebaut (grauer Kasten). Es handelt sich hier um den Terminator des
flgA-Operons. Die Vektoren enthalten auch einen Selektionsmarker (Novobiocinresistenz =
NovF), der die Selektion der positiven Mutanten auf Agarplatten mit Novobiocin erméglicht.
Nach der Integration des Vektors in das Genom uber homologe Rekombination am
pstSi- bzw. pstS,-Gen, bleibt die Synthese des pstSi;- bzw. pstSp-Transkripts in den
knockout-Mutanten erhalten und endet am stromabwaérts gelegenen Terminatorbereich. Die
Transkription des restlichen pstl- bzw. pst2-Operons (offene Blockpfeile in Abb. 37) wird
durch ein Fehlen des Promotors verhindert, was einen knockout der Gene pstCj, pstA;, pstBi,
phoU;, OE4475R, OE4471R bzw. pstC,, pstA,, pstB;, phoU, in der jeweiligen
knockout-Mutante zur Folge hat.

Die Verifizierung der positiven knockout-Mutanten erfolgte mit Hilfe einer PCR. Eine
anschlieBende RT-gPCR sollte zusétzlich bestatigen, dass in der jeweiligen knockout-Mutante
die Transkription des Gens pstC; bzw. pstC, reprimiert bis ausgeschaltet wurde, das Gen
pstS; bzw. pstS, jedoch noch auf gleichem Niveau transkribiert wird. Die Verifizierung
mittels RT-qPCR ist in Kapitel 3.6.1 zu finden.

130



3 Ergebnisse
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Abb. 37: Schematische Darstellung des Knockouts des pst2-Operons iiber die Integration des
knockout-Vektors in das Genom von H. salinarum (A) und Gelbild des PCR-Produkts fiir die Mutanten-
Verifizierung (B).

Die Vorgehensweise, die hier dargestellt wird, wurde analog hierzu fir den Knockout des pst1-Operons
verwendet. Der knockout-Vektor enthalt die letzten 625 bp des 1035 bp langen pstS,-Gens (schwarzer
Blockpfeil) und eine stromabwarts davon eingebrachte Terminatorsequenz (grauer Kasten). Der Vektor
verfligt zusatzlich tber einen Selektionsmarker (NovR). Nach der Integration des Vektors in das Genom
tiber homologe Rekombination am pstS,-Gen, bleibt die Synthese des pstS,-Transkripts in den
knockout-Mutanten erhalten und endet am stromabwarts liegenden Terminator. Die Transkription des
restlichen pst2-Operons (als offene Blockpfeile dargestellt) ist durch ein Fehlen des Promotors gestort,
was einen knockout der Gene pstC,, pstA, pstB, phoU, in den knockout-Mutanten zur Folge hat. Die
Verifizierung der positiven Mutanten erfolgte mit Hilfe einer PCR unter Verwendung von zwei
Oligonukleotiden, von welchen eines im pstS,-Gen (als roter Pfeil und ,for” gezeigt) und eines im Vektor
(als roter Pfeil und ,rev” dargestellt) ansetzt. Das PCR-Produkt kann nur in der Mutante amplifiziert
werden, welche den Vektor integriert hat. Das PCR-Produkt, mit einer erwarteten Lange von 1080 bp,
wurde durch Agarose-Gelelektrophorese untersucht (B). M = Langenmarker (GeneRuler DNA-Ladder
Mix). Die Identitat der PCR-Produktsequenz wurde durch Gelextraktion und Sequenzierung bestatigt.

Die PCR wurde unter Verwendung von zwei Oligonukleotiden durchgefuihrt, von denen eines
im Leserahmen des pstS;- bzw. pstS,-Gens (roter Pfeil ,,for in Abb. 37) ansetzte. Es wurde
eine Sequenz im pstS;- bzw. pstS,-Gen gewdhlt, die stromaufwérts des Gens im
halobakteriellen Genom liegt und somit nicht im Vektor enthalten ist. Das andere
Oligonukleotid (roter Pfeil ,,rev in Abb. 37) setzte im Vektor stromabwarts des Terminators
an. Die PCR-Produkte fur beide knockout-Mutanten konnen nur in der Mutante amplifiziert
werden, welche den jeweiligen Vektor im Genom integriert hat. Im Wildtyp kann kein
PCR-Produkt amplifiziert werden. Die PCR-Produkte, mit einer erwarteten L&nge von
1100 bp (pstl) bzw. 1080 bp (pst2), wurden durch Agarose-Gelelektrophorese untersucht
(Gelbild fir pst2 in Abb. 37B). Nach der Gelextraktion wurde die Sequenzidentitit der

PCR-Produkte durch eine Sequenzierung bestatigt.
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Die beiden Knockouts der Gene pstCs, pstA;, pstBi, phoU;, OE4475R, OE4471R bzw. pstC,,
pstA,, pstB,, phoU, konnten erfolgreich durchgefuhrt werden. Alle Mutanten wurden mit
Hilfe der PCR verifiziert. Das Ergebnis der gPCR zeigte, dass die Transkription der Gene
pstC; und pstC, in der jeweiligen knockout-Mutante reprimiert war, wéhrend die der Gene
pstS; und pstS, ungefahr auf gleichem Niveau blieb (siehe dazu Kapitel 3.6.1). Somit war der
gewiinschte Effekt durch die Entfernung des Promotors eingetreten und die Stamme konnten

weiter verwendet werden.

3.3.3 Wachstumsverhalten der verschiedenen Knockout-Stamme

Zu Beginn wurde das Wachstumsverhalten der hergestellten Stdmme untersucht. Die
Auswirkung eines Knockouts des entsprechenden Gens auf das Wachstum der Zellen wurde
durch den Vergleich der Wachstumskurven der Mutanten und des Wildtyps festgestellt.
Zunachst wurden jeweils 5 pl aller Stdimme in einen 100 mil-Kolben mit 35 ml
Komplexmedium (HM) angeimpft und anschlieBend im Dunkeln unter aeroben Bedingungen
kultiviert. Da die Stamme KF101 (R1Apstl), KF100 (R1Apst2), KF105 (ko:pstC1-OE4471R)
und KF106 (ko:pstC2-phoU2) alle nur jeweils einen funktionierenden Phosphattransporter
besitzen, sollte untersucht werden, ob sich durch den eingeschrankten Phosphattransport das
Wachstumsverhalten im Vergleich zum Wildtyp veréndert.

In Abb. 38A ist zu sehen, dass die Wachstumskurven der beiden Deletions-Mutanten KF101
und KF100 fast identisch mit der des Wildtyps sind. Die Wachstumskurven der beiden
knockout-Mutanten KF105 und KF106 sind in Abb. 38B gezeigt. Die Messpunkte stellen
Mittelwerte aus drei unabhangigen Messreihen dar. Da dem Medium beider Mutanten zum
Erhalt des integrierten knockout-Vektors Novobiocin zugegeben wurde, zeigen beide ein
etwas langsameres Wachstum als der Wildtyp. Da durch die Deletions-Mutanten KF100 und
KF101 bereits bestatigt werden konnte, dass die Zellen ein uneingeschranktes Wachstum mit
nur einem funktionierenden Phosphattransporter zeigen, wird das langsamere Wachstum nicht

auf den eingeschrénkten Phosphattransport zurlickgefihrt.
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Abb. 38: Wachstumskurven der Deletions-Mutanten KF101 (Apst1) und KF100 (Apst2) (A) sowie der
knockout-Mutanten KF105 (ko:pstC;-OE4471R) und KF106 (ko:pstC,-phoU,) (B) verglichen mit dem
Wildtyp R1.

Alle vier Stamme wurden in Komplexmedium (HM) im Dunkeln unter aeroben Bedingungen kultiviert.
Die optische Zelldichte wurde durch eine Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge von A = 600 nm
ermittelt. Die dargestellten Werte reprasentieren Mittelwerte aus drei unabhangigen Messreihen.

Der Vergleich des Wachstumsverhaltens der Deletions-Stamme KF102 (R1Augp) und KF103
(R1AaphAugp) mit dem des Wildtyps ist in Abb. 39A gezeigt. Die Messpunkte stellen
Mittelwerte aus drei unabhangigen Messreihen dar. Die beiden Deletions-Stamme sind nicht
mehr in der Lage Glycerin-3-phosphat aufzunehmen und die Doppeldeletions-Mutante kann
zusatzlich kein anorganisches Phosphat aus der Hydrolyse von Monophosphorséaureestern
gewinnen. Aus Abb. 39A geht hervor, dass beide Stdamme dennoch keine Abweichungen zum
Wachstumsverhalten des Wildtyps zeigen. Erst in der stationdren Phase macht sich ein
Unterschied bei der Doppeldeletions-Mutante KF103 (R1AaphAugp) bemerkbar, die im
Vergleich zum Wildtyp eine niedrigere Zelldichte erreicht. Vermutlich wird hier durch die
fehlende alkalische Phosphatase Aph der Phosphatbedarf der Zelle nicht ausreichend gedeckt.
Auch das Wachstumsverhalten der Deletions-Mutante KF104 (R1AphoU4) zeigt nur eine
minimale Abweichung zum Wildtyp (siehe Abb. 39B). Der einzige Unterschied war, dass der
phoU4-Deletions-Stamm in der stationdren Phase eine hohere Zelldichte als der Wildtyp
erreichte. Der Wildtyp hatte jedoch eine niedrigere Zelldichte als in anderen Messungen wie
beispielsweise in Abb. 39A.
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Abb. 39: Wachstumskurven der Deletions-Mutanten KF102 (Augp) und KF103(AaphAugp) (A), sowie
(AphoU4) (B) im Vergleich zum Wildtyp R1.

Alle vier Stamme wurden in Komplexmedium (HM) im Dunkeln unter aeroben Bedingungen kultiviert.
Die optische Zelldichte wurde durch eine Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von A = 600 nm
ermittelt. Die dargestellten Werte reprdsentieren Mittelwerte aus drei unabhédngigen Messreihen.

Keine der ausgefiihrten Gen-Deletionen hatte eine offensichtliche Auswirkung auf das
Wachstumsverhalten der Zellen in Komplexmedium. Daraus wird gefolgert, dass es sich bei

den deletierten Genen nicht um essentiellen Gene fiir H. salinarum handelt.

3.4 Die phosphatabhangigen ABC-Transporter Pstl, Pst2 und
Ugp

Sowohl das pstl- als auch das pst2-Operon kodieren fur die Untereinheiten primérer
Phosphattransporter, das ugp-Operon fur die Untereinheiten des primaren Glycerin-3-
Phosphattransporters. Diese Transportsysteme werden der Superfamilie der ABC-Transporter
zugeordnet und befdrdern Substanzen spezifisch und aktiv unter ATP-Verbrauch in die Zelle.
Die Gene der pstl- pst2- und ugp-Operons werden durch Phosphatmangel induziert, somit
sind alle drei Transporter phosphatabhangig reguliert und gehdéren zum halobakteriellen
PHO-Stimulon (Wende et al., 2009).

Der Homologievergleich der Phosphatbindeproteine von H. salinarum mit denen von anderen
Organismen, zeigte, dass die beiden Phosphattransporter Pstl und Pst2 zwar eine Homologie
zueinander aufweisen, jedoch verwandtschaftlich weiter entfernt sind als mit Pst-Transportern
aus anderen archaealen Organismen. Die unterschiedliche Identitdt der beiden

Phosphatbindeproteine PstS; und PstS,, bekréftigte die Vermutung, dass beide
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unterschiedliche Affinitdten zu anorganischem Phosphat (P;) besitzen und sich somit der
Phosphattransport von Pstl und Pst2 voneinander unterscheiden konnte.

Folglich sollte der Unterschied zwischen beiden Transportern untersucht werden. In Folge
wurde sowohl die Funktion der Proteinkomplexe Pstl, Pst2 und Ugp bestétigt, als auch die
Transporter Pstl und Pst2 kinetisch charakterisiert. Um zwischen dem Transport der
Transporter unterscheiden zu konnen, wurden die Untersuchungen mit Hilfe von
Deletions-Mutanten durchgefihrt, denen jeweils ein Transporter fehlte. Durch das untersuchte
Transport- und Wachstumsverhalten der jeweiligen Stamme konnten einerseits Riickschlusse
auf die Funktion des deletierten Transporters gezogen werden. Andererseits konnten durch die
Deletion eines der beiden Pst-Transporter die kinetischen Parameter des jeweils anderen
Pst-Transporters bestimmt werden. Die Deletions-Stamme wurden immer in Relation zum

Wildtyp gesetzt.

3.4.1 Homologievergleiche der Proteine der ABC-Transporter Pstl, Pst2
und Ugp

Durch in silico Homologievergleiche der durch die Operons pstl, pst2 und ugp kodierten
Proteine mit Proteinen aus anderen Mikroorganismen, wurden Riickschlisse auf die Funktion

und Struktur der Transporter in H. salinarum gezogen.

Alle Untersuchungen wurden mit Hilfe der Gen- und Proteinanalyse-Plattform MIGenAS
(www.migenas.mpg.de) durchgefihrt. Die Sequenzhomologie-Suche der zu untersuchenden
Proteine erfolgte mit dem Such-Algorithmus BLASTP. Die Suche wurde mit
Proteinsequenzen, die der Datenbank HaloLex (www.halolex.mpg.de) entnommen sind, im
Protein-Protein-BLAST gegen die NCBI-Proteindatenbank von 55 Archaeen durchgefiihrt.

Homologe des Phosphatbindeproteins PstS wurden ausgewéhlt und mit ihnen mit Hilfe des
Programms ClustalW ein multiples Sequenz-Alignment erstellt. Auf Grundlage dieser
Alignmentdaten wurde daraufhin eine Distanzmatrix erstellt. Anhand dieser wurde der
phylogenetische ungewurzelte Stammbaum unter Verwendung des
Neighbour-Joining-Algorithmus (Saitou & Nei, 1987) im Programm SplitsTree berechnet.
Dadurch konnten die evolutiondren Beziehungen der homologen PstS-Proteine untereinander

dargestellt werden.
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Die hypothetische Topologie der ABC-Transporter Pstl und Pst2 wurde in Abb. 9A bereits
gezeigt und ist analog zum gezeigten System aus E. coli (Abb. 5) aus jeweils 4 Bausteinen
zusammengesetzt. Es umfasst ein periplasmatisches P;-Bindeprotein (PstS), zwei integrale
Membranproteine (PstA und PstC) und ein ATP-Bindeprotein (PstB), das wahrscheinlich ein
Dimer bildet (Chan & Torriani, 1996). Dartber hinaus enthalt sowohl das pstl1- als auch pst2-
Operon ein phoU-Homolog. Das PhoU von E. coli ist fir den Phosphattransport nicht
essentiell, stellt aber ein Mediatorprotein dar, das an der Regulation des PHO-Regulons
beteiligt ist (Steed & Wanner, 1993).

Das pst-Operon von E. coli setzt sich, wie das pst2-Operon in H. salinarum, aus den 5 Genen
pstS, pstC, pstA, pstB und phoU zusammen. Homologievergleiche zeigten, dass die
kodierenden Sequenzen der Gene des pstl- und pst2-Genclusters von H. salinarum homolog
zu den Genen des pstSCAB-phoU-Operons aus E.coli sind. Ein Vergleich der abgeleiteten
Aminosduresequenzen der Proteine dieser Operons von H. salinarum und E. coli zeigt, dass
das PhoU2 29 % Identitat aufweist, wahrend PhoU1l keine signifikante Homologie zeigt
(Tab. 6).

Tab. 6: Vergleich der durch das pst-Operon kodierten Aminosduresequenzen aus E. coli mit der durch
das pst1- und pst2-Operon kodierten Aminosauresequenzen aus H. salinarum.

Die homologen Aminosduresequenzen der pst-Operons in H. salinarum wurden auch verglichen.
Prozentuale Angaben der ldentititen der Peptidsequenzen der jeweiligen Proteine. *n.s. = nicht
signifikant

Vergleich Identitat (%)

H. salinarum mit E. coli PstS1 | PstC1 | PstAl | PstB1 | PhoUl
ns* [30% [37% |48% | n.s.*

PstS2 | PstC2 | PstA2 | PstB2 | PhoU2
ns* [29% [(32% |53% |29%

H. salinarum (Pstl mit Pst2) | PstS | PstC | PstA | PstB | PhoU
26% [29% [39% |65% |ns.*

Die hochste Ahnlichkeit zu E. coli hatten die ATP-Bindeproteine PstB1 und PstB2 (48 %
bzw. 53 % identische Aminosduresequenz). Die niedrigste Homologie zeigten die
Phosphatbindeproteine PstS1 und PstS2, sowie das PhoULl. Der Vergleich der abgeleiteten
Aminosauresequenzen der Proteine der beiden pst-Operone von H.salinarum untereinander
zeigt, dass die Proteine PhoU nicht signifikant homolog zueinander sind. Die Proteine PstS
weisen mit 26 % eine geringe Homologie auf. PstB zeigt die hochste Identitat mit 65 %, PstA
und PstC sind zu 39 % bzw. 29 % identisch.
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Die hypothetische Struktur der Transporter beider pst-Operone ist in Abb. 9 dargestellt.

Das Ugp-System in H.salinarum ist analog zu Pst aus E.coli aus 4 Bausteinen
zusammengesetzt und umfasst ein periplasmatisches Bindeprotein fir Glycerin-3-phosphat
(G3P) und Glycerinphosphodiester (UgpB), zwei integrale innere Membranproteine (UgpA
und UgpE) und ein ATP-Bindeprotein (UgpC).

In E. coli besteht das ugp-Operon (ugpBAECQ) aus 5 Genen (siehe Abb. 5B), in H. salinarum
das homologe ugp-Gencluster (ugpBAEC) aus 4 Genen (siehe Abb. 9C). Das ugpQ-Gen in
H. salinarum ist jedoch nicht wie bei E. coli im ugp-Operon lokalisiert, sondern bildet an
einer anderer Stelle mit einem anderen Gen (moaD) ein Gencluster.

Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen der Proteine der Operons von H.
salinarum und E. coli zeigt, dass die beiden Permeasen UgpA und UgpE 38 % Identitét
aufweisen (Tab. 7). Die hochste Ahnlichkeit ist, wie schon beim Pst-Transporter, in dem
ATP-Bindeprotein UgpC (46 % Identitat) zu finden. Den grofiten Unterschied zeigt das
Phosphatbindeprotein UgpB, das eine 29 % identische Aminoséduresequenz zu UgpB aus
E. coli hat.

Tab. 7: Vergleich der durch das ugp-Operon kodierten Aminosdauresequenzen aus E. coli mit der aus
H. salinarum.
Prozentuale Angaben der Identitdten der Peptidsequenzen der jeweiligen Proteine.

Vergleich Identitat (%)

H. salinarum mit E. coli | UgpB | UgpA | UgpE | UgpC
29% [38% |38% |46%

Eine Verwandtschaftsanalyse der Gencluster pstl, pst2 und ugp mit anderen halophilen
Archaeen ergab im Vergleich zu E.coli eine deutlich hohere Ahnlichkeit in der
Aminosauresequenz (siehe Tab. 8).

Der Vergleich wurde mit drei halophilen Archaeen Haloarcula marismortui, Haloquadratum
walsbyi und Natronomonas pharaonis angestellt.

Die stdrkste Homologie wurde, analog zum Vergleich mit E. coli, in den ATP-Bindeproteinen
PstB; und PstB, (59 — 79 %) und eine hohe in UgpC (38 - 49 %) gefunden.

Die Substratbindeproteine PstS;, PstS, und UgpB waren deutlich am niedrigsten homolog
zueinander. Die hdchste Sequenzidentitat wies das PstS1 von H.salinarum zum

Phosphatbindeprotein YqgG aus H. marismortui mit 51 % auf.
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Tab. 8: Vergleich der durch das pst1, pst2- und ugp-Operon kodierten Aminosdauresequenzen aus
H. salinarum mit den Aminosauresequenzen, die durch die verschiedenen pst-Operons aus Haloarcula
marismortui, Haloquadratum walsbyi und Natronomonas pharaonis kodiert werden.

Gezeigt werden die prozentualen Angaben der Identitdten der Peptidsequenzen der jeweiligen Proteine.
Die Anzahl der Pst-und Ugp-Transporter sowie der PhoU-Proteine in dem jeweiligen halophilen
archaealen Organismus ist angezeigt. *n.s. = nicht signifikant; ¥ = hochste Identitdt mit einem der
jeweiligen PhoU-Proteine

Halophiler Organismus H. salinarum
Pstl Identitat (%) | Pst2 Identitat (%) | Ugp | Identitét (%)
Haloarcula marismortui | PstS; | 51 %; 29 % PstS, | 49 %; n.s.* UgpB | 40 %
2 Pst-Transporter PstC, | 40 %; 29 % PstC, | 55 %; 34 % UgpA | 50 %
2 PhoU-Proteine PstA; | 59 %: 31 % PstA, |49 %: 32 % UgpE | 39 %
1 Ugp-Transporter PstB, | 69%:;65% | PstB, | 79%;64% | UgpC | 49 %
PhoU; | 57 %t PhoU, | 67 %t
Haloquadratum walsbyi | PstS; | 42 % PstS, | 26 % UgpB | n.s.*
1 Pst-Transporter PstC, |44 % PstC, | 30 % UgpA | 22%
5 PhoU Proteine PstA; | 62 % PstA, | 33% UgpE | 24 %
1 PhoU-Homolog PstB;, | 69 % PstB, | 65 % UgpC | 38 %
1 Ugp-Transporter PhoU; | 60 %t PhoU, | 59 %
Natronomonas pharaonis | PstS; | 26 %; n.s.* PstS, | 37 %; 33%
2 Pst-Transporter PstC; | 28 %; 27 % PstC, | 52 %; 46 %
5 PhoU-Proteine PstA; | 44 %; 34 %; PstA, | 42 %; 41 %
PstB; | 59 %; 59 % PstB, | 76 %; 74 %
PhoU, | 51 % PhoU, | 61 %

Die Phosphatbindeproteine PstS; und PstS, zeigten zwar, wie erwartet (Albers et al., 2004),
die deutlich schwéachste Homologie zu Phosphatbindeproteinen anderer Organismen, stellten
aber die interessantesten Kandidaten der Verwandtschaftsanalyse dar. Der Unterschied in der
Aminoséuresequenz und die damit verbundene unterschiedliche Struktur dieser Proteine
kdnnen auf eine unterschiedliche Affinitat der Proteine zu ihrem Substrat, dem anorganischen
Phosphat (P;) hinweisen. Beide Proteine besitzen sowohl eine N-terminale Tat (twin arginine
translocation)- Signalsequenz (RR) als auch ein Lipobox-Motiv (LAGC) (Falb et al., 2005,
Pohlschroder et al., 2004). Beide Proteine werden in gefaltetem Zustand Uber das Tat-System
aus der Zelle transportiert und sind durch einen N-terminalen Lipidanker in der Membran
befestigt. Die an der ZellauRenseite platzierten Proteine sind in ihrer Struktur dem die Zelle
umgebenden Medium angepasst. Aufgrund der halophilen Natur der Proteine PstS; und PstS;
ist die Homologie mit Proteinen anderer halophiler Archaeen erwartungsgemaf groRer als mit
Proteinen aus mesophilen E. coli oder B. subtilis. Anhand der Aminosduresequenzen wurde
ein phylogenetischer Baum (Abb. 40) erstellt, der die Verwandtschaft der PstS-Proteine aus

Haloarcula marismortui, Haloquadratum walsbyi, Natronomonas pharaonis, E. coli und
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B. subtilis zusammenfasst. Mit Hilfe des Baums wurde die gréliere Homologie der Proteine
PstS; (OE4485R) und PstS, (OE1679R) zu ihren halophilen Verwandten bestatigt.

Dabei kann man deutlich erkennen, dass die Proteine PstS; und PstS, ndher verwandt sind mit
entsprechenden Proteinen aus anderen halophilen Archaeen als untereinander.

Die beiden PstS-Proteine in H. salinarum sind paralog zueinander mit einer hoheren
Orthologie zu dem entsprechenden Pst-Protein aus anderen halophilen Archaeen. Dies kann

auf eine friihe evolutiondre Trennung der beiden Genkopien hindeuten.

—
0.1 M. pharaonis (HPE&1044)

H. marismartui (rrnAC 15090

M. pharaanis (MF1972/~)

H. zalinarum (OE16729R)

H. zalinarum (OE3I25R)
B. subtiliz (BS 299907

H. marismartui (rrnAcz 1497

H. walsbyi (HZ147 180
E. coli (b3725)

Abb. 40: Verwandtschaftsanalyse der Phosphatbindeproteine PstS.

Der Phylogenetische Baum wurde mit den Aminosduresequenzen der PstS-Proteine aus Haloarcula
marismortui, Haloquadratum walsbyi, Natronomonas pharaonis, E. coli und B. subtilis erstellt. Der
jeweilige Gencode ist in Klammern angegeben. Mit Hilfe des Programms ClustalW, das in der Gen- und
Proteinanalyse-Plattform MIGenAS (Max-Planck Integrated Gene Analysis System) zur Verfligung steht,
wurde ein multiples Sequenz-Alignment erstellt. Auf Grundlage des multiplen Alignments wurde eine
Distanzmatrix erstellt. Anhand dieser wurde der phylogenetische ungewurzelte Stammbaum unter
Verwendung des Neighbour-Joining-Algorithmus (Saitou & Nei, 1987) im Programm SplitsTree
berechnet.

Auch die restlichen Pstl-Transporterproteine sind dhnlich paralog zu dem
Pst2-Transportsystem  von  H.salinarum  (siehe Tab.6 und Tab.8). Beide
Phosphatbindeproteine von H. salinarum zeigen einen nahen Verwandtschaftsgrad zu je
einem entsprechenden Phosphatbindeprotein aus H. marismortui. PstS; steht in n&herer
Verwandtschaft mit dem PstS aus H. walsbyi, PstS, dagegen ist nédher mit den beiden
Phosphatbindeproteinen aus N. pharaonis verwandt. Die Proteine aus E. coli und B. subtilis
liegen in einer eigenen Verwandtschaftsgruppe und liegen zu beiden PstS aus H. salinarum

verwandtschaftlich am weitesten entfernt.
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In Tab. 9 sind die ersten sieben Kandidaten aus dem Protein-Protein-BLAST gegen die
NCBI-Protein-Datenbank von 55 Archaeen aufgelistet.

PstS; bzw. PstS, aus H. salinarum zeigen die hochste Ahnlichkeit mit YqgG bzw. PhoX aus
H. marismortui. Beide Organismen besitzen somit die verwandtschaftlich am nédchsten
liegenden Phosphatbindeproteine. Bemerkenswerter Weise ist eine hohe Homologie von PstS,
zu PhoX aus Archaeoglobus fulgidus, einem hyperthermopilen Archaebakterium, zu finden.
Neben den Phosphatbindeproteinen aus Haloarcula marismortui, Haloquadratum walsbyi
und Natronomonas pharaonis zeigen PstS; und PstS, eine hohe Ahnlichkeit zu

Phosphatbindeproteinen aus drei Methanomicrobia.

Tab.9: Kandidaten mit den hochsten E-Werten aus dem Protein-Protein-BLAST der
Phosphatbindeproteine PstS; und PstS, aus H. salinarum gegen die NCBI-Proteindatenbank von 55
Archaeen.

Protein Gen-Name aes . .
. Phosphatbinde- | Organismus Score [bit] E-Wert

(H. salinarum) i
proteins
yqgG Haloarcula marismortui 300 3e-81
pstS Haloguadratum walsbyi 248 8e-66
- Methanosaeta thermophila 95 2e-19

PstS; - Methanosaeta thermophila 92 le-18
- Methanosarcina mazei 80 7e-15
pstS Methanosarcina acetivorans 80 7e-15
pstS Methanosarcina mazei 79 %e-15
phoX Haloarcula marismortui 267 2e-71
phoX Archaeoglobus fulgidus 263 4e-70
abcl4s Natronomonas pharaonis 191 9e-49

PstS, abc1bs Natronomonas pharaonis 150 3e-36
- Methanosarcina mazei 116 4e-26
- Methanosarcina mazei 114 3e-25
- Methanosarcina barkeri 111 le-24

Aus dieser in silico Analyse, in der die Homologie der Phosphatbindeproteine von
H. salinarum zu denen von anderen Mikroorganismen verglichen wurde, geht deutlich hervor,
dass die beiden Phosphattransporter Pstl und Pst2 zwar homolog zueinander sind, jedoch
untereinander verwandtschaftlich weiter entfernt liegen als zu Pst-Transportern anderer
archaealer Organismen. Die unterschiedliche Identitat der beiden Phosphatbindeproteine
PstS; und PstS,, bekraftigte die Vermutung, dass beide unterschiedliche Affinitaten zu

anorganischem Phosphat (P;) besitzen und sich somit der Phosphattransport von Pstl von dem
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durch Pst2 unterscheidet. In folgenden Versuchen sollte der Unterschied zwischen beiden

Transportern ndher untersucht werden.

3.4.2 Kinetische Charakterisierung des Phosphattransports und der
Affinitat der Pstl- und Pst2-Transporter in H. salinarum

Das Genom von H. salinarum enthélt zwei homologe Operons pstl und pst2, welche fir die
phosphatspezifischen ABC-Transporter Pstl und Pst2 kodieren. Homologievergleiche
bestatigten eine Sequenzadhnlichkeit zu Pst-Transportern anderer Mikroorganismen (siehe
vorheriges Kapitel). E.coli und B. subtilis beispielsweise, besitzen im Gegensatz zu
H. salinarum jedoch nur eine Kopie des Pst-Transporters. Die Funktion als ein hoch affiner
Phosphattransporter wurde mit Hilfe kinetischer Untersuchungen des Pj-Transports bestatigt
(Qietal., 1997, Rosenberg et al., 1977, Willsky et al., 1973).

In vorliegendem Kapitel werden Rickschlisse aus der kinetischen Analyse verschiedener
pst-Knockout-Stamme gezogen, die die vermutete Funktion der beiden ABC-Transporter Pstl
und Pst2 als spezifische Transporter fur anorganisches Phosphat bestatigte. Die Untersuchung
umfasste zundchst die Aufnahme von Na,HPO, und anschliefend die Aufnahme von
radioaktiv markiertem Phosphat (*2P;).

Aufgrund der unterschiedlichen phosphatabhangigen Expression der Operons pstl und pst2
(Kapitel 3.1.4.3; (Wende et al., 2009)) und ihrer verwandtschaftlichen Entfernung wurde
aulBerdem vermutet, dass die Bindeproteine PstS; bzw. PstS, der beiden Transporter uber
unterschiedliche Phosphataffinitaten verfiigen.

Mit Hilfe von **Pi-Aufnahme-Versuchen des Wildtyps, der pst-Deletions-Mutanten (Apstl,
Apst2) und der pst-knockout-Mutanten (ko:pstC;-OE4471R, ko:pstC,-phoU;) sollten die
kinetische Parameter Ky und vmax bestimmt werden. Auf den Genotyp der einzelnen
Mutanten wird in Kapitel 3.3 ausfihrlich eingegangen.

Wie in Kapitel 3.3 bereits beschrieben wurde, war eine Doppeldeletion beider Pst-Transporter
in H. salinarum nicht méglich. Daraus wurde geschlussfolgert, dass sie die einzigen beiden
funktionalen Transporter fur anorganisches Phosphat in H. salinarum darstellen (siehe
Diskussion, Kapitel 4.1). Im Folgenden wurde davon ausgegangen, dass in den
Deletions-Mutanten KF100 und KF101, denen jeweils einer der beiden Pst-Transporter fehlt,
der verbliebene Transporter den einzigen Transporter flir anorganisches Phosphat darstellt.
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Ziel war es mehr Licht in die Charakterisierung des Phosphattransports und der
Phosphataffinitat von Pstl und Pst2 zu bringen.

3.4.2.1 Kinetik der Na,HPO,-Aufnahme des Wildtyps und der Deletions-
Mutanten KF101 und KF100

Die Untersuchung der Phosphataufnahme der H. salinarum-Zellen fand in einem
Aufnahmeversuch mit Na,HPO, statt. Die Phosphataufnahme der Deletions-Mutanten KF101,
KF100 sowie des Wildtyps wurde Uber einen bestimmten Zeitraum verfolgt und ergab einen
ersten Hinweis auf das unterschiedliche Aufnahmeverhalten der drei Stdmme. Daraus konnten
Rickschlisse auf den Na,HPO,-Transport uber die ABC-Transporter Pstl und Pst2 gezogen
werden.

Bei der Mutante KF101 wurde das pst1-Operon deletiert, der Stamm besitzt folglich nur den
Pst2-Transporter. Die Mutante KF100, bei der das pst2-Operon deletiert wurde, verfugt nur
uber den Pst1-Transporter.

Um die Phosphataufnahme bei Verlust eines der beiden Transporter mit der des Wildtyps zu
vergleichen, wurden die drei Stdmme von +P;-Bedingungen in die fur den Versuch
notwendigen -P;-Bedingungen Uberfuhrt. Dazu wurden die Zellen zunéchst in +Pj-Medium
(HM) kultiviert, abzentrifugiert und in -Pi-Medium (SMOP) resuspendiert. Die Zellen wurden
anschlieRend unter sonst gleichbleibenden Bedingungen weiter kultiviert (siehe 2.2.2). Nach
48 h Phosphatmangelbedingungen (Zeitpunkt 0 h) wurden je zwei verschiedene
Pi-Konzentrationen (5 uM, 1 mM) zugegeben und eine Negativkontrolle (0 mM Pj)
mitgefuhrt (siehe 2.4.6). Die intrazellulare Phosphatkonzentration der Zellen wurde in
mehreren Zeitintervallen komplexometrisch bestimmt (siehe 2.4.5). Die verschiedenen
Messzeiten betrugen 5 min, 10 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min, 150 min, 210 min,
240 min und 360 min. Es wurden drei unabhdngige Versuche mit je 3 Replikaten
durchgefihrt und die Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet.

Abb. 41A zeigt die grafische Darstellung der Kinetik der Phosphatanreicherung in der Zelle
nach der Zugabe von 5 uM Na,HPO, und die Negativkontrolle (0 mM Na,HPOQO,). Die
Stamme R1 (Wildtyp), KF101(R1Apstl) und KF100 (R1Apst2) zeigten bei Gabe von 0 mM
Pi keine Anreicherung von Phosphat in der Zelle und ihre innere Pj-Zellkonzentration kam
nicht Gber 1,864 mM P; hinaus. Bei Zugabe von 5 uM Na,HPO, zeigten alle drei Stdmme
einen klaren Anstieg der inneren P;-Konzentration mit einem apparenten Hohepunkt der
Pi-Konzentration bei 60 min beim Wildtyp, bei 30 min bei Apstl und bei 90 min bei Apst2.
Danach nahm die innere Pj-Konzentration wieder ab.
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Der Apstl-Stamm, der den Pst2-Transporter enthélt, zeigte nach der Zugabe von 5 uM P; eine
schnellere Anreicherung und eine hohere Pi-Zellkonzentration als der Stamm, der nur tber
den Pst1-Transporter (Apst2) verfugt. Die Apstl-Mutante erreichte im Ubrigen eine hohere
Phosphat-Konzentration im Zellinneren als der Wildtyp. Erst ab 90 min glichen sich die
Werte aller drei Stamme an.

—o—

R1 (Wildtyp), 1mM

A B -#- KF101 (Apstl), 1mM
40- —o— R1 (Wildtyp), 5uM 80- -+ KF100 (Apst2), 1mM
- KF101 (Apstl), 5uM

30 —+— KF100 (Apst2), 5uM 60-
= -~ R1, 0pM s
£ £
= -= KF101, OpM ~
S 20 'S 40
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Abb. 41: Graphische Darstellung der Kinetik der Aufnahme von Na,HPO, in den Stammen R1
(Wildtyp), KF101 (R1Apst1) und KF100 (R1Apst2).

Der Wildtyp (Apst1 (grin) und Apst2 (blau) wurden 48 h in phosphatlimitiertem Medium inkubiert und
anschlieBend mit 5 uM (A) bzw. 1 mM (B) Na,HPO, versetzt. Es wurden auch Negativkontrollen (0 mM
Na,HPO,) mitgefihrt. Die Zellen wurden in verschiedenen Zeitintervallen (5 min, 10 min, 30 min, 60 min,
90 min, 120 min, 150 min, 210 min, 240 min und 360 min) geerntet und ihre innere
Phosphatkonzentration komplexometrisch bestimmt. Jedes Symbol zeigt den Mittelwert der inneren
Phosphatkonzentration aus drei Messreihen mit je drei Replikaten an. Die berechnete
Standardabweichung ist als Fehlerbalken eingezeichnet.

Abb. 41B zeigt analog zu A die grafische Darstellung nach der Zugabe von 1 mM Na;HPO,
und die Negativkontrolle. Auch hier zeigten alle drei Stdimme einen klaren Anstieg der
inneren P;-Konzentration bei 1 mM P;. Die Negativkontrolle (0 mM P;) zeigte wie erwartet
keine Phosphatanreicherung. Im Wildtyp stieg die P;-Konzentration stetig bis 360 min an. Im
Gegensatz dazu erreichte die Apstl-Mutante nach 90 min ihr relatives Maximum, die
Apst2-Mutante erst nach 240 min. Ab 240 min ging die innere Pj-Konzentration aller drei
Stdmme in eine relative Sattigung tber.

Auch bei der zugegebenen P;-Konzentration von 1 mM konnte beobachtet werden, dass der
Apstl-Stamm (Pst2-Transporter) gegenuber dem Apst2-Stamm (Pst1-Transporter) schneller
Phosphat anreichert und eine hohere Pj-Zellkonzentration erlangt, die er ab 120 min bis

360 min auf einem konstanten Niveau halt. Die hdchste innere Pi-Konzentration konnte beim
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Wildtyp gemessen werden. Verglichen mit der Apstl-Mutante zeigt dieser zunéchst eine

niedrigere Pi-Anreicherung, doch ab 120 min nimmt diese im Vergleich kontinuierlich zu.

Der Apstl-Stamm, der den Pst2-Transporter enthélt, scheint schneller groRere
Phosphatmengen aufnehmen zu kénnen. Der Stamm mit Pstl-Transporter nimmt dagegen

Phosphat langsamer und gleichmaRiger auf.

3.4.2.2 Kinetik der **P;-Aufnahme des Wildtyps und der Knockout-Mutanten
KF101, KF100, KF105 und KF106

Nachdem sowohl die Deletions-Mutanten KF100 und KF101 als auch der Wildtyp ein
unterschiedliches Aufnahmeverhalten bei verschiedenen Na,HPO,-Konzentrationen aufwies,
sollten die kinetischen Parameter Ky und Vimax der *2Pi-Aufnahme bestimmt werden. Dazu
wurden erneut die Mutanten KF100, KF101 und der Wildtyp R1, aber auch die beiden
knockout-Mutanten KF105 und KF106 untersucht und deren Werte untereinander verglichen.

3.4.2.2.1 Vergleich von Wildtyp mit den Deletions-Mutanten KF101 (Apstl) und KF100
(Apst2)

Zunachst war das Ziel die Kinetik der *2P;-Aufnahme sowohl der Deletions-Mutanten KF100
und KF101 als auch des Wildtyps zu verfolgen. VVor allem die unterschiedlichen kinetischen
Parameter der Deletions-Stammen KF100 und KF101 wurden ermittelt und anschlieRend
auch ein Vergleich zwischen Wildtyp und Mutanten gezogen.

Die Durchfiihrung des *2P;-Aufnahmeversuchs (siehe dazu 2.4.7) stellt eine Modifizierung der
Prozedur, die in E. coli und B. subtilis verwendet wurde, dar (Cox et al., 1981, Qi et al., 1997,
Steed & Wanner, 1993, Willsky & Malamy, 1980a). Der Versuch begann mit der
Uberfithrung der unter +P;-Bedingungen kultivierten Zellen in —P;-Bedingungen (siehe 2.2.2).
Nach einer Inkubation von 48 h in phosphatlimitiertem Medium, wurden den Stdmmen
jeweils verschiedene *P;-Konzentrationen (0,1 pM; 0,25 uM; 0,5 pM; 1 pM; 2 pM; 5 pM
und 10 pM) zugegeben. Um den Ky-Wert des Stamms KF100 (R1Apst2) genauer bestimmen
zu kénnen, wurden zusatzlich niedrigere *?Pi-Konzentrationen (0,05 uM; 0,15 pM; 0,17 uM;
0,2 uM) zugegeben, da hier eine hohere 2P;-Affinitat festgestellt wurde (siehe unten).
AnschlieBend wurden in verschiedenen Zeitintervallen (0 min; 0,5 min; 1 min; 1,5 min; 2
min; 2,5 min und 3 min) 250 pl Zellen abgenommen und durch eine Nitrocellulose-Membran
gefiltert, mit Basalsalz (1 mM P;) gewaschen und die Radioaktivitidt [com] der Zellen in
einem B-Zahler (Tri-Carb 2100TR liquid scintillation analyzer) gemessen und anschlielRend
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in mM (Zell-P;) umgerechnet. Zur Berechnung der aufgenommenen Phosphatkonzentrationen
wurden Proben mit bekannten Phosphatmengen als Standard eingesetzt. Der Versuch wurde
mindestens in drei unabhangigen Versuchsreihen mit je 3 Replikaten durchgefuhrt.

Durch eine nicht-lineare Regressionsanalyse wurde ein Hyperbel-Diagramm nach

Michaelis-Menten erstellt, welches in Abb. 42A dargestellt ist.

—+— KF100 (Apst2)
= KF101 (Apstl) -e— R1 (Wildtyp)
— RL (Wildtyp)

—+— KF100 (Apst2)

-=~ KF101 (Apstl)

v [pmol P;/min]

15

15 Py [uM]

Abb. 42: Graphische Darstellung der 32p._Aufnahme fiir Wildtyp (schwarz), Apst1 (griin) und Apst2
(blau) im Hyperbel-Diagramm nach Michaelis-Menten (A) und im linearisierten Diagramm nach Hanes

(B).
Jedes Symbol zeigt das arithmetische Mittel aus mindestens drei Messungen mit je drei Wiederholungen
an. Die Zellen wurden in +P;-Medium (HM) kultiviert und 48 h in —P;-Medium inkubiert.

Augenscheinlich unterscheidet sich der Kurvenverlauf aller drei untersuchten Stamme
(Wildtyp, Apstl, Apst2) signifikant voneinander. Die Deletions-Mutante R1Apst1 erreicht den
hochsten, der Wildtyp einen mittleren und R1Apst2 den niedrigsten Vmax-Wert. Anhand der
nicht-linearen Regressionsanalyse der *?P;-Aufnahme wurden kinetische Parameter (Tab. 10)
dreier unabhangiger Versuche mit je drei Replikaten berechnet. Abb. 42B zeigt die
Linearisierung der Werte nach Hanes und dient zur Veranschaulichung der Ergebnisse. Die
kinetischen Parameter, die aus dem Hanes-Diagramm berechnet wurden, unterscheiden sich
nicht auffallend von den Werten aus der nicht-linearen Regressionsanalyse des Michaelis-

Menten-Diagramms (Parameter nach Hanes werden nicht gezeigt).
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Tab. 10: Kinetische Parameter (Ky- und v,.,-Werte) der Transporter Pstl (Apst2), Pst2 (Apst1) und

beider Transporter (Wildtyp).
32

Werte wurden mit einer nicht-linearen Regressionsanalyse aus drei unabhangigen Versuchen der “°P;-
Aufnahme mit je drei Replikaten berechnet.

Mutante Transporter Vimax [Pmol Pi/min]
KF100 (Apst2) Pstl (a) 0,136 £ 0,07 233+21
KF101 (Apstl) Pst2 (m) 0,682+ 0,13 85,7 + 4,6
Wildtyp R1 Pstl und Pst2 (e) 0,230 £ 0,09 479+3,5

Der Pstl-Transporter in der pst2-Deletions-Mutante besitzt eine hohe Affinitat zu Phosphat
(Km = 0,136 uM Pj), transportiert jedoch bei vergleichsweise niedriger Geschwindigkeit
(Vmax = 23,3 pmol Pi/min). Im Vergleich dazu verfugt der Pst2-Transporter (Apstl) Uber eine
5-fach geringere Affinitat zu Phosphat (Ky = 0,682 uM P;), erreicht aber eine 3,7-fach héhere
Geschwindigkeit (Vmax = 85,7 pmol Pi/min). Sowohl der Ky- (0,23 uM P;) als auch der
Vmax-Wert (47,9 pmol Pi/min) des Wildtyps liegen etwa zwischen den Parameter-Werten der
beiden Deletions-Mutanten.

Sowohl der Ky-Wert des Pst2-Transporters im Stamm Apstl wird durch die Anwesenheit des
Pst1-Transporters im Wildtyp 3-fach kleiner als auch der vi-Wert sinkt um den Faktor 1,8.
Der in der Mutante Apst2, die den Pstl-Transporter besitzt, gemessene Ky-Wert wird durch
die Anwesenheit des Pst2-Transporters im Wildtyp 1,7-fach erhéht und die Geschwindigkeit
des Transports steigt um das Doppelte an.

Daraus kann gefolgert werden, dass das Bindeprotein PstS; des Phosphattransporters Pstl
eine hohere Affinitdt zu Phosphat besitzt als das Phosphatbindeprotein PstS, des Pst2-
Transporters. Die Affinitdt der Bindeproteine scheint zudem die Geschwindigkeit des
Phosphattransports in die Zelle zu beeinflussen, da PstS, eine niedrigere Affinitat zu Phosphat
aufweist und mit einer erhéhten Transport-Geschwindigkeit korreliert. Das Phosphat kénnte
durch die schwéchere Bindung an PstS, schneller freigegeben und dadurch auch schneller in
die Zelle transportiert werden. Die Ergebnisse zeigen, dass eine hohe Affinitat mit einer

niedrigeren Geschwindigkeit korreliert und umgekehrt.
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3.4.2.2.2 Vergleich von Wildtyp mit den knockout-Mutanten
KF105 (ko:pstC;-OE4471R) und KF106 (ko:pstC2-phoU2)

Sequenzanalysen (Kapitel 3.1.1) zeigen, dass die Proteine PstS; und PstS; ein Lipobox-Motiv
(LAGC) enthalten und somit einen N-terminalen Lipidanker (NLip) aufweisen. Dieser kann
sie in die Lage versetzten sich in der Membran verankert horizontal hin und her zu bewegen.
Dies konnte eine Interaktion der Bindeproteine mit dem jeweils anderen Pst-Transporter
erlauben. Daraus wiirde resultieren, dass beide Transporter durch zwei Phosphatbindeproteine
mit Phosphat versorgt werden. Da das Bindeprotein PstS; eine hohere Phosphat-Affinitat im
Vergleich zu PstS, besitzt, ergibt der Wildtyp das arithmetische Mittel aus beiden Affinitéaten.
Aus den Kurvenverlaufen im Michaelis-Menten-Diagramm (Abb. 43A) geht hervor, dass die
Phosphataffinitat im Stamm, der nur den Pst2-Transporter enthdlt, bei Anwesenheit des
Pstl-Transporters im Wildtyp-Stamm zunimmt. Eine ausflhrliche Erklarung zu den
Ergebnissen wird nachfolgend in Kapitel 4.1 geliefert.

Durch die Untersuchung der Phosphataufnahme zweier knockout-Mutanten konnte die
Vermutung bestatigt werden, dass die Phosphatbindeproteine im Wildtyp zu einer Interaktion
mit dem jeweils anderen Transporter befahigt sind.

100

-+ KF100 (Apst2)
80 = KF101 (Apstl)

+ KF106 (ko:pstC2-phoU2)
* KF105 (ko:pstC1-OE4471R)

-~ R1 (Wildtyp)

60 - RI1 (Wildtyp)

Pilv

404 /s

v [pmol P;/min]

¥ KF105 (ko:pstC1-OE4471R
+ KF106 (ko:pstC2-phoU2) (ko:ps )
-+ KF100 (Apst2)

204k = KF101 (Apstl)

15 15

Abb. 43: Graphische Darstellung der 32p._Aufnahme fiir Wildtyp (schwarz), Apst1 (griin), Apst2 (blau),
ko:pstC1-OE4471R (hellgriin) und ko:pstC2-phoU2 (hellblau) im Hyperbel-Diagramm nach Michaelis-
Menten (A) und im linearisierten Diagramm nach Hanes (B).

Jedes Symbol zeigt den Mittelwert aus mindestens drei Messungen mit je drei Wiederholungen an. Die
Zellen wurden in +P-Medium (HM) kultiviert und 48 h in —P-Medium inkubiert.

Die knockout-Stdmme KF105 (ko:pstC1-OE4471R) und KF106 (ko:pstC2-phoU?2) enthalten
jeweils einen kompletten Transporter und zusétzlich das Phosphatbindeprotein des jeweils
anderen Transporters. Die Mutante KF105 (ko:pstC1-OE4471R) enthé&lt den funktionsféhigen
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Pst2-Transporter sowie das funktionsfahige P;-Bindeprotein PstS;, das restliche pst1-Operon,
welches den Pstl-Transporter kodiert, ist jedoch ausgeschaltet. Entgegengesetzt dazu besitzt
die Mutante KF106 (ko:pstC2-phoU2) den kompletten Pstl-Transporter und das
funktionsfahige Bindeprotein PstS,, jedoch nicht die restlichen Komponenten des
Pst2-Transporters.

Falls PstS; und PstS, in der Membran lateral beweglich sind und mit dem jeweils anderen Pst-
Transporter interagieren, wiirde sich der aus dem **P;-Transportversuch ergebende Ky- und
Vmax-Wert dem des Wildtyps anndhern. Falls beide Bindeproteine nur mit dem ihnen
entsprechenden Transporter interagieren kdnnen, wéren ihre kinetischen Parameter identisch
mit dem Deletions-Stamm, dem der gleiche Transporter fehlt.

Die kinetische Messung der *2P;-Aufnahme der knockout-Mutanten KF105 und KF106 wurde
analog zu der im vorherigen Kapitel beschriebenen Prozedur durchgefiihrt.

Durch eine nicht-lineare Regressionsanalyse wurde ein Hyperbel-Diagramm nach
Michaelis-Menten erstellt (Abb. 43A). Zur besseren Orientierung wurden zusétzlich noch die
Werte des Wildtyps, Apstl und Apst2 (aus Abb. 42A) in grauer Farbe hinterlegt.

Die Graphen beider untersuchter knockout-Mutanten KF105 und KF106 weichen von denen
des Wildtyps und der beiden Mutanten KF101 und KF100 ab. Der Graph der
knockout-Mutante R1-ko:pstCi-OE4475R liegt etwa zwischen dem der Deletions-Mutante
R1Apstl, die den hochsten Vma-Wert erreicht und dem des Wildtyps, von der er weiter
entfernt ist. Die Hyperbel der knockout-Mutante R1-ko:pstC,-phoU, liegt zwischen der der
Deletions-Mutante R1Apst2, die den niedrigsten Vma-Wert erreicht und der des Wildtyps,
von der sie weiter entfernt ist. Die kinetischen Parameter (Tab. 11) wurden anhand einer
nicht-linearen Regressionsanalyse der ®’P;-Aufnahme dreier unabhangiger Versuche mit je
drei Replikaten berechnet. Die Linearisierung der Werte im Hanes-Diagramm ist in Abb. 43B
gezeigt.

Der Pstl-Transporter mit zusétzlichem PstS,-Bindeprotein in der knockout-Mutante KF106
besitzt eine hohe Affinitat zu Phosphat (Ky = 0,146 uM P;) und transportiert vergleichsweise
mit niedriger Geschwindigkeit (Vmax = 30,7 pmol Pi/min). Die kinetischen Parameter gleichen
in ihrer HOhe vergleichsweise am ehesten denen der Deletions-Mutante KF100 (Pstl-
Transproter), sind jedoch hoher als bei dieser und tendieren daher zu den Werten des
Wildtyps.

Der mit dem zuséatzlich vorhandenen PstS;-Bindeprotein untersuchte Pst2-Transporter in der
knockout-Mutante KF105 besitzt im Vergleich zu der Situation im Stamm KF106 eine
4,1-fach geringere Phosphat-Affinitat (Ky = 0,602 uM P;) und erreicht eine 2,4-fach hohere
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Geschwindigkeit (Vmax = 74,1 pmol Pi/min). Das Ergebnis gleicht in seiner Hohe dem der
Deletions-Mutante KF101 (Pst2), fallt jedoch sowohl beim Ky- wie auch bei vinax niedriger
aus und tendiert daher vergleichsweise zu den Werten des Wildtyps.

Der Ky-Wert des Pst2-Transporters wird durch die zusatzliche Anwesenheit des affineren
PstS; um den Faktor 1,1 kleiner und der vma-Wert sinkt 1,3-fach. In gleicher Weise erhoht
sich der Ky-Wert des Pst1-Transporters durch die zusétzliche Anwesenheit des Bindeproteins
PstS, um den Faktor 1,1 und der Vima-Wert wird 1,2-fach hoher.

Tab. 11: Kinetische Parameter (Ky- und v,.,-Werte) der Transporter Pst1+PstS, und Pst2+PstS;.

Zur Orientierung sind zusatzlich die Werte der Transporter Pstl (Apst2), Pst2 (Apstl) und beider
Transporter (Wildtyp) in Grau gezeigt. Werte wurden mit einer nicht-linearen Regressionsanalyse aus
drei unabhangigen Versuchen der 2p._Aufnahme mit je drei Replikaten berechnet.

Mutante Transporter Kwm [UM Pj] Vmax [pmol Pi/min]

KF106 (ko:pstC2-phoU,) Pstl und PstS, (¢) 0,146 £0,12 30,7+£3,8

KF105 (ko:pstC1-OE4471R) | Pst2 und PstS; (v) 0,602 £ 0,26 741+8,4

KF100 (Apst2) Pstl (a) 0,136 + 0,07 233+21
KF101 (Apstl) Pst2 (m) 0,682 +0,13 85,7+ 4,6
Wildtyp R1 Pstl und Pst2 (e) 0,230 £ 0,09 479+ 3,5

Beide Ergebnisse bestdtigen die These, dass die Phosphatbindeproteine mit dem jeweils
anderen Pst-Transporter interagieren. Eine ausfuhrlichere Darlegung wird nachfolgend in
Kapitel 4.1 geliefert.
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3.4.3 Glycerin-3-phosphat-Aufnahme durch den Ugp-Transporter in
H. salinarum

Um die Funktion des Ugp-Transporters in H. salinarum zu untersuchen, wurde das
Wachstumsverhalten der beiden Deletions-Mutanten KF102 (R1Augp) und KF103
(R1AaphAugp) analysiert.

Im Rahmen einer vorherigen Arbeit wurde gezeigt, dass eine aph-Deletions-Mutante auf
Glycerin-3-phosphat als einziger Phosphatquelle wachsen kann (Wende, 2006). Auf anderen
Phosphatquellen, wie Glucose-1-phosphat und Glucose-6-phosphat, war kein Wachstum mehr
moglich. Dies unterstltzte die These, dass H. salinarum einen Transporter fur Glycerin-3-
phosphat besitzt, der es ermdglicht diese Phosphatquelle in die Zelle zu beférdern. Im
Wildtyp werden Glucose-1-phosphat und Glucose-6-phosphat von der Alkalischen
Phosphatase (Aph) extrazellular zu anorganischem Phosphat gespalten (hydrolysiert) und
uber die Transporter Pstl bzw. Pst2 in die Zelle importiert. Doch die aph-Deletions-Mutante
konnte auf keinem der beiden Organophosphate mehr wachsen, da diese bei Abwesenheit der
Aph nicht von der Zelle verwertet werden kénnen. Dies war auch ein Indiz dafur, dass
H. salinarum keine Transporter fir Glucose-1-phosphat bzw. Glucose-6-phosphat besitzt.

In vorliegender Arbeit sollte untersucht werden, ob auch eine
aph-ugp-Doppeldeletions-Mutante auf Glycerin-3-phosphat als einziger Phosphatquelle
wachsen kann. Wenn nicht, wére dies ein Hinweis darauf, dass Glycerin-3-phosphat durch
den Ugp-Transporter in die Zelle befordert wird. Als Kontrolle sollte zusétzlich auch das
Wachstum der ugp-Deletions-Mutante untersucht werden.

Die Stamme R1 (Wildtyp), KF102 (R1Augp) und KF103 (R1AugpAaph) wurden zunachst in
phosphatgesattigtem Halomedium kultiviert und danach in phosphatlimitiertes Medium
uberfihrt. Die Stamme wurden sowohl ohne Phosphat (P;) als auch durch Zugabe von 1 mM
Pioder 1mM Glycerin-3-phosphat (G3P) unter sonst gleichen Bedingungen weiter inkubiert.
Abb. 44A-1 zeigt die Wachstumskurven der Stamme R1, KF102 und KF103 sowohl ohne
Phosphat (P;) als auch mit 1 mM P;. Alle drei Stdmme zeigten der Erwartung entsprechend

Wachstum bei 1 mM P;, jedoch kein Wachstum ohne anorganische Phosphatquelle.
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Abb. 44: Graphische Darstellung des Wachstums von H. salinarum Wildtyp R1 und den Deletions-
Mutanten KF102 (R1Augp) und KF103 (R1AaphAugp) mit 0 mM bzw. 1 mM Na,HPO, (P;) (A-1) oder 1
mM Glycerin-3-phosphat (G3P) (A-1) als einzige Phosphatquelle in —P;-Medium.

Zelldichte von R1, R1Augp und R1AaphAugp in der stationaren Phase des Wachstums unter Zugabe von
0 mM P, (a, offener Balken), 1 mM P; (b, hellgrauer Balken) oder 1 mM G3P (c, dunkelgrauer Balken) (B).
Die Zellen wurden in +P;-Medium kultiviert, in —Pi-Medium Gberfiihrt und nach 48 h wurde je 0 mM P;, 1
mM P; oder 1 mM G3P zugegeben. Die optische Dichte bei 600nm (ODgy) wurde bis ODgy = 0,7
unverdiinnt in einer Kiivette gemessen. Héhere OD-Werte wurden durch die Verdiinnung mit Basalsalz

gemessen.

In Abb. 44A-2 sind die Wachstumskurven der drei Stamme auf 1 mM G3P gezeigt. Die
ugp-Deletions-Mutante KF102 kann auf Glycerin-3-phosphat als einziger Phosphatquelle
wachsen. Grund hierfur ist die P;-Abspaltung von G3P mit anschlieBender Aufnahme in die
Zelle Uber beide Pj-spezifische Pst-Transporter. Der Stamm KF103 mit der
aph-ugp-Doppeldeletion verfiigt nicht mehr Gber die Moglichkeit auf der Phosphatquelle G3P
zu wachsen, was die These bekréftigt, dass Ugp das einzige Transportsystem fur G3P in
H. salinarum ist.

In Abb. 44B wird abschlieend die erreichte Zelldichte der drei Stamme R1, KF102 und

KF103 in der stationdren Phase dargestellt. Das Ergebnis zeigt, dass alle drei Stamme mit
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anorganischem Phosphat als einziger Phosphatquelle eine hohe Zelldichte erreichen. Sowohl
der Wildtyp wie die ugp-Deletions-Mutante kdnnen vergleichbare Zelldichten mit Glycerin-3-
phosphat erreichen. Die einzige Ausnahme bildet die aph-ugp-Doppelmutante, die bei

Glycerin-3-phosphat kein Wachstum aufweist.

Es konnte folglich gezeigt werden, dass in H. salinarum Glycerin-3-phosphat durch den
Ugp-Transporter in die Zelle importiert wird und kein alternatives Transportsystem

vorhanden ist.

3.5 Untersuchung der Phosphat-Taxis in H. salinarum

Unter phosphatlimitierten Bedingungen kann bei H. salinarum eine phosphatgerichtete
Chemotaxis beobachtet werden (Wende et al.,, 2009). Um festzustellen ob sich das
chemotaktische Verhalten der Zellen durch das Fehlen eines der beiden Pst-Transporter
andert, wurde die Phosphat-Taxis der Stdamme R1Apstl und RI1Apst2 sowie des
Wildtyp-Stamms R1 mit Hilfe des ,,Chemical-in-plug“-Tests, dem sogenannten CIP-Test
(Storch et al., 1999), untersucht.

Die Zellen wurden in phosphathaltigem synthetischem Medium (SM) und in phosphatfreiem
synthetischem Medium (SMOP) kultiviert. Dazu wurden die Zellen abzentrifugiert, in dem
jeweiligen Medium resuspendiert und bis zu einer ODgoo von etwa 1,5 kultiviert, wobei die
Phosphatlimitierung flr 48 h durchgefiihrt wurde. Die Zellen wurden in 0,25 %igem Agar in
Hepes-gepuffertem Basalsalz (BSH) in Petrischalen gegossen. In die Schalen wurden
Hartagar-Pfropfen mit NaP;, Leucin (Positivkontrolle) oder nur BSH (Negativkontrolle)
gesetzt. Die Petrischalen enthielten Zellen der Dichte ODgoo = 1,7 (siehe Abb. 45). Nach
Erstarren der Zell-Lésung wurden die Platten in einer Acrylbox auf einem Lichtkasten
inkubiert und in verschiedenen Zeitabstdnden mit einem Durchlichtscanner als Graustufenbild
dokumentiert (Storch et al., 1999). Die Chemotaxis wird durch einen Ring aus Zellen
detektiert. Der zu beobachtende chemotaktische Ring kommt dadurch zustande, dass die
motilen Zellen sich ringférmig um den von dem Hartagar-Pfropfen mit NaP; ausgehenden
Phosphatgradienten anh&ufen. Im dunklen Bereich des Rings ist die Zelldichte hoher, im
hellen Bereich geringer. Bei der Phosphat-Taxis halten sich die Zellen dabei konstant in
einem Konzentrationsbereich von 100 — 200 uM auf (Wende, 2006).
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Abb. 45: Chemotaktisches Verhalten der H. salinarum-Stamme R1 (Wildtyp), Apstl und Apst2 auf
Phosphat im CIP-Test.

Zellen wurden sowohl in phosphathaltigem synthetischem Medium (A) als auch in phosphatfreiem
synthetischem Medium (B) angezogen. Die Hartagar-Pfropfen enthielten 10 mM NaP; (1), 10 mM Leucin
(2, Positivkontrolle) und BSH (3, Negativkontrolle). Die Petrischalen des CIP-Tests wurden nach 48 h in
einem Durchlichtscanner eingelesen. Die Zelldichte (ODgqy) in den Platten betrug 1,7.

Von den unter phosphatgesattigten Bedingungen vorkultivierten Stdmmen zeigte keiner eine
phosphatgerichtete Chemotaxis. Es konnte lediglich eine Chemotaxis in Richtung Leucin, der
Positivkontrolle, beobachtet werden, die Zellen waren also motil (Abb.45A). Die in
phosphatfreiem Medium (SMOP) vorkultivierten Stamme R1 (Wildtyp) und R21Apst2
hingegen bildeten einen deutlichen Chemotaxis-Ring um den Hartagar-Pfropfen mit NaP; im
CIP-Test aus (siehe Abb. 45B). Bei der Deletions-Mutante R1Apstl konnte nur eine sehr
schwach ausgepragte Ringbildung beobachtet werden, die gegentber dem Wildtyp und der
Deletions-Mutante Apst2 sehr stark reduziert war (siehe Abb. 45B). Die Positivkontrolle
zeigt, dass der Apstl-Stamm genauso motil ist wie die beiden anderen Stdmme. Zudem
konnte beobachtet werden, dass der chemotaktische Ring des Apst2—Stamms im Zuge der Zeit
erheblich differenzierter verblieb im Vergleich zu dem des Wildtyps (Daten werden nicht
gezeigt). Somit zeigten Zellen, die allein den Pstl-Transporter enthalten, ein besonders

ausgepragtes chemotaktisches Verhalten.
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Die Ergebnisse zeigen, dass der Pstl-Transporter eine wichtige Bedeutung fir die
Phosphat-Taxis in H. salinarum hat. Sein Fehlen fiihrt zu einer deutlichen Reduktion des
chemotaktischen Verhaltens. Auch in Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida und
Enterobacter cloacae fuhrte das Fehlen des Pst-Transporters zu einer verénderten
phosphatgerichteten Chemotaxis. Bei P. aeruginosa konnten desweiteren zwei an der
Phosphat-Taxis beteiligte MCPs (methyl accepting chemotaxis proteins) identifiziert werden.
H. salinarum besitzt 18 Htrs (halobacterial transducer proteins), die Homologe zu
bakteriellen MCPs darstellen und an der Signaltransduktion zum Flagellarmotor beteiligt sind.
Acht von diesen Transducerproteinen konnte bereits eine Funktion in den Bereichen
Phototaxis, Chemotaxis, Osmotaxis, Aerotaxis und der Erfassung des Membranpotentials
zugeordnet werden. Meist wird der Reiz von der Sensordomane des Htr registriert, kann aber
auch von einem Sensorprotein, das mit dem Htr assoziiert ist, erfasst werden. In diesem Fall
hat das Htr nur die Funktion des Signallibermittlers. Beispiele solcher Sensorproteine und
Transducer in H. salinarum sind BasB und BasT, die an der Chemotaxis zu finf Aminoséuren
beteiligt sind (Kokoeva & Oesterhelt, 2000) und CosB und CosT, die an der Osmotaxis in
Richtung organischer Osmolyte beteiligt sind (Kokoeva et al., 2002). Ein weiteres Beispiel ist
der Transducer Car fur die Chemotaxis in Richtung der Aminosdure Arginin (Storch et al.,
1999).

Deletions-Mutanten jeweils aller 18 Htrs (Koch & Oesterhelt, 2005) wurden auf ihr
phosphatgerichtetes chemotaktisches Verhalten untersucht. Alle Deletions-Mutanten, auch die
mit bisher nicht zugeordneter Funktion, zeigten eine Ringbildung im CIP- und CIC-Test
(Daten werden nicht gezeigt). Der CIC-Test ist eine methodische Modifikation des CIP-Tests.
Daraus kann geschlossen werden, dass die Signalubermittlung der Phosphat-Taxis
wahrscheinlich Htr-unabhéngig verlauft. Diese Vermutung wird nicht unterstiitzt durch eine
weitere Untersuchung des phosphatgerichteten chemotaktischen Verhaltens der Deletions-
Mutanten von CheB und CheR (Staudinger, 2007),welche eine sehr schlechte Ringformation
im CIP-Test zeigten (Daten werden nicht gezeigt). Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass ein
bisher nicht identifiziertes Htr-dhnliches Protein an der Phosphat-Taxis beteiligt ist, welches

durch CheR methyliert wird und durch CheB demethyliert wird.

154



3 Ergebnisse

3.6 Suche nach regulatorischen Proteinen des PHO-Stimulons in
H. salinarum

Der regulatorische Mechanismus, der bei Phosphatlimitierung eine Geninduktion bzw. den
Anstieg der Transkriptmenge einiger Gene bewirkte, die in Bakterien als Gene des
PHO-Regulons definiert sind, ist in Archaeen nur minimal erforscht und bisher noch
weitgehend unbekannt (siehe Kapitel 1.1). Basierend auf einer vorherigen Studie wurde
jedoch davon ausgegangen, dass das PHO-Stimulon in H. salinarum nicht von einem
klassischen Zweikomponentensystem reguliert wird (Wende et al., 2009).

Zum Kern der phosphatregulierten Gene in H.salinarum gehéren die Gene des
pstl- pst2- und ugp-Operons, sowie die Gene aph und phoU3.

Um einen Einblick in den Regulationsmechanismus des PHO-Stimulons zu erlangen, wurden
weitere potentielle Kandidaten untersucht. Die Kandidaten-Proteine waren vier
phoU-Homologe, von denen phoU, die gréRte Homologie zu dem Mediatorproteins phoU des
PHO-Regulon einiger Bakterien aufweist. Die anderen drei phoU-Homologen besitzen am
N-Terminus eine zusétzliche Region, die homolog zu den Transkriptionsfaktoren
AbrB/SpoVT aus B. subtilis ist. Darliber hinaus wurde ein Irp-Homolog trh3, das in einem
systembiologischen Modell von (Bonneau et al., 2006) als ein Repressor des
Phosphattransportsystems vorausgesagt wurde, untersucht.

Der Einfluss der potentiellen Regulatoren auf die Transkription der Gene des PHO-Stimulons
wurde durch einen Enzymtest fur Alkalische Phosphatase sowie durch quantitative RT-PCR
(RT-qPCR) mit den entsprechenden Knockout-Stammen Uberpruft.

Die Gene phoU; und phoU, wurden zun&chst mit Hilfe der Deletions-Mutanten der beiden
Operons KF101 (Apstl) und KF100 (Apst2), die jeweils eines der phoU-Gene enthalten,
untersucht. Zusétzlich wurden auch die knockout-Mutanten KF105 und KF106 mittels
RT-gPCR Uberpriift. Gleichzeitig wurden die Mutanten durch diese Methode auch verifiziert
(siehe Kapitel 3.3.2).

Ebenso wurde untersucht, ob ein Knockout der Transporter eine Auswirkung auf die
Transkription des PHO-Stimulons hat. Beispielsweise in E. coli fihrte die Mutation von pstB
zu einer Aufhebung der Repression (Cox et al., 1988) durch den Repressorkomlex (siehe
1.1.1). Der Pst-Transporter aus B. subtilis dagegen ist ebenso Teil des PHO-Regulons, jedoch
nicht an dessen Regulation beteiligt (Qi et al., 1997). Das phoU, wurde mit Hilfe der
Deletions-Mutante KF104 (AphoU,) analysiert. Der Versuch phoUs; zu deletieren gelang

nicht, da die Deletion dieses Gens fiir die Zellen letal zu sein scheint. Daher wurde eine
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Uberexpressions-Mutante KF201 (Pbop-phoUs) konstruiert und diese anschlieRend
untersucht. In der Mutante steht das phoUs-Gen vollstdndig unter der Kontrolle des
bop-Promotors und das native phoUs-Gen ist ausgeschaltet. Auch von dem oben erwahnten

trh3-Gen wurde eine analoge Uberexpression-Mutante hergestellt.

3.6.1 Regulatorsuche mit Hilfe der Knockout-Stamme KF100, KF101,
KF104, KF105 und KF106

Zunadchst wurde die alkalische Phosphatase (Aph) als Reporter des halobakteriellen
PHO-Stimulons verwendet. Die Aph-Aktivitat der drei Deletions-Mutanten KF100, KF101
und KF104, deren Genotyp in Kapitel 3.3 beschrieben ist, wurde mit Hilfe eines
Aph-Enzymtests untersucht. In einer vorherigen Arbeit wurden Deletions-Mutanten von
jeweils funf Histidinkinasen und Antwortregulatoren unter Einsatz dieser Methode auf ihren
potentiellen Einfluss auf die Expression der Aph tberpriift (Wende, 2006).

Die Zellen des entsprechenden Stamms wurden dazu zundchst unter phosphatgesattigten
Bedingungen (+P;) in HM kultiviert. Bei ODggo = 0,5 - 0,7 wurde die Aph-Aktivitit bestimmt.
Danach folgte eine Uberfiihrung in phosphatlimitiertes SMOP-Medium (-P;) und nach 48 h
eine erneute Messung der Aph-Aktivitat (siehe dazu 2.4.4).

Aus den in Tab. 12 gezeigten Aph-Aktivitaten geht hervor, dass diese nur in der Deletions-
Mutante KF100 unter +P; -Bedingungen vom Wildtyp abwich und leicht erhéht vorlag. Die
Induktion der Aph-Aktivitat war in dieser Mutante stark vermindert.

Tab. 12: Aph-Aktivitdt [U-/ ODgqo] der Deletions-Mutanten KF100, KF101 und KF104 von H. salinarum
im Vergleich zum Wildtyp R1.

Die Zellen wurden sowohl unter +P; -, als auch unter —P;-Bedingungen kultiviert und die jeweilige Aph-
Aktivitat gemessen.

Stamm Deletierte Gene APh-Aktivitit [U/ODsoo]
HP (4 mM P,) 48 h -P; (0 mM P.)
R1 -
+ +

wt 16+£09 305+1,3
KF101 pStSlClAlBl-phOUr

1,2+£0,2 279+11
Apstl OE4475R-OE4471R ' ’ ’ '
KF100 pStSzCzAsz-phOUz 69+10 273+51
Apst2
KF104 phoU4

16+£0.2 29,7 £0,1
AphoU4 80, 970,
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Unter Phosphatlimitierung werden im Wildtyp die Gene des pstl- pst2- und ugp-Operons,
sowie die Gene aph und phoU3 induziert. Um eine mdgliche Verénderung der Transkription
dieser Gene in den Deletions-Mutanten KF100 und KF101 bzw. den knockout-Mutanten
KF105 und KF106 zu untersuchen, wurden die Transkriptmengenverhaltnisse mit Hilfe der

RT-gPCR quantifiziert und in Relation zum Wildtyp gesetzt.

Zur Uberpriifung, ob sich die Transkriptmengen der Gene des PHO-Stimulons durch die
deletierten bzw. promotorlosen Gene des pst-Operons verringert, wurde zunachst
Gesamt-RNA aus Zellen, die einer 48stiindigen Phosphatlimitierung ausgesetzt waren, isoliert
und unter Verwendung von unspezifischen Primern durch Reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben (siehe 2.3.5.2.2). AnschlieRend wurde eine gPCR mit spezifischen Primern flr
die Gene des PHO-Stimulons (Tab. 13) durchgefiihrt. In dieser quantitativen Echtzeit-PCR
wird die Vermehrung der DNA-Fragmente des amplifizierten PCR-Produkts Uber den
gesamten Zyklusverlauf verfolgt. Mit Hilfe des Reportermolekiils SYBR® Green, ein in
doppelstrangige DNA interkalierender fluoreszierender Farbstoff, kann die Signalstérke der
DNA fiir jeden Zyklus gemessen werden. Da die detektierten Fluoreszenzsignale einer gPCR
auch von mehreren Amplikons stammen kdnnen, wurde nach Beendigung der PCR sowohl
die Schmelzkurve der amplifizierten DNA bewertet als auch das PCR-Produkt auf einem
Agarosegel analysiert (wird nicht gezeigt). Dadurch konnte Uberprift werden, ob die
beobachtete Fluoreszenz von einem einzelnen, spezifischen PCR-Produkt stammte.

Fur die relative Quantifizierung wurde das konstitutiv exprimierte Gen fdx, das fur das
,,Haushaltsprotein“ Ferredoxin kodiert, als interner Standard verwendet.

Die Berechnung der relativen Induktion bzw. Repression der Transkription der Gene des
PHO-Stimulons, die durch den Regulationsfaktor (2““'-Wert) ausgedriickt werden, wird im
Folgenden kurz dargestellt:

Zunachst wurde der Ci-Wert (cycle threshold) in einem Bereich der Fluoreszenzkurve
ermittelt, in dem die Amplifikation exponentiell verlief, d.h. die Kurve einen linearen Verlauf
hatte. Der aus drei PCR-Proben errechnete C—Mittelwert des zu untersuchenden Gens wurde
in einem ersten Schritt durch die Differenz mit dem C—Mittelwert des Haushaltsgens fdx auf
einen Standardwert normiert. Im zweiten Schritt wurde die Differenz der erhaltenen
Ci-Standardwerte (AC;) der Knockout-Mutante und des Wildtyps ermittelt, woraus der
AAC; -Wert resultiert. Der 2*““"“Wert spiegelt den Unterschied der Transkriptmenge des zu
untersuchenden Gens zwischen Knockout-Mutante und Wildtyp wieder und wird als
Regulationsfaktor bezeichnet. Die Methode basiert auf (Livak & Schmittgen, 2001).
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Aus Tab. 13 geht hervor, dass in der Deletions-Mutante KF101 (Apstl) eine Induktion der
Gene des pst2-Operons zu beobachten ist. Die Gene des pst1-Operons zeigten eine starke
Repression, was die Deletion dieses Operons bestétigte. Die Transkriptmengen der Gene des
ugp-Operons, aph und phoU3 waren in der Deletions-Mutante im Vergleich zum Wildtyp nur
minimal herunter reguliert.

In der Deletions-Mutante KF100 (Apst2) war das Gen phoU3 induziert. Fiir alle anderen Gene
lagen die Transkriptmengen auf etwa gleichem Niveau wie im Wildtyp. Die Gene des

pst2-Operons erschienen stark reprimiert, wodurch die Deletion der Gene bestétigt wurde.

Tab. 13: Regulationsfaktoren (22“-Werte) fiir einige Gene des PHO-Stimulons in den Deletions-
Mutanten KF100 und KF101 sowie in den knockout-Mutanten KF105 und KF106.

Fir die RT-gPCR wurde Gesamt-RNA aus Zellen, die 48 h unter —Pi-Bedingungen kultiviert wurden,
isoliert.

KF101 KF100 KF105 KF106

Gen Apstl Apst2 ko:pstC;-OE4471R | ko:pstC,-phoU,
Regulationsfaktor (224°*-Wert)

pstS; - -0,46 1,42 1,04 1,26

pstC, - -1,15+0,13 -12,25 1,25

pstS, 481 +1,44 - 6,29 0,76

pstC, 4,46 £0,82 - 3,50 -12,19

ugpA -1,87 -1,35

ugpB -1,22 -1,20

aph -1,44 -1,35

phoU3 -1,95 4,23

In der knockout-Mutante KF105, in der die Gene pstC;-OE4471R ausgeschaltet sind, war
verglichen mit dem Wildtyp eine Repression des Gens pstC;, jedoch eine gleiche
Transkriptmenge des Gens pstS; zu beobachten. Damit wurde die Bestatigung fur den
erfolgreichen Knockout des Gens pstC; erbracht. Die beiden Gene des pst2-Operons (pstS;
und pstC,) waren wie schon in der Deletions-Mutante KF101 (Apstl) hochreguliert.

Im Vergleich zum Wildtyp war in der knockout-Mutante KF106, in der die Gene pstC,-phoU,
ausgeschaltet sind, pstC, reprimiert, zeigte jedoch eine gleiche Transkriptmenge fiir pstS,.
Damit wurde der erfolgreiche Knockout des Gens pstC, bestétigt. Die Transkriptmengen der
Gene des pst1-Operons lagen in dieser Mutante wie auch bei der Deletions-Mutante KF100

(Apst2) auf gleichem Niveau wie im Wildtyp.
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Die Repressionen der Gene pstC; bzw. pstC, in der entsprechenden knockout-Mutante waren
im Vergleich zu den Deletions-Mutanten schwacher, da hier das Gen nicht deletiert, sondern

lediglich ausgeschaltet vorliegt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Deletion des pst2-Operons sowohl eine
schwache Induktion der Aph-Aktivitat unter P;-gesattigten Bedingungen bewirkte als auch
phoU3 unter P;j-limitierten Bedingungen schwach hochreguliert war.

Die Deletion des pst1-Operons bewirkte unter Pi-limitierten Bedingungen eine Induktion der
Gene des pst2-Operons. Die Auswirkungen dieser Induktion fir die Ergebnisse des
Phosphataufnahmeversuchs in Kapitel 3.4 werden in der Diskussion in Kapitel 4.1 behandelt.
Daruber hinaus konnten die knockout-Mutanten KF105 und KF106 erfolgreich verifiziert
werden.

Ein regulatorisches Protein, das die Transkription aller Gene des PHO-Stimulons kontrolliert
konnte nicht gefunden werden.

3.6.2 Regulatorsuche mit Hilfe der Uberexpressions-Mutanten KF201
(Pbop-phoUs) und KF202 (Pbop-trh3)

Der maogliche Einfluss der beiden Proteine PhoU3 und Trh3 auf die Transkription der Gene
des PHO-Stimulons wurde untersucht, indem zwei Uberexpressions-Mutanten fiir die Gene
phoUsz und trh3 hergestellt wurden. Die Uberexpression beider Gene wurde durch den
vorgeschalteten bop-Promotor ermdéglicht. Der Promotor des bop-Gens (bacterioopsin) wird
unter niedrigen Sauerstoff-Bedingungen und hoher Lichtintensitat (Shand & Betlach, 1991,
Sumper & Herrmann, 1976) induziert. Die Induktion des bop-Promotors durch anaerobe
Bedingungen und Licht erméglichte eine Uberexpression der Gene phoUs bzw. trh3.

Die Uberexpressions-Mutanten wurden sowohl hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens
untersucht als auch auf eine mdgliche Verdnderung der Transkriptmenge der Gene des
PHO-Stimulons mit Hilfe der RT-qPCR gepriift.

3.6.2.1 Konstruktion der Uberexpressions-Mutanten KF201 (Pbop-phoUs) und
KF202 (Pbop-trh3)

Die Strategie der Konstruktion des jeweiligen Uberexpressions-Vektors fiir die Gene phoUs;
und trh3 ist in Abb. 46 exemplarisch anhand der Herstellung der Uberexpression-Mutante fiir

phoUs gezeigt. Analog dazu wurde die Uberexpression-Mutante fiir trh3 konstruiert.
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Die Uberexpressions-Vektoren pKF201 (fiir phoU3) und pKF202 (fiir trh3) enthalten die
ersten 547 bp des 1005 bp langen phoUs-Gens bzw. 407 bp des 414 bp langen trh3-Gens
(schwarzer Blockpfeil in Abb. 46). Stromaufwérts davon liegt jeweils der bop-Promotor
(Pbop; roter Kasten). Die Vektoren enthalten einen Selektionsmarker (Mevinolinresistenz =
MevF), der die Selektion der positiven Mutanten auf Agarplatten mit Mevinolin erméglicht.
Durch die Integration des Vektors in das Genom Uber homologe Rekombination am
phoUs- bzw. trh3-Gen, wird der native phoUs- bzw. trh3-Promotor vor die jeweils verkirzten
Gene, dahingegen der bop-Promotor vor die beiden vollstdndigen Gene geschaltet. Die
Transkription der Gene wird zwar am nativen Promotor (PphoUs und Ptrh3) initiiert, durch
die verkirzten phoUs- bzw. trh3-Sequenzen (schwarzer Kasten) kann aber keine Termination
stattfinden. Die Synthese der phoUs- bzw. trh3-Transkripte vom nativen Promotor in den
Mutanten ist daher gestort. Die effiziente Transkription des phoUsz bzw. trh3 (schwarzer
Blockpfeil) wird nur von dem vorgeschalteten bop-Promotor kontrolliert.

Die Verifizierung der positiven Mutanten erfolgte durch PCR. In einer anschlieRende
RT-gPCR konnte zusatzlich bestatigt werden, dass die Transkription der Gene phoUsz bzw.
trh3 in der jeweiligen Uberexpressions-Mutante induziert wurde (3.6.2.3).

Die PCR wurde unter Verwendung von zwei Oligonukleotiden durchgefiihrt, von denen eines
am bop-Promotor (roter Pfeil ,,for” in Abb. 46) und das andere stromabwarts des phoUs- bzw.
trh3-Gens (roter Pfeil ,rev*) ansetzt. Die resultierenden PCR-Produkte kénnen nur in der
Mutante amplifiziert werden, welche den jeweiligen Vektor im Genom integriert haben. Im
Wildtyp kann kein PCR-Produkt amplifiziert werden. Die FragmentgroRen der
PCR-Produkte, mit einer erwarteten Lange von etwa 1800 bp (phoU3) bzw. 780 bp (trh3),
wurden durch Agarose-Gelelektrophorese bestimmt. Das Gelbild der Verifizierung der
phoUs—Uberexpressions-Mutante ist in Abb. 46B dargestellt. Nach der Gelextraktion wurde

die Sequenzidentitat der PCR-Produkte durch eine Sequenzierung bestatigt.
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1005 bp

Genom PCR-Produkt (for + rev):

bp M wi Mutante

homologe XRekombination

phou3
547 bp 2000
i -
l Integration des Vektors in das Genom

revy

flor
Genom — N
oo prous S

547 bp Velkic 1005 bp
nicht funktionsféhiges pholJ; phol; unter der Kontrelle
unter der Kentrolle des nativen des bop-Promotors Pbop

Promotors PpholU;

Abb. 46: Schematische Darstellung der Uberexpression des phoU3-Operons iiber die Integration des
Uberexpressions-Vektors in das Genom von H. salinarum (A) und Gelbild des PCR-Produkts fiir die
Mutanten-Verifizierung (B).

Die Vorgehensweise, die hier dargestellt wird, wurde analog hierzu fiir die Uberexpression des trh3
verwendet. Der Vektor enthalt die ersten 547 bp (schwarzer Kasten) des 1005 bp langen phoU3-Gens
(schwarzer Blockpfeil) und den stromaufwaérts vorgeschalteten bop-Promotor (violetter Kasten). Der
Vektor verfligt zusatzlich iber einen Selektionsmarker (MevR). Nach der Integration des Vektors in das
Genom lber homologe Rekombination am phoU3-Gen, wird die Synthese des phoU3-Transkripts in den
Uberexpressions-Mutanten vom bop-Promotor kontrolliert. Am phoU3-Promotor kann die
mMRNA-Synthese des phoU3 zwar beginnen, jedoch nicht korrekt beendet werden. Das Transkript bricht
an unbekannter stelle ab. Ein funktionales Protein kann nicht translatiert werden. Die Verifizierung der
positiven Mutanten erfolgte mit Hilfe einer PCR unter Verwendung von zwei Oligonukleotiden, von
welchen eines am bop-Promotor (als roter Pfeil und ,for“ gezeigt) und eines stromabwarts des
phoU3-Gens (als roter Pfeil und ,rev” dargestellt) ansetzt. Das PCR-Produkt kann nur in der Mutante
amplifiziert werden, welche den Vektor integriert hat. Das PCR-Produkt, mit einer erwarteten Lange von
1800 bp, wurde durch Agarose-Gelelektrophorese untersucht (B). M = Langenmarker (GeneRuler
DNA-Ladder Mix). Die Identitat der PCR-Produktsequenz wurde durch Gelextraktion und Sequenzierung
bestatigt.

3.6.2.2 Wachstumsverhalten der Uberexpressions-Mutanten KF201
(Pbop-phoU3) und KF202 (Pbop-trh3)

Anfangs wurde das Wachstumsverhalten der hergestellten Std&mme untersucht. Die
Auswirkung einer Uberexpression der Gene phoUs bzw. trh3 auf das Wachstum der Zellen
wurde durch den Vergleich der Wachstumskurven der Mutanten und des Wildtyps

festgestellt.
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Zundchst wurden jeweils 5 pl aller Stdimme in einen 100 ml-Kolben mit 35 ml
Komplexmedium (HM) angeimpft und anschlieBend im Dunkeln unter aeroben Bedingungen
kultiviert.

In Abb. 47A ist zu sehen, dass die Wachstumskurve der Uberexpression des Gens phoUs;
(KF201) fast identisch mit der des Wildtyps ist. Die Wachstumskurve der
Uberexpressions-Mutante des Gens trh3 (KF202) ist in Abb. 47B gezeigt. Die Messpunkte
stellen Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messreihen dar. Da dem Medium beider Mutanten
zum Erhalt des integrierten Uberexpressions-Vektors Mevinolin zugegeben wurde, zeigen
beide ein etwas langsameres Wachstum als der Wildtyp; besonders ist dies bei der

Uberexpressions-Mutante KF202 (Pbop-trh3) zu beobachten.
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Abb. 47: Wachstumskurven der Uberexpressions-Mutanten KF201 (Pbop-phoUs;) (A) und KF202 (Pbop-

trh3) (B) verglichen mit dem Wildtyp R1.

Die drei Stamme wurden in Komplexmedium (HM) im Dunkeln unter aeroben Bedingungen kultiviert.
Die optische Zelldichte wurde durch eine Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge von A = 600 nm
ermittelt. Die dargestellten Werte reprasentieren Mittelwerte aus drei unabhangigen Messreihen.

3.6.2.3 Untersuchung der Uberexpressions-Mutanten KF201 (Pbop-phoU;) und
KF202 (Pbop-trh3) mit Hilfe der RT-gPCR

Die positiven Uberexpressions-Stamme KF201 (Pbop-phoUs) und KF202 (Pbop-trh3) wurden
mit Hilfe der quantitativen RT-PCR untersucht. Dies diente der Uberpriifung, ob sich die

mRNA-Mengen der Gene des PHO-Stimulons in den Uberexpressions-Stammen verandern.

Fur die Isolierung der Gesamt-RNA (2.3.1.5) wurden die Uberexpressions-Stamme und der

Wildtyp unter drei verschiedenen Bedingungen kultiviert: (1) unter phosphatgesattigten und
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3 Ergebnisse

aeroben Bedingungen im Dunkeln, (2) unter Phosphatlimitierung und aeroben Bedingungen
im Dunkeln und (3) unter Phosphatlimitierung und anaeroben Bedingungen im Licht.

Die cDNA-Synthese und die RT-gPCR (2.3.5.2.2) wurden analog zu der oben beschriebenen
Prozedur durchgefiihrt. Die Regulationsfaktoren (24“"-Werte) wurden wie in Kapitel 3.3.2
beschrieben berechnet und werden in Tab. 14 (phoU3) bzw. Tab. 15 (trh3) zusammengefasst.
Die 2**“Werte spiegeln den Unterschied der Transkriptmenge des zu untersuchenden Gens
zwischen Uberexpressions-Mutante und Wildtyp unter den drei verschiedenen Bedingungen
wieder.

Wie aus Tab. 14 hervorgeht war das phoU3 in der Uberexpressions-Mutante verglichen zum
Wildtyp induziert. Die Aktivitat des bop-Promotors wurde nicht nur durch Sauerstoffmangel
und Licht, sondern auch im Dunkeln induziert. Dies kann damit erklart werden, dass der
bop-Promotor eine basale Aktivitat besitzt, die stirker zu sein scheint als die des nativen
phoU3-Promotors. Daher kommt es im Vergleich zum Wildtyp in der Uberexpressions-
Mutante auch unter aeroben Bedingungen im Dunkeln zu einer Induktion des phoUs.
AuRerdem konnte beobachtet werden, dass der bop-Promotor durch die Phosphatlimitierung
zusitzlich induziert wird. In Ubereinstimmung dazu wurde bei (Wende, 2006) in
durchgefiihrten Transkriptomanalysen die mRNA des bop-Gens unter Phosphatmangel

induziert.

Tab. 14: Regulationsfaktoren (Z'AACt-Werte) fiir einige Gene des PHO-Stimulons in der
Uberexpressions-Mutante KF201 (Pbop-phoUs).

Fir die RT-gPCR wurde Gesamt-RNA aus Zellen, die sowohl im Dunkeln sowie im Licht fiir 48 h unter —Pi-
Bedingungen als auch im Dunkeln unter +P;-Bedingungen kultiviert wurden, isoliert.

Stamm Pbop_phoU3
Gen -Pi,dunkel | -P;,Licht | +P;, dunkel
Regulationsfaktor (24°*-Wert)

pstS; -3,23 1,65 3,90
pstC, -2,83 1,58 2,19
pstS, 1,84 2,10 2,27
pstC, 2,43 1,77 2,06
ugpA -3,53 0,01 -
ugpB -3,48 0,03 -
aph -4,50 1,24 2,08
phoU3 48,63 133,79 12,88

Die Gene des PHO-Stimulons wurden im Dunkeln unter —P;-Bedingungen schwach

reprimiert, unter +P; —Bedingungen dagegen schwach induziert. Eine Ausnahme bildet das
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pst2-Operon, das unter beiden Bedingungen minimal induziert war. Die Gene des
PHO-Stimulons waren jedoch im Licht unter —P;-Bedingungen anndhernd nicht reguliert,
obwohl hier die starkste Uberexpression des phoUs zu verzeichnen war. Die Gene des

PHO-Stimulons wurden durch die Uberexpression nicht signifikant beeinflusst.

Das trh3-Gen ist, wie in Tab.15 gezeigt, in der Uberexpressions-Mutante stark
uberexprimiert, Ubt jedoch keinen Einfluss auf die Regulation der drei Gene pstS;, pstS, und
aph des PHO-Stimulons aus. Wie bei der Uberexpressions-Mutante des phoU3-Gens bereits

beobachtet werden konnte, wird der bop-Promotor durch Phophatlimitierung induziert.

Tab. 15: Regulationsfaktoren (224 werte) fiir einige Gene des PHO-Stimulons in der
Uberexpressions-Mutante KF202 (Pbop-trh3).

Fir die RT-qPCR wurde Gesamt-RNA aus Zellen, die sowohl im Dunkeln sowie im Licht fir 48 h unter —Pi-
Bedingungen als auch im Dunkeln unter +P;-Bedingungen kultiviert wurden, isoliert.

Stamm Pbop_trh3
Gen -Pi,dunkel | -P;, Licht | +P;, dunkel
Regulationsfaktor (24°-Wert)
pstS; -1,66 1,04 3,31
pstS, 1,01 1,44 1,54
aph 1,03 1,83 1,89
trh3 4097,69 73109,08 195,37

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression der
Gene phoU3 und trh3 keinen Einfluss auf die Regulation der Gene des PHO-Stimulons hat.

Ein Regulator, der die Transkription der PHO-Stimulongene kontrolliert, konnte auf diese
Weise nicht identifiziert werden. Es wére auch denkbar, dass die Uberexpression von PhoU3
und Trh3 keine Auswirkung auf die Transkription hat, wenn beide schon im Wildtyp

sattigend wirken.
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4 Diskussion

Fur eine effektive Aufnahme von Phosphat aus dem umgebenden Medium sind O rganismen
auf spezifische Transportsysteme angewiesen. In Bakterien sind diese Aufnahmesysteme
sehr gut charakterisiert und den meisten untersuchten Spezies stehen neben sekundéren
Transportern auch primére Transporter, die zur Familie der ABC-Transporter zéhlen,
zur Verfugung (van Veen, 1997).

Unter Phosphatmangel werden sowohl in Bakterien als auch in Eukaryoten Gene fiir
hoch-affine Phosphattransportsysteme induziert. Bei den Bakterien sind dies Gene des
ABC-Transportsystems Pst, die die Aufnahme von anorganischem Phosphat sicherstellen. In
E. coli werden zusétzlich Gene des Glycerin-3-phosphat spezifischen ABC-Transporters Ugp
hochreguliert.

In Archaeen wurde das PHO-Stimulon, welches die Induktion von Genen durch eine
Phosphatlimitierung darstellt, bislang nur in H. salinarum beschrieben (Wende et al., 2009).
Dabei werden die Gene der ABC-Transportsysteme Pstl, Pst2 und Ugp unter Phosphatmangel
hochreguliert.

Um tiefere Einblicke in die Phosphat-Aufnahme von Archaeen zu erlangen, war die
Charakterisierung der ABC-Transportsysteme Pstl, Pst2 und Ugp in dem halophilen
Organismus H. salinarum Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass H. salinarum zur Aufnahme von Phosphat zwei
Bindeprotein-abhéngige Transportsysteme mit unterschiedlichen Affinitdten zur
Verfligung stehen. Somit wurden erstmals zwei hochaffine Transportsysteme zur
Aufnahme von Phosphat in einem Archaeon identifiziert und charakterisiert. Zudem
wurde auch die Funktion des ABC-Transporters Ugp als einziges Glycerin-3-phosphat-
spezifisches Aufnahmesystem in H. salinarum bestétigt.

Die Untersuchung der phosphatabhéngig regulierten Operons pstl, pst2 und ugp von
H. salinarum, welche die Komponenten der drei ABC-Transporter kodieren, gibt einen ersten
Einblick in die unterschiedliche Expression und Regulation der polycistronischen Operons.
Das pst1-Operon wird dabei von zwei alternativen Promotoren transkribiert, was bisher einen
Einzelfall fiir Protein-kodierende Operons im Reich der Archaeen darstellt. Es wird erstmals
in Archaeen ein Regulationssystem fur ein Operon beschrieben, welches neben der
Regulation auf Transkriptionsebene eine zusétzliche Regulation auf Translationsebene in

Abhéngigkeit von der Phosphatkonzentration betreibt.
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4.1 Pstl und Pst2 - zwei primare Transporter fir anorganisches
Phosphat

4.1.1 Phosphattransporter im Genom von H. salinarum

Das Genom von H. salinarum enthalt mehrere Gene, die aufgrund ihrer Homologie zu
bekannten Transportsystemen aus Bakterien (van Veen, 1997), Transporter fir P;-Aufnahme
kodieren kdnnten. Neben den ABC-Transportern Pstl und Pst2, sind auch die Gene phoT2
und phoT3 fir putative Phosphattransporter vorhanden. Desweiteren kodiert OE4236F einen
mutmaflichen Phosphattransporter und OE2113R vermutlich eine Phosphat-Permease.

In dieser Arbeit wurden hauptséchlich die phosphatspezifischen ABC-Transporter Pstl und
Pst2 untersucht. Die Doppeldeletion beider Pst-Transporter ist fur die Zellen letal, was
vermuten lasst, dass die im Genom von H.salinarum Kkodierten Homologen der
Phosphattransporter PhoT2, PhoT3, OE4236F und OE2113R nicht funktionsfahig sind oder
kein Phosphat transportieren. Die beiden Pst-Transporter in H. salinarum scheinen die
einzigen beiden funktionierenden Transporter fir anorganisches Phosphat in H. salinarum zu
sein.

Microarray-Experimente zeigen, dass unter Phosphatmangel (—P;) die Transkriptmenge des
Pst1-Transporters stark erhoht war, wahrend die des Pst2-Transporters nur vorlbergehend
induziert wurde. Die mMRNAs der Gene phoT2, phoT3, OE4236F und OE2113R wurden unter
—Pi-Bedingungen jedoch nicht induziert (Wende et al., 2009). Dagegen fuihren Eisenmangel-
Bedingungen zu einer Induktion von phoT2 und phoT3, wie auch Genen der pstl- und pst2-
Operons (Schwaiger, 2009).

Die Promotorstudien in der vorliegenden Arbeit bestatigen die Ergebnisse der vorigen
Transkriptomanalysen. Die Expression des pst1l-Operons wurde nach 48 h Phosphatmangel
etwa 115-fach induziert, die des pst2-Operons etwa 4,3-fach. Die Expression des pst2-
Operons erreichte hingegen unter phosphatgeséttigten Bedingungen ein basales Niveau, das
etwa 10mal so hoch war wie das des pst1-Operons.

Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass unter phosphatlimitierten Bedingungen die
beiden induzierten Pst-Transporter die einzigen funktionsfdhigen Transporter fir
anorganisches  Phosphat sind. Aus diesem Grund wurden die durch die
Phosphataufnahmeversuche mit Knockout-Mutanten, in denen jeweils einer der beiden Pst-

Transporter ausgeschaltet worden ist, bestimmten kinetischen Parameter dem jeweils in der
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Mutante funktionsfdhigen Pst-Transporter, bzw. im Wildtyp beiden Transportern,
zugeschrieben.

Unter Phosphatmangelbedingungen wird neben dem Pst-Transportsystem fur anorganisches
Phosphat auch der ABC-Transporter Ugp induziert. Dieser ist Glycerin-3-phosphat-spezifisch
und ein Homolog des Ugp-Transporters aus E. coli (Argast et al., 1978). Sowohl die Funktion
als auch die Monopolstellung des Ugp-Transporters flr die Glycerin-3-phosphat-Aufnahme in
H. salinarum konnte in dieser Arbeit durch Wachstumsversuche mit Deletions-Mutanten
bestatigt werden (siehe 3.4.3). H. salinarum hat somit die Mdglichkeit Glycerin-3-phosphat
direkt aus dem Medium aufzunehmen.

Die Genomanalyse zeigt, dass keine Homologen zu Transportsystemen flr weitere

Organophosphate in H. salinarum vorhanden sind.

4.1.2 Funktion der beiden Pst-Transporter in H. salinarum

Viele Bakterien besitzen nur ein pst-Operon (Vershinina & Znamenskaia, 2002). Eine
Ausnahme bilden Mycobakterien, die zwei oder mehr Kopien der pst-Gene haben. Fir
Mycobacterium tuberculosis, bei dem drei putative pst-Operons identifiziert wurden, wird
vermutet, dass die Genduplikationen eine subtile Anpassung an verschiedene
phosphatlimitierte Bedingungen wahrend seines Infektionszyklus darstellt (Lefevre et al.,
1997, Peirs et al.,, 2005). Einige halophile Archaeen wie Haloarcula marismortui,
Natronomonas pharaonis und H. salinarum enthalten zwei Homologe des Pst-Transporters,
die evolutiondr wahrscheinlich ebenfalls auf eine Genduplikation zurlckzufihren sind.
Andere Archaeen wiederum, wie Haloguadratum walsbyi, Sulfolobus solfataricus und
Archaeoglobus fulgidus, besitzen nur eine pst-Genkopie.

Welchen Vorteil Archaeen durch den Besitz von zwei Pst-Transportern haben ist bisher noch
unbekannt und wurde am Beispiel von H. salinarum durch die Phosphataufnahme- und die
Phosphat-Taxis-Versuche in dieser Arbeit ersichtlich.

Der Pstl-Transporter hat gegeniber dem Pst2-Transporter eine 5-fach hohere Phosphat-
Affinitdt und wird daher vor allem unter phosphatlimitierten Bedingungen bendtigt.
AuBerdem ist das Pstl-Transportsystem wichtig fir die durch Phosphatmangel induzierte
Phosphat-Taxis. Unter phosphatgeséttigten Bedingungen operiert hauptsachlich der weniger
affine Pst2-Transporter.

Das begriindet, weshalb der Pstl-Transporter unter phosphatgesattigten Bedingungen nur

geringflgig exprimiert wird, bei Phosphatmangel jedoch sehr stark.
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Die vorliegende Arbeit zeigt also deutlich wie durch die Genexpression von zweli
unterschiedlich affinen Pst-Transportern, die unterschiedlich reguliert werden, sich die Zelle

optimal an die Phosphatkonzentration in der Umgebung anpassen kann.

4.1.3 Die Bedeutung von Pstl fir die Phosphat-Taxis in H. salinarum

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass der Pst1-Transporter
neben seiner Funktion als hoch-affiner Phosphattransporter auch eine wichtige Rolle in der
Phosphat-Taxis spielt. Die Deletion des Pstl-Transporters fiihrte zu einer erheblichen
Reduktion der Phosphat-Taxis bei der die Ringausbildung im CIP-Test sehr stark
eingeschrankt war (siehe Abb. 45). Bei der verbliebenen, sehr schwach ausgepragten
Ringbildung handelt es sich hdochstwahrscheinlicher um ein bei diesem Test h&ufiger
auftretendes ,,Artefakt”. Auch in anderen CIP-Tests wurden Ringe und dunkel hervortretende
,Scheiben“ um den Hartagar-Pfropfen beobachtet, die jedoch nicht als Chemotaxis
interpretiert wurden (Kokoeva & Oesterhelt, 2000, Kokoeva et al., 2002). Es kann allerdings
auch nicht ausgeschlossen werden, dass die schwachen Ringe durch eine geringe Beteiligung
des Pst2-Transporters an der Phosphat-Taxis zustande kommen. Der chemotaktische Ring des
Apst2—Stamms blieb im Zuge der Zeit wesentlich ausgepragter erhalten als der des Wildtyps.
Daraus wird geschlossen, dass Zellen, die allein den Pstl1-Transporter enthalten, eine bessere
Phosphat-Taxis betreiben konnen als der Wildtyp, der zusétzlich den Pst2-Transporter
exprimiert. Diese Beobachtung ist im Einklang mit der wichtigen Rolle des Pst1-Transporters
flir die Phosphat-Taxis.

Da H. salinarum-Zellen der Stamme Apstl und Apst2, die zuvor unter +P; —Bedingungen
wuchsen, ebenfalls keine Phosphat-Taxis aufwiesen, haben beide Pst-Transporter keine
repressive Wirkung auf die Phosphat-Taxis, wie dies bei P. aeruginosa beobachtet wurde.
Der Pstl-Transporter aus H. salinarum ist, analog zum Pst-Transporter aus E. cloacae,
demgegeniiber sogar notwendig fir die phosphatinduzierte Phosphat-Taxis. Es ist zu
vermuten, dass das Bindeprotein PstS; das Sensorprotein ist, das mit einem bisher nicht
identifizierten Signallbermittler, einem Transducer, interagiert. Eine vergleichbare Situation
findet man beispielsweise in E. coli, dessen Maltosebindeprotein MBP eine Doppelfunktion
einerseits fur den Maltose-Transport und andererseits fir die Maltose-Chemotaxis hat (Zhang
et al., 1996). Auch PstS; scheint, einerseits als Phosphatbindeprotein fir den
Phosphattransport und andererseits als Sensorprotein fir die Phosphat-Chemotaxis, zwei

Funktionen zu haben. Durch eine Phosphatlimitierung wurde zwar htrl3, eines der
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halobakteriellen Transducer (Htr)-Gene, denen noch keine Funktion zugeordnet ist, induziert
(Wende, 2006), jedoch konnte experimentell keiner der 18, in H. salinarum vorhandenen,
Htrs als chemotaktischer Transducer fur P; identifiziert werden. Daraus kann geschlossen
werden, dass entweder ein noch nicht identifiziertes Transducerprotein vorhanden ist oder die
Signaltransduktion ohne ein Htr verlauft. Moglich ware eine Signaliibermittlung tiber PhoU;
als Mediatorprotein, das homolog zu PhoU aus E. coli ist. Diese direkte Interaktion des Pst-
Systems ber PhoU; mit der Histidinkinase CheA koénnte damit der Interaktion des Pst-
Transporters in E.coli Uber PhoU ahneln, das auf bisher ungeklarte Weise mit der
Histidinkinase PhoR interagiert (Wanner, 1994). Zwar konnte in H. salinarum eine Phosphat-
Taxis bei allen htr-Deletions-Mutanten beobachtet werden, jedoch keine bei Deletions-
Mutanten von cheY, cheA, cheR und cheB. Aus den vorhandenen Daten kann geschlossen
werden, dass die Phosphat-Taxis zum einen abhdngig ist wvon Pstl, dem
Zweikomponentensystem CheA-CheY sowie CheR und CheB, jedoch nicht von einem der 18
Htrs. Moglicherweise kdnnten CheR und CheB auch ein anderes, bisher nicht identifiziertes,
Htr-dhnliches Protein methylieren bzw. demethylieren. Ein Chemorezeptor fir die Phosphat-
Taxis konnte bisher nur in P.aeruginosa identifiziert werden, welches gleich zwei
chemotaktische Transducer fir P; besitzt (CtpH und CtpL) (Wu et al., 2000). Analog zu
H. salinarum konnte bisher auch in E. cloacae kein Chemorezeptor identifiziert werden und
eine Phosphat-Taxis fand nur mit intaktem Phosphattransportsystem (Pst) statt (Kusaka et al.,
1997). Das hochspezifische Phosphatbindeprotein PstS des Pst-Transporters von E. cloacae
scheint das Sensorprotein zu sein, das mit einem bisher nicht gefundenen Transducer (MCP)
wechselwirken koénnte. Eine cheR-Deletions-Mutante zeigte keine Phosphat-Taxis, was die
Autoren vermuten lasst, dass die Phosphat-Taxis in E. cloacae MCP-abhéangig ist (Kato et al.,
2001). Es kann allerdings auch bei E. cloacae nicht ausgeschlossen werden, dass CheR ein

bisher unbekanntes MCP-ahnliches Protein methyliert.
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4.1.4 Affinitat und Interaktion der Phosphatbindeproteine PstS; und
PstS,

lonen-Aufnahme-Prozesse (ber eine Membran folgen der Michaelis-Menten-Kinetik und
kdénnen mit der von enzymatischen Prozessen verglichen werden (Epstein & Hagen, 1952,
Epstein et al., 1963). Da sich die Dissoziationskonstante (Kp-Wert) des Bindeproteins und die
Affinitatskonstante (Ku-Wert) des entsprechenden Substratbindeprotein-abhéngigen ABC-
Transportsystems in den meisten Fallen dhneln, ist das Bindeprotein fir die Spezifitat und
Affinitat des gesamten Systems verantwortlich (Tam & Saier, 1993). Ausgehend von dieser
Annahme wird die Affinitatskonstante Ky der Pst-Transporter durch die jeweiligen
Phosphatbindeproteine PstS; und PstS, bestimmt. Je affiner ein Bindeprotein ist, desto
stabiler ist seine Bindung zum Substrat. Dies kann zu einer langsameren Abgabe des Substrats
an die Permease fiihren, wodurch sich auch die Transport-Geschwindigkeit verlangsamt. Die
Aufnahme-Geschwindigkeit vmax Wird also unter anderem auch von der Affinitat der
Bindeproteine beeinflusst.

Die kinetischen Parameter der beiden Pst-Transporter, die Gber die Phosphataufnahme der
Deletions-Mutanten Apstl und Apst2 ermittelt wurden, bildeten im Wildtyp etwa das
arithmetische Mittel aus den Werten der einzelnen Transporter (siehe 3.4.2). Der
Pstl-Transporter in der Deletions-Mutante Apst2 weist eine hohere Substrataffinitét
(Km =0,136 £ 0,07 UM P;) als der Pst2-Transporter in der Deletions-Mutante Apstl
(Km = 0,682 + 0,13 puM P;) auf. Folglich besitzt das Phosphatbindeprotein PstS; eine hohere
Phosphat-Affinitat als PstS,, wobei der Pstl-Transporter das P; langsamer aufnimmt als der
Pst2-Transporter.

Die gemessenen Affinitaten der beiden Phosphattransporter in H. salinarum gleichen den
Affinitaten einiger Pst-Transporter in Bakterien. So wurde beispielsweise in E. coli fur den
Pst-Transporter ein Ky-Wert zwischen 0,3-0,7 uM P; gemessen (van Veen, 1997). In
B. subtilis (Qi et al., 1997) betrug der Ky-Wert 0,5 uM P; und in Sinorhizobium meliloti
(Yuan et al., 2006) 0,2 uM P;. In dem Archaeon Methanobacterium thermoautotrophicum
wurde ein sehr niedriger Ky-Wert von 25 nM P; flr ein nicht weiter spezifiziertes
Phosphataufnahmesystem gemessen (Krueger et al.,, 1986), bei dem es sich sehr
wahrscheinlich um einen Pst-Transporter handelt.

Da das Mengenverhéltnis der Pst-Transporter in den jeweiligen Zellen nicht bekannt ist,
konnte dieses nur relativ abgeschétzt werden. Die vergleichsweise hohe Phosphat-Affinitat
(Kv=0,230 = 0,09 uM P;) des Wildtyps kann dadurch erklart werden, dass der
Pst1-Transporter unter -Pi-Bedingungen starker induziert wird als der Pst2-Transporter.
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In der Apstl-Mutante hingegen ist die Menge an Pst2-Transportern hoher als im Wildtyp, da
durch die Deletion des pstl-Operons die Transkriptmenge des pst2-Operons etwa 5-fach
erhoht wird. Dieses Expressionsmuster scheint fir die Zelle vorteilhaft zu sein. Im Apst2-
Stamm werden keine groReren Mengen an Pstl-Transportern bendtigt, da der Pst2-
Transporter unter -P;-Bedingungen eine untergeordnete Rolle spielt. Die Deletion des Pstl-
Transporters hingegen stellt fur die Zelle unter —P;-Bedingungen den Verlust eines hoch-
affinen Phosphattransporters dar. Um diesen Verlust auszugleichen, wird die Genexpression
des Pst2-Transporters induziert.

Phosphatbindeproteine konnten bisher nur aus E. coli, Mycobacterium tuberculosis und
Y. pestis kristallisiert werden (Luecke & Quiocho, 1990, Tanabe et al., 2007, Vyas et al.,
2003). In der Literatur werden Substratbindeproteine beschrieben, bei denen die Bindung
verschiedener Substrate beobachtet wurde (Ames & Lever, 1972, Doeven et al., 2004, Sack et
al., 1989). Auch fir das Phosphatbindeprotein PstS von Yersinia pestis wird auf Grund von
Strukturdaten vermutet, dass es verschiedene Phosphat-Substrate bindet (Tanabe et al., 2007).
Aulerdem wurde gezeigt, dass eine prokaryotische ABC-Permease verschiedene
Substratbinde-Untereinheiten benutzt, die fir unterschiedliche Substrate spezifisch sind
(Kustu & Ames, 1973). Eine Nutzung von mehreren Substratbinde-Untereinheiten fur
dasselbe Substrat wurde jedoch fur bisher bekannte ABC-Transporter noch nicht beschrieben
(Davidson et al., 2008, Tam & Saier, 1993).

Die Pi-Aufnahmeversuche in vorliegender Arbeit zeigen, dass die kinetischen Parameter des
Wildtyps sich nicht durch eine Addition der Parameter der Deletions-Mutanten Apstl und
Apst2 herleiten lassen. AuBerdem hat der Apstl-Stamm sowohl eine hdhere vyax als auch
einen hoheren Ky-Wert als der Wildtyp (Tab. 10). Daher wurde vermutet, dass, die beiden
Phosphatbindeproteine PstS; und PstS; nicht nur unterschiedliche Affinitdten besitzen,
sondern auch in der Lage sind die Permeasen beider Transporter mit Phosphat zu beladen und
somit mit beiden und nicht nur mit dem eigenen zu interagieren. Diese Vermutung wurde
durch weitere Phosphataufnahmeversuche mit zwei knockout-Mutanten bestétigt (siehe
3.4.2.2.2). Die in dieser Arbeit festgelegten Definitionen des Uberbegriffs ,,Knockout und
der zu unterscheidenden Begriffe ,,Deletion® und dem kursiv geschriebenen ,,knockout “ sind
in Kapitel 3.3 erlautert. In den knockout-Mutanten werden jeweils nur einer der beiden Pst-
Transporter und sowohl das ,,eigene* als auch das Bindeprotein des jeweils anderen Pst-
Transporters exprimiert. Die Ergebnisse dieser Aufnahmeversuche ergaben, dass die
kinetischen Parameter beider knockout-Mutanten nicht mit denen der Deletions-Mutanten, in

denen jeweils nur ein Pst-Transporter mit zugehorigem Bindeprotein exprimiert wurde,
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tibereinstimmten. Eine Ubersicht der kinetischen Parameter samtlicher Knockout-Mutanten
ist in Tab. 11 zu finden. Wenn das Phosphatbindeprotein eines der beiden Pst-Transporter
nicht in der Lage ware, mit der Permease des anderen Pst-Transporters zu interagieren, wére
das Ergebnis der Phosphataufnahme beider Mutanten identisch. Das zusatzlich exprimierte
Phosphatbindeprotein  in  der knockout-Mutante hatte keinen Einfluss auf die
Phosphataufnahme des Transporters. Die kinetischen Parameter der knockout-Mutanten
weichen jedoch von denen der Deletions-Mutanten ab und tendieren in Richtung der
Parameter des Wildtyps. Damit erklart sich zuséatzlich, weshalb die kinetischen Parameter des
Wildtyps, der beide Transporter exprimiert, das arithmetische Mittel aus den Ergebnissen der
beiden Deletions-Mutanten Apstl und Apst2 bilden.

Die Transport-Geschwindigkeit ist sowohl von der Anzahl der Transporter als auch von der
Affinitat des Substratbindeproteins abhéngig (Bisswanger, 2000). Da die Transkription des
pst2-Operons durch die Deletion des pstl-Operons induziert wird, ist die Menge an Pst2-
Transporter in der Apstl-Mutante grofRer als im Wildtyp und erklart somit die hohere
Transport-Geschwindigkeit. Zum anderen beeinflusst auch das Phosphatbindeprotein die
Geschwindigkeit. Dies konnte durch die Phosphataufnahme-Versuche mit der knockout-
Mutante, welche den Pst2-Transporter und die Bindeproteine PstS, und PstS; exprimiert,
gezeigt werden. Die Transportgeschwindigkeit war deutlich geringer als die der Apstl-
Mutante, welche nur den Pst2-Transporter (und zugehdriges PstS;) enthalt (Abb. 43). Obwohl
die oben beschriebene knockout-Mutante analog zur Apst1-Mutante mehr Pst2-Transporter als
der Wildtyp exprimiert, wie eine Transkriptomanalyse ergab (Tab. 13), ist vy dennoch
geringer. Dies bestétigt, dass die Transportgeschwindigkeit des Pst2-Transporters von PstS;
beeinflusst wird.

Abb. 48 zeigt das zusammenfassende Interaktionsmodell der beiden Bindeproteine PstS; und
PstS, mit den Permeasen der Transporter Pstl und Pst2. Beide Phosphatbindeproteine
,.konkurrieren®“ um dasselbe Substrat, wobei das affinere Phosphatbindeprotein PstS;
anorganisches Phosphat spezifischer bindet als PstS,. Beide Bindeproteine sind tber einen N-
terminalen Lipidanker mit der Membran assoziiert und kdnnten sich daher horizontal in der
Membran hin und her bewegen. Somit sind beide Bindeproteine in der Lage, sowohl die
Permease des eigenen als auch die des anderen der beiden Pst-Transporter mit Phosphat in

Kontakt zu bringen.
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PstS1

Abb. 48: Interaktionsmodell der Bindeproteine mit den Permeasen der Transporter Pstl und Pst2.
Die Phosphatbindeproteine PstS; (blau) und PstS, (griin) kdnnen sowohl die Permeasen des Pst1- (blau)
als auch des Pst2-Transporters (griin) mit anorganischem Phosphat (gelb) beladen.

4.2 Die Transkripte des pstl-, pst2- und ugp-Operons

4.2.1 Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Transkripte

Die Transkripteinheit der Gencluster pstS;C;A;B1-phoU;-OE4475R-OE4471R  und
pstS,C,A,B,-phoU; wurden mit Hilfe der RT-PCR bestimmt (siehe Abb. 10). Sowohl das
pstl- als auch das pst2-Operon werden als eine mRNA transkribiert. Mit der verwendeten
Methode lasst sich die Einheit des langsten vorhandenen Transkripts eines Operons
bestimmen, es kann jedoch keine Aussage Uber die Koexistenz von kiirzeren Transkripten
getroffen werden. Es ist daher nicht auszuschlieRen, dass auch kirzere mRNAs in der Zelle
synthetisiert werden, die entweder durch einen frithzeitigen Transkriptions-Abbruch entstehen
oder an einem internen Promotor innerhalb des Operons beginnen.

In Ubereinstimmung mit den pst-Operons aus Bakterien wie beispielsweise E. coli (Aguena et
al., 2002) und B. subtilis (Qi et al., 1997), konnte fur beide pst-Operons in H. salinarum
jeweils ein Transkript identifiziert werden, das die Gene pstSCAB-phoU einschliel3t. Der
Promotorbereich befindet sich wie in E. coli und B. subtilis stromaufwarts des pstS-Gens. Das
pstl-Transkript enthalt zwei weitere Gene (OE4475R und OE4471R), die weder in E. coli
noch in B. subtilis vorhanden sind (Abb. 9B).

173



4 Diskussion

Auf Grundlage von bioinformatischen Analysen befindet sich der Promotorbereich des ugp
(ugpBAEC)-Operons analog dem ugpBAECQ-Operon in E. coli (Overduin et al., 1988)
stromaufwarts des ugpB-Gens. In E. coli konnten zwei Promotoren fir das ugp-Operon
stromaufwarts des ugpB-Gens identifiziert werden (Kasahara et al., 1991). Der eine Promotor
enthélt drei PHO-Boxen und wird von PhoB, dem Antwortregulator des PHO-Regulons in
E. coli, in Abhéangigkeit von Phosphat reguliert. Der andere Promotor hingegen, der nur bei
Phosphatsattigung aktiv ist, ist abhdngig von cAMP und CRP (CAMP receptor protein)
(Kasahara et al., 1991). In dieser Arbeit konnte nur ein Promotor und damit nur ein
Transkriptionsstart (TSS) fur das ugp-Operon von H. salinarum identifiziert werden.

In Archaeen wurde bisher noch kein Operon mit alternativen Promotoren beschrieben.
Dagegen sind vor allem in Eukaryoten (Herrmann et al., 1988, Ryu & Garges, 1994), aber
auch in Bakterien (Yoshisue et al., 1997) Operons mit zwei Promotoren géangig. Saugetier-
Gene besitzen sogar sehr h&ufig multiple Transkriptionsstarts (Schroeder & Myers, 2008).
Neueste Studien bestdtigen eine alternative Promotoraktivitat fir etwa 7000 menschliche
Gene (Singer et al., 2008). Es wird vermutet, dass fast die Hélfte aller Protein-kodierenden
Saugetier-Gene alternative Promotoren besitzen (Davuluri et al., 2008, Pankratova, 2008).

Die Transkriptionsstartstellen der drei Operons pstl, pst2 und ugp lagen alle, sowohl unter
phosphatgeséttigten als auch unter phosphatlimitierten Bedingungen, 1 bp stromaufwarts des
Startcodons. Im pstl-Operon wurde dagegen noch eine zweite Transkriptionsstartstelle
identifiziert, die sich 60 bp stromaufwérts des Startcodons befindet und nur unter
phosphatgeséttigten Bedingungen auftrat. Das pstl-Operon besitzt somit, ahnlich wie das
ugp-Operon von E. coli zwei Promotoren, von denen in analoger Weise der eine unter +P;-
und der andere unter —P;-Bedingungen aktiv ist. Beide Promotoren enthalten ein TATA-Box-
Motiv, das etwa 27 bp stromaufwarts des jeweiligen TSS liegt.

Das pstl-Transkript besitzt somit unter Phosphatmangel keine 5°‘-UTR, unter
phosphatgesittigten Bedingungen jedoch eine 60 nt lange 5°-UTR. Die pst2- und
ugp-Transkripte besitzen sowohl unter Phosphatsattigung als auch unter phosphatlimitierten

Bedingungen keine 5’-UTR.
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4.2.2 Untersuchung der alternativen pstl-Transkripte mit Hilfe des
bgaH-Reportersystems

Aus den Transkriptomanalysen von (Wende et al., 2009) geht hervor, dass die
Transkriptmengen der Gene des pstl-Operons unter —Pj-Bedingungen um ein vielfaches
induziert werden. Ein Mikroarray-Experiment zeigt, dass nach 24 h Phosphatmangel die Gene
pstS; 25-fach (131-fach in der RT-gPCR) und pstC,; 6-fach (408-fach in der RT-gPCR)
induziert werden.

Um die Regulation des pstl-Promotors besser studieren zu kdnnen, wurde ein
Fusionskonstrukt des Promotors mit dem Leserahmen des bgaH-Gens hergestellt. Dieses
Reporterkonstrukt enth&lt daher den nativen pstl-Promotor, allerdings nicht den
pstl-Terminator, und wurde durch homologe Rekombination des entsprechenden pReport-
Plasmids an der Stelle des OE3349F-Gens in das Genom von H. salinarum inseriert.

Eine Northernblot-Analyse (Kapitel 3.2) dieses Ppstl-bgaH-Reporterkonstrukts unter
Phosphatmangel zeigte nur eine geringe Induktion der Transkriptmenge. Die Transkription im
Wildtyp scheint durch einen weiteren Faktor reguliert zu werden, der zu einer sehr hohen
Induktion des pstl-Transkripts unter phosphatlimitierten Bedingungen fuhrt (Wende et al.,
2009). Uber die Griinde der verminderten Induktion des Reportergens im Vergleich zum pst1-
Operon kann nur spekuliert werden. Der Reporterstamm mit dem Ppstl-bgaH-
Reporterkonstrukts enthélt nur den nativen pstl-Promotor. Es wére denkbar, dass zusétzliche
cis-aktive Elemente, welche nicht im Ppstl-bgaH-Reporterkonstrukt enthalten sind, eine
Rolle in der phosphatabhéngigen Induktion der pstl-Transkription spielen. Zudem konnte die
Region innerhalb der Gene des pstl-Operons eine fiir die Induktion bendtigte
Chromatinstruktur bilden, die dem bgaH-Gen fehlt (Koide et al., 2009).

Ein weiterer Grund der verminderten Induktion der Transkriptmenge kdnnte sein, dass die
Ppstl-bgaH-mRNA instabiler ist als die native pstl-mRNA. Es wére auRerdem denkbar, dass
das in (Wende et al., 2009) untersuchte pstl-Transkript nach 24 h Phosphatmangel stabiler
war als das in dieser Arbeit untersuchte Ppstl-bgaH-Transkript nach 48 h Phosphatmangel.
Obwonhl sich die Induktion der Transkriptmengen des Ppst1-bgaH-Fusionskonstruktes von der
des nativen Operons unterscheiden, kann eine deutliche Aussage Uber die
Translationseffizienz der beiden Transkripte mit oder ohne 5°-UTR getroffen werden. Wie im
nachsten Kapitel beschrieben wird, findet somit neben der Induktion auf Transkriptionsebene,
die von (Wende et al., 2009) beobachtet wurde, eine weitere Induktion auf Translationsebene
statt, die die Induktion der Genexpression insgesamt stark erhéht. Im Wildtyp wird die

Transkriptmenge des pstl-Operons unter phosphatlimitierten Bedingungen stark induziert
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(Wende et al., 2009) und somit werden sehr viele Transkripte ohne 5°-UTR synthetisiert
(siene 3.1.3). Diese werden wiederum effizienter translatiert und daher fallt die Expression

des pst1-Operons im Wildtyp bei Phosphatmangel insgesamt sehr hoch aus.

4.2.3 Die biologische Bedeutung der alternativen pstl-Transkripte

Aus Eukaryoten ist die Existenz von alternativen Promotoren schon lange bekannt (Ayoubi &
Van De Ven, 1996). Das Umschalten des Promotors fiihrt zu Transkripten von
unterschiedlicher Stabilitat und Translationseffizienz. Sehr viele krankheitsassoziierte Gene
verwenden multiple Promotoren. Unterschiedliche Promotoren werden fiir verschiedene
Gewebetypen oder unterschiedliche Zelltypen verwendet (Davuluri et al., 2008). Eine
bioinformatische Studie ergab, dass fur 10 — 18 % aller menschlichen Gene multiple
Promotoren benutzt werden, die zu alternativen 5’-UTRs fuhren (Trinklein et al., 2003).

Die Identifizierung der beiden Transkripte des pstl-Operons in dieser Arbeit ist die erste
Beschreibung von alternativen 5°-UTRs bei Protein-kodierenden Operons im Reich der
Archaeen.

Es stellt sich die Frage, welchen physiologischen Selektionsvorteil es fur H. salinarum hat,
zwei verschiedene Promotoren einzusetzen.

Je nach Phosphatgehalt im Medium ,,schaltet der Promotor um und es entsteht ein leader-
loses Transkript unter phosphatlimitierten und eine Mischung aus Transkripten mit und ohne
leader-Sequenz bei ausreichendem Phosphatgehalt, wobei die Transkripte mit leader-Sequenz
uberwiegen. Der Vergleich der Transkriptmenge mit der Translationseffizienz unter beiden
Phosphatbedingungen zeigte, dass das leader-lose Transkript bei gleicher Menge 115-fach
effizienter translatiert wird als die Mischung aus Transkripten, die Gberwiegend eine leader-
Sequenz enthalten (Abb. 34). Daraus kann geschlossen werden, dass H.salinarum die
Expression des Pst1-Transporters bei Phosphatmangel durch eine effizientere Translation des
leader-losen pstl-Transkripts zusatzlich reguliert. Die hohe Expressionsrate des in erster
Linie unter phosphatlimitierten Bedingungen bendtigten Pst1-Transporters wird von der Zelle
somit sowohl auf Transkriptions- als auch auf Translationsebene reguliert. Durch die
Synthese der Transkripte mit oder ohne 5°-UTR kann die Zelle eine feine Abstimmung der
benotigten Proteinmenge des hoch-affinen Pst1-Transporters erzielen.

Es wére denkbar, dass unter phosphatlimitierten Bedingungen ein zusatzlicher Faktor gebildet
wird, der die Translationseffizienz des Transkripts steigert. Diese Vermutung kann jedoch

nicht durch das Ergebnis der Transformante KF1D in Abb. 34 bestatigt werden. Diese
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Transformante bildet unter beiden Phosphatbedingungen ein leader-loses Transkript und die
BgaH-Aktivitat bleibt in beiden Fallen in etwa gleich hoch. Ware ein zusatzlicher Faktor fir
die Steigerung der Translationseffizienz verantwortlich, musste er hier die BgaH-Aktivitat
unter Phosphatmangel induzieren. Die Steigerung der Translationseffizienz wird somit allein
durch die leader-Sequenz beeinflusst. Auch in einer anderen Arbeit wurde bereits gezeigt,
dass die Deletion der 5°-UTR eines halobakteriellen Transkripts die Proteinkonzentration um
das 15-fache steigert (Sartorius-Neef & Pfeifer, 2004) und die Translationseffizienz von der
5‘-UTR beeinflusst wird. Zudem stellen Transkripte, die eine leader-Sequenz besitzen, eine
Minderheit in H. salinarum dar. Daher ging bereits (Brenneis et al., 2007) davon aus, dass 5°-
UTRs im Vergleich zu leader-losen Transkripten, die hoch-effizient translatiert werden, eine
repressive Funktion auf die Translationseffizienz haben kdnnten. Aus anderen Arbeiten ist
bereits bekannt, dass die 5°-UTRs die Translationseffizienz beeinflussen (Mignone et al.,
2002, Pesole et al., 2000, Wilkie et al., 2003). In dieser Arbeit konnte diese These fiir die 5°-
UTR des pstl-Transkripts bestatigt werden.

Fiir die 5°-UTR bzw. leader-Sequenz des pstl-Promotors lasst sich eine Haarnadelstruktur
vorhersagen, deren mdogliche Struktur in Abb. 49 dargestellt ist. Diese Haarnadelstruktur

kdnnte die Effizienz der Translation und / oder die Stabilitat der mRNA beeinflussen.
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Abb. 49: Mogliche Haarnadelstruktur der 60 nt langen 5’-UTR im pst1-Promotor (Ppst1).

Die Transkription von Transkriptionsstartstelle TSS-2 fiihrt zu einem Transkript mit 60 nt langer 5°-UTR,
das eine Haarnadelstruktur bilden kénnte. Die Haarnadel wurde mit dem Programm RNAstructure
dargestellt.
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4.3 Untersuchung der pstl-, pst2-, und ugp-Promotoren

Da die Promotorstudien mit Hilfe von Reporterkonstrukten in H. salinarum durchgefihrt
wurden, sind in der Zelle auch die nativen Promotoren neben den durch das Reporterplasmid
eingefiihrten analogen Promotoren Ppstl, Ppst2 und Pugp vorhanden. Diese nehmen keinen
entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse der vergleichenden Promotorstudien der partiell
deletierten oder mutierten Promotorkonstrukte (Kapitel 3.1.4.5). Da die Studien unter
gleichbleibenden Bedingungen stattfanden und die verschiedenen Promotorkonstrukte nur
miteinander verglichen wurden, kénnen Rickschlisse auf die Promotoraktivitat und auf cis-
aktive Elemente im Promotor gezogen werden.

In anderen Studien wurden Promotoren aus H. salinarum in H. volcanii, das diese Promotoren
nicht enthalt, untersucht (Gregor & Pfeifer, 2001, Sartorius-Neef & Pfeifer, 2004). Die
absolute Promotorstarke kann jedoch auch in diesem System nicht gemessen werden, da die
Promotoraktivitat indirekt Uber die gemessene BgaH-Aktivitat erfasst wird. Es kann also nur
eine Aussage Uber die relative Promotorstarke bzw. Expression des zugehorigen Operons

getroffen werden.

4.3.1 Phosphatabhangige Expression der pstl-, pst2-, und ugp-Operons

Die Expression des pstl- sowie des pst2-Operons wird durch eine Phosphatlimitierung
induziert und ist somit phosphatabhdngig. Die pstl-Expression wurde nach 48 h
Phosphatmangel etwa 115-fach induziert, die pst2-Expression lediglich 4,3-fach. Die
Expression des pst2-Operons war unter +P;-Bedingungen 10mal so hoch wie die des pstl-
Operons. Die Pj-abhéngige Expression des pst1-Operons war etwa 2,8mal so hoch wie die des
pst2—Operons. Das Ergebnis der pstl- und pst2-Expressionen steht in Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen einer vorangegangenen Transkriptomanalyse (Wende et al., 2009). Unter
Verwendung der Microarray-Technologie und RT-gPCR wurde gezeigt, dass die Gene des
pst1-Operons innerhalb einer 24-stiindigen Phosphatlimitierung ansteigend induziert werden.
Die Gene des pst2-Operons zeigten im Vergleich dazu nur eine schwache Induktion, die nach
10 h wieder abnahm.

In dieser Arbeit ist ebenfalls eine Abnahme der pst2-Expression nach 9 h gemessen worden;
gefolgt von einer Zunahme nach 12 h Phosphatlimitierung mit ihrem Hohepunkt bei 48 h
(Abb. 19).
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Die Northernblot-Analyse (Kapitel 3.2) zeigte, dass die mRNA-Mengen mit oder ohne
leader-Sequenz unter beiden Phosphatbedingungen vergleichbar waren. Die hohe
phosphatabhangige Induktion ist also das Ergebnis der hohen Translationseffizienz des
Transkripts, das keinen leader besitzt im Vergleich zu der mRNA mit leader unter
Pi-gesattigten Bedingungen. Das pst2-Operon hat unter beiden Phosphatbedingungen nur
einen Transkriptionsstart und somit immer ein Transkript ohne leader-Sequenz. Die Aktivitét
des pst2-Promotors wird von der BgaH—Aktivitdat im ONPG-Enzymtest wiedergegeben.

Es soll noch erwahnt werden, dass der pst2-Promotor eine héhere Promotoraktivitat unter
+P;-Bedingungen in der Transformante KFOB besitzt, die das Konstrukt mit dem auf 105 bp
verkirzten pst2-Promotor tragt (siehe Abb. 23). Diese hohere Aktivitat des verkirzten
Promotorkonstrukts konnte darauf hinweisen, dass moglicherweise in der deletierten Region
ein repressives Element vorhanden ist, welches bei Abwesenheit zu einer gesteigerten
Aktivitat fahrt. Die hohere BgaH-Aktivitat bei der Untersuchung des pst2-Promotors unter
+P—Bedingungen konnte durch eine hohe Translationseffizienz des zugehdrigen Transkripts
erreicht worden sein. Das pst2-Transkript besitzt unter +P;—Bedingungen keinen leader,
wohingegen das pstl-Transkript bevorzugt einen leader aufweist, der zu einer geringeren
BgaH-Aktivitat fuhrte.

Die Ergebnisse zeigen verschiedene Regulationsmechanismen der Induktion unter
Phosphatlimitierung fiir das pstl- und pst2-Operon. Wéhrend die Induktion des pst2-Operons
auf Transkriptionsebene reguliert wird, wird das pstl-Operon dartber hinaus auch
posttranskriptionell reguliert.

Auch die Expression des ugp-Operons wurde mit Hilfe des bgaH-Reportersystems untersucht.
Sowohl die Expression unter phosphatgesattigten Bedingungen als auch die Pj-abhéngige
Expression waren im Vergleich zu denen von pstl und pst2 wesentlich geringer (siehe
Abb. 19). Diese geringe ugp-Expression steht nicht in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis
aus einer vorherigen Transkriptomanalyse, in welcher die Gene ugpA und ugpB innerhalb
einer 24-stindigen Phosphatlimitierung ansteigend induziert wurden und sogar eine héhere
Induktion als die Gene pstS; und pstC; aufwiesen (Wende et al., 2009). Der Grund fir die
unterschiedlichen Ergebnisse konnte in der geringen Translationseffizienz des bgaH-
Transkripts in  der KF2A-Transformante liegen. Mit der Herstellung weiterer
Promotorkonstrukte, die langere oder kirzere Bereiche des ugp-Promotors tragen, konnte
moglicherweise Klarheit geschaffen werden, ob sich die gemessene Expression des
ugp-Operons mit den Ergebnissen der Transkriptomanalyse von (Wende et al., 2009) in

Ubereinstimmung bringen lasst und worin der Grund der geringen Expression liegt.
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4.3.2 Die Promotorstruktur der Operons pstl und pst2

4.3.2.1 TATA-Box

Das bgaH-Reportersystem wurde in erster Linie dazu eingesetzt, um cis-aktive Elemente in
den pstl- und pst2-Promotoren zu identifizieren. Dabei wurde zundchst die Lage der
TATA-Boxen bestimmt. Das Zentrum der TATA-Box des pst2-Promotors und der beiden
TATA-Boxen der Transkriptionsstarts TSS-1 und TSS-2 des pst1-Promotors liegen etwa in
dem wvon (Brenneis et al., 2007) beschriebenen Abstand (-27/-28) zum jeweiligen
Transkriptionsstart. Punktmutationen in diesen Bereichen fiihrten zu einem totalen Ausfall der
BgaH-Aktivitdt im ONPG-Enzymtest. Northernblot-Analysen (Abb. 34) zeigten, dass die
MRNA-Menge durch Punktmutationen in der TATA-1-Box des pstl-Promotors unter
Phosphatmangel stark zuriickgeht. Das Ergebnis zeigt, dass die Synthese des leader-losen
Transkripts unter —P;-Bedingungen durch die Mutation der TATA-1-Box gestort wird. Unter
phosphatgeséttigten Bedingungen hat dieselbe Mutation nur eine geringe Auswirkung, da hier
hauptsachlich das Transkript mit leader-Sequenz entsteht. Auch bei Punktmutationen in der
TATA-2-Box nehmen die mRNA-Mengen je nach Punktmutation mehr oder weniger stark
ab. Die Mutation der TATA-2-Box wirkt sich starker auf das Transkript mit leader-Sequenz
unter phosphatgesattigten Bedingungen aus, jedoch scheint auch die Synthese des leader-
losen Transkripts beeinflusst zu werden. Diese Beobachtung l&sst vermuten, dass die TATA-
2-Box auch unter Phosphatmangel an der Transkription ausgehend von TSS-1 beteiligt ist.
Die BgaH-Aktivitdt, welche die Genexpression widerspiegelt, nimmt in den drei TATA-2-
Box-Mutanten verglichen mit dem Wildtyp unter —P;-Bedingungen etwa um die Halfte bis hin
zum 36-fachen ab (Abb. 34). Auf die Rolle der TATA-2-Box im pstl-Promotor wird spater
noch weiter eingegangen.

Die Analyse der Transformanten in denen der pstl-Promotorbereich schrittweise deletiert
wurde, zeigt, dass die Region zwischen 101 bp und 74 bp stromaufwaérts von TSS-1 ein fur
die phosphatabhangige Promotoraktivitat wichtiger Bereich ist. Die TATA-2- bzw. die zweite
P-Box liegt in diesem Bereich.

Die Analyse der Transformante mit einer Deletion des 3°-Endes des pst1-Promotors bis zum
TSS-2 zeigt, dass dieser Bereich unter +Pi—Bedingungen flr die Transkription ausreicht, da
die mMRNA-Mengen dieser Mutante im Northernblot gleich gro3 waren wie im Wildtyp. Aus
dem ONPG-Assay ging hervor, dass dieses leader-lose Transkript etwas ineffizienter

translatiert wird als die Transkripte in der Mutante mit dem gesamten Promotor. Dagegen
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wird unter —P;-Bedingungen, unter denen die Transkription nur am TSS-1 initiiert, fast kein
Transkript und dementsprechend auch fast kein Translationsprodukt gebildet.

Eine Mutation in gleichzeitig beiden TATA-Boxen des pstl-Promotors konnte die
Transkription unter phosphatgeséttigten Bedingungen ganz ausschalten und zusétzlich
bestatigen, dass die TATA-2-Box die TATA-Box des TSS-2 ist. Solange jedoch die
Transkription von TSS-1 noch erfolgen kann, ist auch ein Transkript unter +P;-Bedingungen
zu sehen.

Die Transkriptionsstartbestimmung einer Transformante mit mutierter TATA-2-Box zeigte
keine Transkripte mehr, die von TSS-2 initiiert wurden. Die Transkription konnte nur noch
von TSS-1 erfolgen. Dies beweist, dass TATA-2 die zum Transkriptionsstart bei —59 bp
(TSS-2) zugehorige TATA-Box ist.

4.3.2.2 P-Box —eine AT-reiche Sequenz

Die basale archaeale Transkriptionsmaschinerie ist eine vereinfachte Version des
eukaryotischen Typus, ihre Aktivitat wird jedoch h&ufiger von Bakterien-dhnlichen Faktoren
kontrolliert (Bell et al.,, 1999). Die Regulation vieler bakterieller Gene verlauft Gber
Zweikomponentensysteme. Samtliche bisher untersuchten bakteriellen PHO-Regulons
werden von einem Zweikomponentensystem kontrolliert (Vershinina & Znamenskaia, 2002).
H. salinarum besitzt zwar zu Bakterien homologe Gene mehrerer Histidinkinasen und
Antwortregulatoren, jedoch fehlt ein Operon des Klassischen
PHO-Regulon-Zweikomponentensystems. Zudem wurde die Regulation (ber eines der
vorhandenen Zweikomponentensysteme ausgeschlossen (Wende et al., 2009).

Daraus folgt, dass das Vorhandensein einer klassischen PHO-Box, wie sie in Bakterien
vorkommt, in der Promotorregion von pstl und pst2 unwahrscheinlich ist.

Ein cis-aktives Element, das allein fur die phosphatabhéngige Promotoraktivitat von pstl und
pst2 in H. salinarum verantwortlich ist, konnte nicht gefunden werden. Es konnte jedoch eine
Sequenz identifiziert werden, die flr die phosphatabhdngige Promotoraktivitat essentiell ist,
und der die Bezeichnung P-Box gegeben wurde. Die P-Box stellt einen AT-reichen Bereich
stromaufwarts der TATA-Box des pst2-Promotors und der TATA-1-Box des pstl-Promotors
dar.

Punktmutationen im Bereich -36 bis -39 im pst1l-Pomotor und -46 bis -49 im pst2-Promotor
fuhrten zu einem unterschiedlich starken Verlust der Promotoraktivitat sowohl unter +P;— als
auch unter —Pj-Bedingungen. Die zum zweiten Transkriptionsstart bei -59 bp (TSS-2)

gehdrende TATA-2-Box des pstl-Promotors hat nur unter phosphatgesattigten Bedingungen
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die Funktion einer TBP-Bindestelle, da nur unter diesen Bedingungen vom TSS-2
transkribiert wird. Unter phosphatlimitierten Bedingungen scheint die TATA-2-Box die
Funktion einer zweiten P-Box zu Ubernehmen, da die pst1-Promotoraktivitat bei Mutation in
diesem Bereich stark beeintrachtigt wird. Somit wird vor allem die phosphatabhéngige
Promotoraktivitat des pstl-Promotors durch die zweite P-Box-Sequenz beeinflusst, da diese
Sequenz auch die Transkription wvon TSS-1 reguliert und somit nur an der
phosphatabhangigen Promotoraktivitat beteiligt ist. Besonders effektive Punktmutationen in
der zweiten P-Box enthielten ein Guanin an erster Stelle sowie mehrere Guanine und
Cytosine (siehe Abb. 31). Diese Mutationen fuhrten zu einem totalen Ausfall der
Promotoraktivitadt. Punktmutationen, die noch Adenin und Thymin enthielten, konnten die
Aktivitat reduzieren, jedoch nicht ausschalten.

Ein Vergleich der Sequenzen der P-Boxen fiihrt zu der Konsensussequenz ATATWWW?,
Auch der ugp-Promotor enthalt bei -46 bis -52 eine zum Konsensus passende P-Box, die
jedoch experimentell nicht untersucht wurde (siehe Abb. 14).

Die TATA-2-Box konnte eine P-Box sein, da sie unter —Pj-Bedingungen die Menge der
MRNA und die Intensitat der Genexpression beeinflusst. Dies wurde zum einen durch eine
Northernblot-Analyse bestéatigt, in der die Mutation der TATA-2-Box zu einer niedrigeren
MRNA-Menge flihrte. Zum anderen wurde die im ONPG-Enzymtest gemessene
BgaH-Aktivitat je nach Punktmutation unterschiedlich stark verringert (siehe Abb. 34). Die
MRNA-Menge und BgaH-Aktivitat erscheinen dabei entgegengesetzt beeinflusst zu werden.
Beispielsweise war bei der Transformante KF1A2mut3 die mMRNA-Menge hoch, jedoch die
BgaH-Aktivitat stark verringert (siehe Abb. 34). Dies konnte darauf hindeuten, dass die
synthetisierten Transkripte der TATA-2-Box-Mutante nicht mehr translatiert werden kénnen.

AT-reiche Regionen stellen Bindungssequenzen fur diverse Regulatoren, TBP oder die
RNA-Polymerase dar. Aus Bakterien ist ein AT-Basenpaar-reiches sogenanntes UP-Element
stromaufwirts der —35-Region bekannt, das durch Anbindung an die a-Untereinheit der
RNA-Polymerase und / oder rdumlicher Ann&herung zur Promotorregion durch Krimmung
der DNA zu einer Verstarkung der Promotoraktivitat fuhrt (Aiyar et al., 1998, Estrem et al.,
1998, Ross et al., 1998). Ein Beispiel aus Eukaryoten sind AT-reiche Regionen in Promotoren
von Genen des PHO-Regulons in S. cerevisiae, die neben zwei UAS (upstream activator
sequence) liegen und von einigen Transkriptionsfaktoren zusammen mit Pho2p gebunden
werden (Barbaric et al., 1996, Magbanua et al., 1997a).

2\W=AoderT
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Es ware moglich, dass die AT-reiche Region in H. salinarum analog zu der von S. cerevisiae
an eine bisher unbekannte UAS angrenzt oder selbst eine UAS darstellt.

Die stromaufwarts der TATA-1-Box liegende P-Box des pstl-Operons grenzt an das
BRE-Element. Zwischen der TATA-1-Box und der P-Box liegen 7 Nukleotide, die
vermutlich das BRE-Element darstellen. Das BRE-Element ist eine Purin-reiche Sequenz. Es
kann nicht ausgeschlossen werden, dass das Ende der P-Box ein Teil des BRE-Elements ist.
Es wurde in dieser Arbeit jedoch vermutet, dass das purinreiche BRE-Element stromabwarts
der P-Box liegt.

Eine genauere Promotoranalyse wirde zeigen in welchem Bereich das BRE-Element liegt,
falls die Grenzen nicht flieRend sind.

Einige Promotoren benutzen auch zwei TATA-Boxen fir einen Transkriptionsstart, wie aus
der Hefe (lyer & Struhl, 1995, Li & Sherman, 1991) und dem Menschen (Santra et al., 1994)
bekannt ist. Die AT-reiche P-Box in H. salinarum kdnnte auch eine solche zweite TATA-Box
darstellen.

4.3.3 Das Regulationsmodell flr den pstl-Promotor

Auf Grundlage samtlicher Ergebnisse aus der pstl-Promotoranalyse wurde ein Modell der
Transkriptions-Regulation des pst1-Operons erstellt, das in Abb. 50 vorgestellt wird.

Unter +P;—Bedingungen wird die Initiation der Transkription zu 80 % am TSS-2
eingeleitet. Das TBP bindet beide TATA-Boxen, jedoch bevorzugt die TATA-2-Box. Es
entstenen 80 % Transkripte mit einer leader-Sequenz und 20 % leader-lose Transkripte
(Abb. 50). Das Verhéltnis der Transkripte wurde durch das Mengen-Verhaltnis der Klone
bestimmt, die die Fragmente mit den alternativen Transkriptionsstarts trugen (sieche dazu 5°-
RACE in Kapitel 2.3.5.2.3). 80 % der Klone enthielten ein Fragment mit 60 nt langem 5°-
UTR, 20 % der Klone enthielten ein Fragment ohne 5’-UTR.

Mutationen in der TATA-2-Box flihren dazu, dass die Transkription unter +P;-Bedingungen
am TSS-1 eingeleitet wird. Es wurde jedoch beobachtet, dass bei mehreren Transkripten das
5‘-Ende innerhalb der Gensequenz stromabwarts des TSS-1 lag. Dies konnte darauf
hindeuten, dass die Transkription in den TATA-2-Box-Mutanten nicht mehr an der korrekten
Transkriptionsstartstelle (TSS-1) eingeleitet wird, sondern an einer anderen Stelle. Es kann
aber nicht ausgeschlossen werden, dass diese Beobachtung nur aufgrund von
RNA-Degradationen entstanden ist. Wie aus der Northernblot-Analyse hervorging, anderte

sich die Menge der mRNA, die durch diese Mutation von TSS-1 ausgehend transkribierte

183



4 Diskussion

wurde, nicht wesentlich verglichen mit der BgaH-Aktivitat, die je nach Starke der
Punktmutation in der TATA-2-Box sehr stark verringert war (Abb. 34). Daraus konnte
geschlossen werden, dass eine Mutation in der TATA-2-Box dazu fihrt, dass einige
Transkripte, die synthetisiert wurden nicht mehr translatiert werden kénnen.

Der pstl-Promotorbereich mit einer Lange von 101 bp zeigt eine doppelt so hohe
Promotoraktivitat wie bei der Gesamtlange von 155 bp (siehe Abb. 22). Die Region zwischen
101 bp und 74 bp stromaufwarts von TSS-1, in dem die TATA-2-Box liegt, ist der essentielle

Bereich fur die basale Transkription ausgehend von TSS-2.

+ P, ﬁ
! & 1SS 2 2 TSS 1

\
I—b

-101 74 mRNA
80 % mit Jeader-Sequenz
mRNA
tativer 20 % ohne leader-Sequenz
Regulator
- I:’i 4 Ny \I TSS1
) ,/I_.\\ ] I%
T LPJ T P ALY
TATA-2

-101 - -74 " mRNA

100 % ohne leader-Sequenz

Abb. 50: Regulationsmodell der Transkription des pst1-Operons.

Unter phosphatgesattigten Bedingungen wird etwa viermal h&ufiger ein Transkript mit leader-Sequenz
synthetisiert als ohne leader-Sequenz. Der Transkriptionsstart TSS-2 wird also haufiger als Startpunkt
genutzt als TSS-1. Das TATA-Bindeprotein (TBP) bindet die TATA-2-Box besser bzw. haufiger. Dies konnte
in einem besseren TATA-Box-Motiv begriindet sein oder andere bisher unbekannte Griinde haben. Bei
Phosphatmangel bindet TBP nur die TATA-1-Box, da die Transkription nur am TSS-1 beginnt. Es werden
nur Transkripte ohne leader-Sequenz synthetisiert. Die TATA-2-Box wird unter —P; nicht als TATA-Box
verwendet. Moglich ware, dass die TATA-2-Box als zweite P-Box fungiert an die ein bisher unbekanntes
Regulatorprotein bindet. An eine zweite P-Box stromaufwarts der TATA-1-Box kénnte der Regulator
ebenfalls binden.

Unter —P;-Bedingungen wird nur der Transkriptionsstart TSS-1 verwendet. Das TBP bindet
nur die TATA-1-Box (siehe Abb.50) und es werden zu 100 % leader-lose Transkripte
synthetisiert. Mutationen in der TATA-1-Box storen die von TSS-1 ausgehende

Transkription, was zu einer minimalen Menge an mRNA und Translationsprodukt fuhrt.
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Mutationen in der TATA-2-Box beeinflussen auch unter phosphatlimitierten Bedingungen die
Transkription vom Transkriptionsstart TSS-1. Die mRNA-Mengen gleichen denen im
Wildtyp, jedoch wird die Translationseffizienz (BgaH-Aktivitat) je nach Punktmutation
unterschiedlich stark beeinflusst (Abb. 34).

Der Bereich zwischen -101 und -74 ist fur eine phosphatabhéngige Transkription von TSS-1
essentiell. Der durch eine Deletion auf 74 bp reduzierte Promotor hat unter —P;-Bedingungen
keine Promotoraktivitat mehr (siehe Abb. 22). In diesem Bereich liegt die TATA-2-Box, die
unter -Pj-Bedingungen wahrscheinlich als P-Box fungiert. Ein bisher unbekanntes
regulatorisches Protein, das die phosphatabhangige Transkription reguliert, konnte unter —
Pi-Bedingungen an die P-Box (TATA-2-Box) binden und beispielsweise die Anbindung von
TBP verhindern (Abb. 50). Das regulatorische Protein konnte zuséatzlich auch die zweite P-
Box stromaufwarts der TATA-1-Box binden. Das TBP bindet nur die TATA-1-Box und die
Transkription der leader-losen mRNA beginnt nur von TSS-1. Die beiden Elemente (TATA-
1-Box und P-Box) alleine sind nicht ausreichend, um eine phosphatabhdngige
Promotoraktivitat zu gewahrleisten. Es wird noch die zweite TATA-2-Box, die als zweite P-

Box fungiert bendtigt.

4.4 Regulation des PHO-Stimulons

Suche nach einem Regulator des PHO-Stimulons

Das PHO-Stimulon wird als die Summe aller Gene definiert, die auf Phosphat mit verstéarkter
oder verringerter Transkription reagieren und wird in H.salinarum nicht von einem
klassischen Zweikomponentensystem reguliert (Wende et al., 2009). Das regulative Protein,
das die Induktion des PHO-Stimulons kontrolliert, konnte bisher nicht identifiziert werden.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sowohl die Uberexpression des PhoU-Homologs PhoUs;
als auch des Lrp-Homologs Trh3 im Vergleich zum Wildtyp keinen Einfluss auf die
Transkription der Gene des PHO-Stimulons nimmt. Eine regulatorische Wirkung der beiden
Proteine kann dennoch nicht ausgeschlossen werden, da die Proteine bereits im Wildtyp
gesattigt vorliegen kénnten. Darlber hinaus war die Deletion des phoUs-Gens letal, was auf
eine wichtige Funktion schliel3en lasst.

Die Expression der Alkalischen Phosphatase Aph verdnderte sich durch eine jeweilige
Deletion der Pst-Transporter Pstl und Pst2 oder des PhoU-Homologs PhoU, im Vergleich

zum Wildtyp nicht. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass die Deletion des Pstl-
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Transporters unter -P;-Bedingungen eine leichte Induktion des Pst2-Transporters bewirkt.
Dies ist eine fur die Zelle essentielle Reaktion, da der weniger affine Pst2-Transporter unter —
Pi-Bedingungen eine untergeordnete Rolle spielt, bei Abwesenheit des hoch-affinen Pstl-
Transporters jedoch fir die Versorgung der Zelle mit P; wichtig wird. Der Mechanismus, der
die Induktion des Pst2-Transporters bewirkt, ist unbekannt. Es besteht die Mdglichkeit, dass
ein oder mehrere Gene des pst1-Operons eine repressive Wirkung auf die Transkription des
pst2-Operons besitzen.

Gene des pstl-Operons konnten auch verantwortlich sein flir eine Autoregulation des
pst1-Operons. Es wird momentan daran gearbeitet die Gene phoU;, OE4475R oder OE4471R
des pst1-Operons zu deletieren bzw. zu tiberexprimieren. Eine Deletion bzw. Uberexpression
des phoU;, OE4475R oder OE4471R wird zeigen, ob diese Gene die Transkription des pstl1-
Operons beeinflussen.

Das Gen OE4475R kodiert ein konserviertes hypothetisches Protein mit einem putativen
Zink-Finger Motiv, das dem aus dem brz-Gen (OE3104F) &hnelt (Tarasov et al., 2008). Das
Protein ist aus 66 Aminosauren aufgebaut, Brz aus 60 Aminoséuren. Der Abstand zwischen
den beiden Cystein-Motiven betragt sowohl bei Brz als auch bei OE4475R 35 Aminoséuren.
Das Brz-Motiv lautet CPRCG-35-CRNDHE, das OE4475R-Motiv  hingegen
CDACG - 35— CFECI. Das Gen OE4471R kodiert laut einer in silico Untersuchung ein
Protein mit einer putativen Helikasedomane, was auf einen Transkriptionsfaktor mit
Helikaseaktivitat hindeuten kénnte. Ein Zusammenwirken beider Proteine an der Regulation
des eigenen pstl-Operons ware denkbar. Zudem konnte auch das PhoU1l bei derselben
Regulation eine Rolle spielen, da es wie das PhoU3 eine hohe Konservierung sowohl des
AbrB/SpoVT- Bereichs aus B. subtilis als auch des PhoU-Bereichs aus E. coli hat.

Wie aus Transkriptomanalysen hervorgeht, konnte Lrp ein moglicher Regulator (Aktivator)
des pst2-Operons sein (Schwaiger, 2009). Die Transkription von Genen des pst2-Operons
wurde in einer Lrp-Deletions-Mutante reprimiert, in einer Lrp-Uberexpressionsmutante
induziert. Lrp scheint somit die Transkription des pst2-Operons zu aktivieren. Weitere Gene
des PHO-Stimulons wurden jedoch durch Lrp nicht reguliert.

Die Expression beider Pst-Transporter, die Teil des PHO-Stimulons sind, wird durch einen
Phosphatmangel induziert. Daraus wird geschlossen, dass das pstl- und pst2-Operon von
demselben Regulator kontrolliert werden.

Zusatzlich wurde gezeigt, dass auf beide Operons weitere Regulationsmechanismen wirken.
Zum einen wird die Regulation des Pst2-Transporters durch die Deletion von Genen des pstl-

Operons beeinflusst. Zum anderen spielt der globale Regulator Lrp eine aktivierende Rolle fir
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die Transkription des pst2-Operons, jedoch nicht fir die des pst1-Operons (Schwaiger, 2009).
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Pstl-Transporter dagegen nicht nur auf
transkriptioneller, sondern auch auf posttranskriptioneller Ebene reguliert wird. Durch die
alternativen Promotoren des pstl-Operons werden in Abhangigkeit von Phosphat zweli
unterschiedliche Transkripte synthetisiert, die eine unterschiedliche Translationseffizienz
haben. Zudem wird vermutet, dass das pstl-Operon autoregulativ sein konnte. Dies wurde
bisher jedoch noch nicht gezeigt.

Uber den Regulationsmechanismus des Ugp-Transporters ist wenig bekannt. Samtliche bisher
experimentell identifizierten archaealen Zucker-spezifischen ABC-Transporter, wie
beispielsweise das Trehalose/Maltose-System von Thermococcus litoralis und Pyrococcus
furiosus sowie der Glucosetransporter von Sulfolobus solfataricus, weisen eine C-terminale
Verlangerung auf, die auch typisch fur den Maltosetransporter MalK aus E. coli ist (Lee et al.,
2007). Eine Ausnahme bildet hier der Ugp-Transporter aus H. salinarum, der zwar nicht zu
den Zucker-spezifischen Transportern gezédhlt wird, jedoch ebenso diesen C-terminalen
Fortsatz tragt. Diese Verlangerung am C-Terminus stellt eine regulatorische Doméne dar,
welche dem Ugp-Transporter die Verbindung zu seiner Genregulation oder der Kontrolle tiber

die Transportaktivitat durch Stoffwechselprozesse erméglichen kénnte (Lee et al., 2007).
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4.5 Fazit und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der phosphatabhéngig regulierten Operons
pstl, pst2 und ugp durch die Definition ihrer Transkriptionseinheiten und die né&here
Untersuchung der zugehorigen Promotorbereiche. Es sollte ein Einblick in die
Regulationsmechanismen und die Funktion der beiden Phosphattransporter Pstl und Pst2
gegeben werden.

Mit Hilfe verschiedener Knockout-Mutanten konnte gezeigt werden, dass die Bindeprotein-
abhangigen ABC-Transportsysteme Pstl und Pst2 spezifische Phosphattransporter mit
unterschiedlicher Affinitat darstellen. Zudem wurde die auf Homologie zu anderen
Organismen basierende Annahme bestétigt, dass der ABC-Transporter Ugp der einzige
Glycerin-3-phosphat-spezifische Transporter in H. salinarum ist.

Eine eingehendere kinetische Charakterisierung der ABC-Transporter Pstl und Pst2 kdnnte
mit Phosphataufnahme-Versuchen weiterer Mutanten ermdglicht werden. Einerseits kénnten
zwei knockout-Mutanten hergestellt werden, in denen beide Pst-Transporter enthalten sind,
jedoch jeweils nur eines der beiden Bindeproteine. Auf diese Weise wére auch die Induktion
des pst2-Operons durch die Deletion des pstl-Operons umgangen. Es kdnnte untersucht
werden, ob sich die Transportgeschwindigkeit in dieser Mutante bei einer dem Wildtyp
aquivalenten Menge an Pst2-Transportern andert. Ein interessanter Ansatz wére es Mutanten
herzustellen, welche jeweils einen Transporter und nur das Bindeprotein des anderen
Transporters enthalten. Ware diese Mutante nicht letal, wirde sie die Interaktion der
Bindeproteine mit dem anderen Transporter bestatigen. Die ermittelten Kinetischen Parameter
des Phosphattransports in diesen Mutanten konnten mit den in dieser Arbeit beschriebenen
Ergebnissen der Deletions-Mutanten verglichen werden (Kapitel 3.4.2.2) und die noch
offenen Fragen damit beantwortet werden.

Interessant waren ferner weitere Untersuchungen der Phosphatbindeproteine. Die beiden
Phosphatbindeproteine lassen sich maglicherweise heterolog in E. coli exprimieren und ihre
Bindungsaffinitdit Kp durch isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) mit P; als Substrat
bestimmen. Eine Strukturaufklarung durch Co-Kristallisation mit P; kdnnte dartiber hinaus die
Grinde fur die unterschiedliche Substrataffinitat liefern.

Ein weiteres Ziel wére, die kinetischen Parameter der Glycerin-3-phosphataufnahme des Ugp-
Transporters zu bestimmen.

In dieser Arbeit konnte die phosphatabhéngige pstl-, pst2- und ugp-Expression bestatigt

werden. Darlber hinaus wurden die Transkriptionseinheiten und Transkriptionsstarts der
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Operons bestimmt und die jeweils zugehorige TATA-Box identifiziert. Im pstl- und pst2-
Promotor wurde ein neues AT-reiches regulatives Element, die P-Box, gefunden. Fur den
pst1-Promotor wurde ein Regulationsmodell der Transkription entworfen.

Offen ist noch die exakte Definition der cis-aktiven Elemente wie der TATA-Box, des BRE-
Elements und der P-Box in den Promotoren Ppstl, Ppst2 und Pugp. Dies kdnnte durch die
Durchfiihrung eines umfangreicheren Promotor-Screenings mit Hilfe des bgaH-
Reportersystems erreicht werden. Die Rolle der P-Box in der Transkriptionsregulation mdisste
noch weiter untersucht werden.

Im Rahmen der Untersuchungen wurde gezeigt, dass die mRNA des pstl-Operons in
Abhéangigkeit von Phosphat mit bzw. ohne leader-Sequenz synthetisiert wird. Das leader-lose
Ppst1-bgaH-Transkript unter Phosphatmangelbedingungen wird effizienter translatiert als das
Transkript mit leader-Sequenz unter phosphatgeséttigten Bedingungen. Es ware interessant
die  pstl-Transkriptmengen  durch  eine  Northernblot-Analyse  unter  beiden
Phosphatbedingungen zu untersuchen und diese in Relation zur Proteinmenge der
exprimierten Gene des pstl-Operons in einer Westernblotanalyse zu setzen. Diese
weiterflhrenden Experimente kdnnten bestatigen, dass die Translation des Transkripts ohne
5‘-UTR analog zum Ppstl-bgaH-Fusionskonstrukt auch beim nativen pstl-Transkript
effizienter ist.

Es bedarf weiterer Forschung, die Funktion der mRNA-leader-Sequenz weiter zu
untersuchen, um einen tieferen Einblick in die Initiation der Translation zu erlangen.

Von groller Bedeutung wére es, den bzw. die Regulatoren des PHO-Stimulons zu
identifizieren, wie auch den regulatorischen Mechanismus eines mdglichen PHO-Regulons in
H. salinarum aufzudecken. Zudem koénnte weiterhin nach den Regulatoren der Pst-
Transporter gesucht werden, die fir deren differentielle Expression verantwortlich sind. Die
Untersuchung weiterer Deletions-Mutanten und Uberexpressionsmutanten der Gene
OE4475R, OE4471R und phoU; sollte klaren, welche Gene fur die Induktion des pst2-
Operons in der Apstl-Mutante verantwortlich sind. SchlieRlich konnte noch die
Autoregulation des pst1-Operons uberprift werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde abschliefend gezeigt, dass der Pstl-Transporter fir die
Phosphat-Taxis wichtig ist. Es wére weitergehende Arbeit nétig, um das Gesamtbild zu
erweitern und alle an der Phosphat-Taxis beteiligten Proteine zu finden. Interessant ware
hierbei das bisher nicht identifizierte Htr-&hnliche System, tber das die Signalvermittlung fur

die Phosphat-Taxis vermutlich verlauft, zu finden.
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+/-P; Phosphatgesattigte / phosphatlimitierte Bedingungen

°C Grad Celsius

uF Mikrofarrad

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

A Adenin

AAP “Abridged Anchor Primer”

Abb. Abbildung

ABC "ATP binding cassette”

ampR Ampicillinresistenz

Aph Alkalische Phosphatase

ATP Adenosintriphosphat

AUAP "Abridged Universal Amplification Primer”

bla B-Lactamase Gen

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp Basenpaare

BRE "B recognition element”

BSA “bovine serum albumin” (Rinderserumalbumin)

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

ca. circa

cDNA komplementére Desoxyribonukleinséure

Che Chemotaxis

cm Zentimeter

Ct Cycle threshold, PCR-Zyklus in dem ein bestimmter
Fluoreszenzwert tberschritten wird

d.h. das heif3t

dC Desoxycytosin

dCTP Desoxycytosintriphosphat

DEPC Diethyl-pyrocarbonat

DIG Digoxygenin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DTT 1,4-Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

etal. et altera

EtOH Ethanol

g Gramm

G Guanin

G3P Glycerin-3-phosphat

GSP genspezifischer Primer

h Stunde(n)
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H2Opidest
HM
Htr
IPTG
kbp
KCI
Kb
kDa
Kwm

kV

I
LB-Medium
M
MCS
mg
MgCl,
min

mi
mRNA
MS

ms

N

ng

nm

nt

oD
ONPG
ORF

PCR
Pg

pH

PIC
Pst
Pu

Py
gPCR

RACE
RNA
RNAP
rpm
rRNA
RT
RT

6 Abkurzungsverzeichnis

zweifach destilliertes Wasser
Halomedium

“halobacterial transducer protein”
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kilo Basenpaare

Kaliumchlorid
Dissoziationskonstante

Kilo Dalton

Michaelis-Konstante

Kilovolt

Liter

Luria Bertani-Medium

Molar

“multiple cloning site”

Milligramm

Magnesiumchlorid

Minute(n)

Milliliter

Messenger Ribonukleinséure
Massenspektrometrie / Massenspektroskopie
Millisekunden

Adenin, Cytosin, Guanin oder Thymin
Nanogramm

Nanometer

Nukleotid

optische Dichte
ortho-Nitrophenyl-p-D-Galaktosid
open reading frame

Promotor

“polymerase chain reaction” (Polymerase-Kettenreaktion)
Pikogramm

umgekehrter dekadischer Logarithmus

Protonenkonzentration
anorganisches Phosphat
Pré-Initiationskomplex

Phosphat spezifischer Transporter
Purinbase

Pyrimidinbase

guantitative PCR

Adenin oder Guanin

"Rapid Amplification of cDNA Ends’
Ribonukleinséure

DNA-abhéngige RNA Polymerase
“rounds per minute” (Umdrehungen pro Minute)
ribosomale RNA

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

Sekunde(n)
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SM synthetisches Medium

SMOP Synthetisches Medium ohne Phosphat
T Thymin

Tab. Tabelle

Taq Thermus aquaticus

TBP TATA-Bindungsprotein

TdT Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase
Temp. Temperatur

TF Transkriptionsfaktor

™ Schmelztemperatur

Tris Trishydroxymethylaminomethan

TSS Transkriptionsstartstelle

U “unit” (Einheit)

UAS “upstream activating sequences’
UE(s) Untereinheit(en)

u. N. Uber Nacht

Glycerin-3-phosphat-spezifischer Transporter

Ugp (‘uptake of glycerol-3-phosphate”)

UTR “untranslated region”

uv ultraviolett

\ Volt

vgl vergleiche

W Adenin oder Thymin

WT Wildtyp

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactopyranosid
Y Cytosin oder Thymin

ZKS Zweikomponentensysteme
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Apall (8480). @aLI (178)
AmpR } [_,_‘_ECORI {397)
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Abb. 51: Vektorkarten der Plasmide pVT und pKF10.
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Abb. 52: Vektorkarten der Plasmide pKF20 und pReport.



7 Anhang

Tab. 16: Liste der mit Hilfe des ONPG-Enzymtests gemessenen [(3-Galaktosidase-Aktivitdten aus
Abb. 20 und Abb. 22B bis Abb. 33B.

Die analog zu den Abbildungen angegebene [(-Galaktosidase-Aktivitdt (U/mg Gesamtprotein) ist der
Mittelwert aus mindestens drei unabhdngigen Versuchen mit je drei Wiederholungen. Die berechnete
Standardabweichung ist ebenfalls angegeben. Nicht messbare (- Galaktosidase-Aktivitdt (< 0,0005
U/mg) = n.m.. Besonders niedrige Werte wurden in den Abbildungen teilweise ebenfalls als nicht
messbar (n.m.) angegeben.

Abbildung | Transformante | +/- | B-Galaktosidase-Aktivitat
Pi (U/mg Gesamtprotein)

Abb.20 | KF1A (pstl) + 0,0068  +0,0020

KFOA (pst2) + 0,0655  +0,0085

KF2A (ugp) + 0,0006  +0,0003

KF1A (pstl) - 0,7845  £0,1315

KFOA (pst2) - 0,2847  £0,0914

KF2A (ugp) - 0,1802  +0,0236

Abb.22 | KF1A + 0,0070  £0,0020

(pstl) - 0,7845  £0,1320

KF1B + 0,0150  £0,0021

- 0,7752  £0,1683

KF1C + 0,0024  £0,0023

- 0,0013  £0,0017

KF1D + 0,0025  £0,0012

- 0,0016  £0,0010

KF1E + 0,0030  £0,0010

- 0,0020  £0,0010

Abb. 23 | KFOA + 0,0655  +0,0085

(pst2) - 0,2847  £0,0914

KFOB + 0,1667  +0,0375

- 0,3391  £0,0393

KFOC + 0,1606  +0,0922

- 0,2386  +0,0527

KFOD + 0,0900  +0,0463

- 0,2136  £0,0654

KFOE + 0,0183  +0,0121

- 0,0082  +0,0041

Abb.24 | KF1A + 0,0070  £0,0020

(pst1) - 0,7845  £0,1315
KF1A1mutl + n.m. -

- 0,0016  +0,0006
KF1A1mut2 + n.m. -

- 0,0029  £0,0025

KF1A1mut3 + 0,0010  £0,0010

- 0,0021  £0,0015

Abb. 25 | KF1A + 0,0070  £0,0020

(pst1) KF1A2mutl + 0,0010  £0,0002

KF1A2mut2 + 0,0010  £0,0003
KF1A2mut3 + n.m. -

KF1A2mut4 + 0,0010  £0,0010
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Abbildung | Transformante | +/- | B-Galaktosidase-Aktivitat
Pi | (U/mg Gesamtprotein)
Abb.26 | KF1B + 0,0150 +0,0021
(pstl) KF1B2mutl + nm. -
KF1B2mut2 + 0,0020 +0,0016
KF1B2mut3 + 0,0008 +0,0003
KF1B2mut4 + 0,0011 +0,0011
Abb. 27 | KFOA + 0,076 +0,028
(pst2) - 0,285 +0,091
KFOA1mutl + nm. -
- 0,001 +0,001
KFOA1mut2 + 0,001 0,000
- nm. -
Abb. 28 | KFOE + 0,0183 +0,0121
(pst2) - 0,0082 +0,0041
KFOE1mutl + 0,0021 +0,0008
- 0,0013 +0,0018
KFOE1mut2 + 0,0014 +0,0020
- 0,0006 +0,0009
KFOE1mut3 + nm. -
- 0,0006 +0,0008
KFOE1mut4 + nm. -
- nm. -
KFOE1mut5 + 0,0017 +0,0004
- 0,0014 +0,0004
Abb.29 | KF1A + 0,0070 +0,0020
(pst1) - 0,7845 +0,1315
KF1A3mutl + 0,0010 +0,0010
- 0,0016 +0,0002
KF1A3mut2 + 0,0020 +0,0000
- 0,0008 +0,0011
KF1A3mut3 + 0,0020 +0,0020
- 0,0030 +0,0006
KF1A3mut4 + 0,0100 +0,0070
- 0,1352 +0,0026
Abb.30 | KF1A - 0,7845 +0,1315
(pstl) KF1A2mutl - 0,3014 +0,1151
KF1A2mut2 - 0,1531 +0,0426
KF1A2mut3 - 0,0217 +0,0101
KF1A2mut4 - 0,3507 +0,0593
Abb.31 | KF1B - 0,7752 +0,1683
(pst1) KF1B2mutl - 0,0026 +0,0013
KF1B2mut2 - 0,0579 +0,0245
KF1B2mut3 - 0,0031 +0,0011
KF1B2mut4 - 0,0025 +0,0011




7 Anhang

Abbildung | Transformante | +/- | B-Galaktosidase-Aktivitat
Pi (U/mg Gesamtprotein)
Abb. 32 KFOD + 0,0900 +0,0463
(pst2) - 0,1805 + 0,0952
KFOD3mutl + 0,0041 +0,0014
- 0,0066 +0,0022
KFOD3mut2 + 0,0057 + 0,0006
- 0,0116 +0,0104
KFOD3mut3 + 0,0150 +0,0007
- 0,0288 +0,0172
Abb. 33 KF1A + 0,0070 +0,0020
(pst1) - 0,7845 +0,1315
KF1A4mutl + 0,0010 +0,0010
- 0,6044 +0,1475
KF1A4mut2 + 0,0120 +0,0130
- 0,8399 +0,1613
KF1A4mut3 + 0,0030 +0,0020
- 0,7677 +0,0204
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7 Anhang

=220 -210 -200 -190 -180 -170 -160
Promotor pst1(-155 bp):
Promotor pst2(-227 bp: TGCGACCACGTATCGATGCCTGTAATATAAATCCCGGTCACGATACATAGTTACTACACCAAACCACTGTA
Promotor ugp(-181 bp): GAATCCAACAGCCACCCACACAACG
-150 -140 -130 -120 -110 -100 -90 -80 =70 -60

ATAGGTTCGGTTGGGGCGTCACCTGGTTAAGTGTTCAGCCGGCTGACTGGTGGTCTCACCAGTGATATATAGCACACACAGTCCTATGGAGGGATGG
GAGGAGAATAAAGCGCTTGCAGGCGCTCGGGTCGAAATATACATCGACGACGAGCGTCGAATCGATTCGCGGACATGCGATGTGAACTGTTCCCTAT
ACTGGTTCGATATTAAAAACCGGGGTCAGTTCTGGAACGTCGACGGTATTGCTGCGCGCCGCCCCATGCACGGCTCAATAGGTCTCCAGAACTGTCT

-50 -40 -30 -20 -10 +1
CAGCCACCACGTAGCCATATTATAAACGGGTTTACTGGTTCCGGGTGCCATTCCAAGCGATGCACTCACTGCAGCATATG-bgaH
PstI Ndel
GTACTGCTATATATACGTAATAGCAGAGTACTTATTCGCATCGCGGCGAGCATACGACGATGCCAGCACTGCAGCATATG-bgaH
PstI Ndel
GGACGGATATTTTCAACTCATATAAGCACTCATCCGAGGACCCCGAGTTGCGTTATCCGATGGCGCCCCTGCAGCATATG-bgaH
PstI Ndel

Abb. 53: Gesamter Promotorbereich des pst1-, pst2- und ugp-Operons im pReport-Vektor (Ppst1, Ppst2 und Pugp).
Die Ldnge der Promotorsequenzen betrdgt 155 bp fir Ppstl, 227 bp fiir Ppst2 und 181 bp fir Pugp. In Fettdruck sind die identifizierten Transkriptionsstarts
unterstrichen und die Startcodons im Vektor kursiv dargestellt. Die Restriktionsschnittstellen Pstl und Ndel sind unter der jeweiligen Sequenz angegeben.
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7 Anhang

-220 -210 -200 =190 -180 -170 -160
Promotor pst1(-155):
Promotor pst1(-155 - -56):
(-227)
Promotor pst2(-227) : IETGCGAC CACGTATCGATGCCTGTAATATAAATCCCGGTCACGATACATAGTTACTACACCAAACCACTGTA
-150 -140 -130 -120 -110 -100 -90 -80 -70 -60
(-155) (-101) Xk ke *kkk  (-78)

ETAGGT TCGGTTGGGGCGTCACCTGGTTAAGTGTTCAGCCGGCTGACTGGTGGT ﬁCACCAGTGATATATAGCACACACAGTE-CTATGGAGGGATGQ
(-155)
WI‘AGGT TCGGTTGGGGCGTCACCTGCGTTAAGTGTTCAGCCGGCTGACTGGTGGTCTCACCAGTGATATATAGCACACACAGTCCTATGGAGGGATGG

{-105) (-85) (-64)
GAGGAGAATAAAGCGCTTGCAGGCGCTCGGGTCGAAATATACATCGACGALGAGCGTCGAATCGATTCGCEGACATGCGATGTGAACTGTT ﬁc TAT

-50 -40 -30 -20 -10 +1
(-52) * % % %k * % k%
CAGCCALCACGTAGCCATATTATAAACGGGTTTACTGGTTCCGGGTGCCATTCCAAGCGATGCACTCACTGCAGCATATG-bgaH

PstI Ndel
CAGLTGCAGCATATG-bgaH
(-56)Pst T Ndel
*hkn (43)
% % %k %
GTACTGCTATATATAGGTAATAGCAGAGTACT TATTCGCATCGCGGCGAGCATACGACGATGCCAGCACTGCAGCATATG-bgaH
Pstl Ndel

Abb. 54: Mutierte und deletierte Promotorbereiche des pst1- und pst2-Operons (Ppst1 und Ppst2).

Basen, die in den Promotorfusionskonstrukten durch Punktmutation mutiert wurden, sind durch Fettdruck und dariiber liegendem Stern dargestellt. Lingen der Schritt-
flir-Schritt-Deletion des Promotorbereiches sind angegeben. In Fettdruck sind die Transkriptionsstarts unterstrichen und die Startcodons kursiv dargestellt. Die
Restriktionsschnittstellen Pstl und Ndel sind unter der jeweiligen Sequenz angegeben.
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