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I Einleitung 1

I Einleitung

Die archaeelle Transkription stellt eine vereinfachte Version der Transkription des
eukaryellen RNA-Polymerase II Systems dar, was sich sowohl durch eine grofle
Sequenziibereinstimmung bei den beteiligten Komponenten als auch durch einen &hnlichen
Mechanismus widerspiegelt (THOMM, 1996; BELL & JACKSON, 1998a; SOPPA 1999b).
Die archaeellen Promotoren weisen drei charakteristische Sequenzelemente auf. Bei Position
— 25 liegt die TATA-Box, die Erkennungssequenz des TBP, die den Startpunkt der
Transkription festlegt (THOMM & WICH, 1988; REITER et al., 1990; PALMER &
DANIELS, 1995). Direkt stromaufwiérts ist das BRE (TFB recognition element) lokalisiert
(QURESHI & JACKSON, 1998), und im Startbereich der Transkription ist das
Initiatorelement zu finden (HAUSNER et al., 1991; HAIN et al., 1992). Die Archaea besitzen,
wie die Bacteria, nur einen einzigen Typ der RNA-Polymerase, die aber mit ihren bis zu
zwOlf Untereinheiten komplexer aufgebaut ist als das Enzym der Bacteria. Die archaeelle
RNA-Polymerase &hnelt in ihrer Struktur eher den eukaryellen RNA-Polymerasen. Die
einzelnen Untereinheiten der archaeellen RNA-Polymerase besitzen dabei die grof3te
Ubereinstimmung zu den Untereinheiten der eukaryellen RNA-Polymerase 11 (LANGER et
al., 1995). Fiir eine spezifische Initiation der Transkription sind bei den Archaea die beiden
basalen Transkriptionsfaktoren TBP und TFB erforderlich (THOMM, 1996). Diese Proteine
sind Orthologe der eukaryellen Transkriptionsfaktoren TFIID, der sich aus TBP und TBP-
assoziierten Faktoren zusammensetzt, und TFIIB. Die Eukarya besitzen noch eine Reihe
weiterer Transkriptionsfaktoren, aber in Ubereinstimmung mit der archaeellen Transkription
ist in einem Minimalsystem eine spezifische Initiation der in vitro Transkription mit TFIID,
TFIIB und der RNA-Polymerase Il moglich (PARVIN & SHARP, 1993). Zur Ausbildung des
archaeellen Priinitiationskomplexes bindet zunédchst TBP spezifisch an die TATA-Box
(GOHL et al., 1995). Diese Bindung wird durch eine Interaktion mit TFB, welches das BRE
spezifisch bindet und damit die Polaritdt der Transkription festlegt (BELL et al., 1999a),
stabilisiert (HAUSNER et al., 1996; QURESHI & JACKSON 1998). Durch die Rekrutierung
der RNA-Polymerase wird der Préinitiationskomplex vervollstaindigt (GOHL et al., 1995;
BELL et al., 1998). Beim Ubergang in die Elongationsphase, mit der Ablosung der RNA-
Polymerase von dieser Plattform, spielt nochmals TFB eine Rolle (BELL & JACKSON,
2000a).

Die archaeelle Regulation der Transkription ist weitaus weniger erforscht als die Initiation der
Transkription. Einige Regulationsmechanismen konnten allerdings aufgekldrt werden. So ist
z. B. bei halophilen Archaea das GvpE Protein beschrieben. Dieses fungiert als Aktivator fiir
die Transkription von Genen, die Proteine der Gasvesikel kodieren. Das Protein besitzt ein
Leucin-Zipper-Motiv und bindet an eine palindromische Sequenz ca. 40 bp bis 50 bp
stromaufwirts der von ihm regulierten Gene (KRUGER et al., 1998). Bei Methanobacterium
thermoautotrophicum ist der vermutliche Aktivator Tfx bekannt. Das Protein besitzt ein
Helix-Turn-Helix-Motiv und bindet stromabwirts des Promotors der Gene der
Molybdenformylmethanofuran-Dehydrogenase (HOCHHEIMER et al.,, 1999). Genauere
Vorstellungen hat man vom Regulationsmechanismus des MDR1 Proteins aus Archaeoglobus
fulgidus. MDR1 ist ein Homolog des bacteriellen Repressors DxtR und hemmt die
Transkription seines eigenen Gens. Das Protein bindet in Abhdngigkeit von der Verfiigbarkeit
von Metall-Ionen an den Promotor und blockiert die Anlagerung der RNA-Polymerase an den
DNA-TBP-TFB Komplex. Die Ausbildung des DNA-TBP-TFB Komplexes wird hingegen
nicht behindert (BELL et al., 1999b). Auch die von LrpA, ein Repressor bacteriellen Typs,
aus Pyrococcus furiosus vermittelte Inhibierung der Transkription seines eigenen Gens beruht
auf diesem Mechanismus (DAHLKE & THOMM, 2002). Das homologe Protein Lrs14 von
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Sulfolobus solfataricus hemmt ebenfalls die Transkription seines eigenen Gens durch
Bindung an den Promotor. Allerdings tliberlappt die Bindungsstelle von Lrs14 die TATA-Box
und das BRE, so dass bereits die Promotorerkennung von TBP und TFB blockiert wird
(BELL & JACKSON, 2000b). Auf weitere aufgeklarte Mechanismen der Regulation der
Transkription bei Archaea wird in der Einleitung spiter noch genauer eingegangen.

Die Genomsequenzierung des mesophilen methanogenen Archaeons Methanosarcina mazei
ergab einige interessante Ergebnisse. Methanosarcina mazei besitzt ein aullergewohnlich
grofles Genom (DEPPENMEIER et al., 2002). Mit {iber 4.000.000 bp ist es mehr als doppelt
so grof3, wie die Genome der ebenfalls methanogenen Archaea Methanococcus jannaschii und
Methanobacterium thermoautotrophicum (BULT et al., 1996; SMITH et al., 1997). Es
wurden 3371 offene Leseraster identifiziert, von denen bisher allerdings erst 2450 eine
Funktion zugewiesen werden konnte. Zu 1043 der offenen Leseraster von Methanosarcina
mazei weisen Homologe der Bacteria die groBte Ubereinstimmung auf, und fiir 544 dieser
1043 offenen Leseraster konnten Homologe nur bei den Bacteria gefunden werden, so z. B.
auch fiir einige Gene, die Proteine der Genregulation oder Stressantwort kodieren.
Interessanterweise besitzt Methanosarcina mazei sowohl die Hitzeschockgene des archaeellen
Thermosoms, als auch die Hitzeschockgene des bacteriellen GroES/GroEL Systems, die
bisher bei keinem anderen Archacon gefunden werden konnten. Die Proteine der
Replikations-, Transkriptions- und Translationsmaschinerien von Methanosarcina mazei
weisen hingegen alle typische archaeelle Merkmale auf. Das Genom von Methanosarcina
mazei ist durch einen hoheren Anteil von Genen bacteriellen Typs gekennzeichnet als die
Genome anderer Archaea. Dies ist vermutlich auf ein erhohtes Auftreten von lateralen
Gentransfer zuriickzufiihren. Der Lebensraum von Methanosarcina mazei, anaerobe
Gewdsser, ist nicht durch extreme Bedingungen gekennzeichnet, wie bei vielen anderen
Archaea. Der Organismus ist dementsprechend in stirkerem Ausmall von Bacteria umgeben
als Archaea, die an extremen Standorten leben, wo nur wenige Bacteria vorkommen
(DEPPENMEIER et al., 2002).

Aufgrund des komplexen Genoms bietet Methanosarcina mazei ein sehr interessantes Feld
fir Untersuchungen zur Genregulation bei Archaea. Bisher sind die Mechanismen zur
Regulation der Transkription bei Methanosarcina mazei aber noch nicht erforscht. Fiir die
vorliegende Arbeit wurden drei Aspekte ausgewdhlt, die in vitro ndher untersucht werden
sollten. Zum einen wurde die in vitro Transkription der Hitzeschockgene grpE, dnaK und
dnaJ untersucht, da bereits in vivo Daten zur differentiellen Genexpression verfiigbar waren.
Der Bereich der archaeellen Regulation wurde durch die Untersuchung des Einflusses des
archaeellen Transkriptionsfaktors TFE auf die in vitro Transkription abgedeckt und zur
Untersuchung der Regulation der Transkription bacteriellen Typs wurde der potentielle
Repressor des g/lnK Gens, das Protein AmtR, erforscht. Im Folgenden wird jeweils kurz in die
Thematik der drei untersuchten Bereiche eingefiihrt.

1 Die Regulation der Hitzeschockantwort

Die Fihigkeit sich schnell an verindernde Umweltbedingungen anzupassen ist fiir das
Uberleben aller Organismen essentiell. Die Reaktion auf erhdhte Temperatur und andere
Stressfaktoren wird als Hitzeschockantwort bezeichnet, und resultiert in einer umgehenden
Uberexpression von Hitzeschockproteinen. Die Hitzeschockproteine der Bacteria und
Eukarya sind in Struktur und Funktion hochkonserviert, und die Induktion ihrer Gene wird im
allgemeinen auf der Ebene der Initiation der Transkription reguliert (MAGER & de
KRUIJFF, 1995).
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Bei den Bacteria gibt es zur Regulation der Transkription der Hitzeschockgene sowohl eine
positive, als auch eine negative Kontrolle. Die Regulation bei E. coli beruht auf der
Verwendung unterschiedlicher o©-Faktoren, die die RNA-Polymerase zu den von der
Standard-Promotorkonsensussequenz abweichenden Promotoren der Hitzeschockgene leiten
(BUKAU, 1993). Bei gram-positiven Bacteria kann durch die Bindung eines Repressors an
ein regulatorisches Element stromaufwirts der Hitzeschockgene deren Transkription inhibiert
werden (HECKER et al., 1996). Zur Feinabstimmung der Hitzeschockantwort haben Bacteria
anspruchsvolle Netzwerke entwickelt, bei denen oft auch positive und negative
Kontrollmechanismen miteinander kombiniert sind (NARBERHAUS, 1999). Bei den
Eukarya ist zur Transkription der Hitzeschockgene eine Aktivierung durch einen
Hitzeschockfaktor erforderlich, der an die sogenannten Hitzeschockelemente der DNA bindet.
Die monomere Form des Hitzeschockfaktors ist dabei nicht zur Bindung an das
Hitzeschockelement fahig, nur als Homotrimer erfolgt die Bindung und Stimulierung der
Transkription (MORIMOTO, 1998). Auch bei den Archaea konnten viele Gene der
Hitzeschockantwort gefunden werden (TRENT, 1996; MACARIO et al., 1999). Uber die
Regulation der Hitzeschockantwort bei Archaea ist bisher allerdings erst wenig bekannt.
Archaea besitzen weder o-Faktoren wie die Bacteria noch Homologe der eukaryellen
Hitzeschockfaktoren. AuBerdem konnten keine Sequenzen gefunden werden, die Ahnlichkeit
mit bacteriellen Repressorbindungsstellen oder den eukaryellen Hitzeschockelementen
aufweisen.

Fiir einige Euryarchaeota wurde durch Genomanalysen ein potentielles Hitzeschockregulon,
bestehend aus hsp20, aaa’ atpase und dem Gen eines Regulatorproteins, vorhergesagt
(GELFAND et al., 2000). Inzwischen konnte bei Pyrococcus furiosus gezeigt werden, dass
das Regulatorprotein Phr spezifisch die in vitro Transkription seines eigenen Gens und des
hsp20 und aaa” atpase Gens inhibiert. Phr bindet den Transkriptionsstartpunkt iiberlappend
stromabwiérts der TBP-TFB Bindungsstelle direkt an die DNA und verhindert dadurch die
Anlagerung der RNA-Polymerase. Im Bereich des Transkriptionsstartpunkts sowie um die
Positionen — 10 und + 10 konnten drei konservierte Sequenzmotive entdeckt werden, die fiir
die Bindung von Phr essentiell sind. Nach einem Hitzeschock steigt die mRNA Menge von
hsp20, aaa” atpase und phr stark an. Dies zeigt, dass die Transkription dieser Gene, die in
vitro durch Phr reguliert wird in vivo durch einen Hitzeschock beeinflusst wird. Das Protein
Phr ist nach einem Hitzeschock allerdings nur in leicht erhdhter Menge in der Zelle
nachweisbar, was darauf hindeutet, dass eventuell ein weiteres Regulatorprotein bei der
Hitzeschockantwort beteiligt sein konnte (VIERKE et al., 2003). Der grundlegende
Mechanismus der Regulation durch Phr bei Pyrococcus furiosus dhnelt stark der negativen
Kontrolle der Hitzeschockgene bei den gram-positiven Bacteria.

Bei dem halophilen Archaeon Haloferax volcanii sind zwei Hitzeschockgene, cctl und cct2
(chaperonin-containing Tcp-1), beschrieben, deren Transkription durch einen Hitzeschock
induziert wird (KUO et al., 1997). Fiir cct/ wurde durch Mutationsanalysen gezeigt, dass
Sequenzbereiche des Kern-Promotors um die TATA-Box fiir die hitzeinduzierte in vivo
Transkription erforderlich sind. Es konnte allerdings keine Konsensussequenz einer
Bindungsstelle eines potentiellen Regulators identifiziert werden (THOMPSON &
DANIELS, 1998). Bei Haloferax volcanii wurden auBlerdem mehrere verschiedene 7bp und
tfb Gene entdeckt. Die Transkription eines der sechs verschiedenen #/b Gene wird spezifisch
nach Hitzeschock induziert, und die Menge des TFB Proteins, das von diesem Gen kodiert
wird, steigt in der Zelle nach einem Hitzeschock an (THOMPSON et al., 1999). Auch bei
Pyrococcus furiosus sind zwei verschiedene /b Gene bekannt, und vor kurzem konnte gezeigt
werden, dass eines der zwei verschiedenen #fb Gene nach Hitzeschock induziert wird,
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wéhrend die Expression des anderen Gens konstant bleibt (SHOCKLEY et al., 2003). Es wére
also moglich, dass bei diesen Organismen die Transkription zumindest -einiger
Hitzeschockgene durch Verwendung eines nach Hitzeschock induzierten TFBs reguliert wird.
Dies wire ein zu den alternativen o-Faktoren der Bacteria weitgehend analoger
Mechanismus.

Die hochkonservierten Hitzeschockproteine der Hsp70-Chaperon-Maschinerie (Hsp70,
Hsp40, GrpE) der Eukarya und der homologen DnaK-Chaperon-Maschinerie (DnaK, Dnal,
GrpE) der Bacteria kommen bei allen Eukarya bzw. Bacteria vor (GUPTA & SINGH, 1992;
1994; RENSING & MAIER, 1994). Dagegen konnten bei den Archaea die entsprechenden
Gene nicht bei allen Organismen gefunden werden. Wihrend die Gene im Genom einiger
mesophiler und thermophiler methanogener Archaea vorhanden sind, konnten sie bei
Crenarchaeota und hyperthermophilen Archaea bisher nicht nachgewiesen werden
(GRIBALDO et al., 1999; MACARIO et al., 1999). Bei allen Archaea, die das dnaK Gen
besitzen, sind aber auch die Gene grpE und dnaJ vorhanden, und alle Archaea, die dnaK nicht
aufweisen, besitzen auch die Gene grpE und dnaJ nicht (MACARIO et al., 1999). Die
archaeellen Proteine, vor allem die Hauptkomponente DnaK, dhneln in Sequenz und Struktur
am stdrksten den Homologen der gram-positiven Bacteria, typische eukaryelle Merkmale
konnten nicht festgestellt werden (MACARIO et al., 1991; GUPTA & SINGH, 1992). Die
drei Proteine des bacteriellen Chaperons bilden zusammen eine funktionelle Einheit, welche
die native Faltung von Proteinen fordert (MARTIN & HARTL, 1997; RASSOW et al., 1997).
Uber die Funktion der archaeellen Homologe und die Regulation ihrer Genexpression ist
bisher wenig bekannt. Bei Methanosarcina mazei wurde aber die Expression dieser Gene
nach Hitzeschock untersucht.

Das methanogene mesophile Archaeon Methanosarcina mazei besitzt die Hitzeschockgene
direkt hintereinanderliegend in der Reihenfolge 5’-grpE-dnaK-dnaJ-3° (MACARIO et al.,
1991; CONWAY de MACARIO et al., 1994). Diese Anordnung der Gene wurde bisher bei
allen Archaea, die diese Gene besitzen beobachtet (MACARIO & CONWAY de MACARIO,
1999). Die Promotoren dieser drei Gene von Methanosarcina mazei weisen keine fiir Bacteria
typische Sequenzmotive auf, und es konnten auch keine Regulatorelemente der Bacteria
entdeckt werden, obwohl die Gene Proteine bacteriellen Typs kodieren. Alle drei Gene
weisen archaeelle Promotoren auf, die weitgehend den eukaryellen RNA-Polymerase II
Promotoren dhneln (CLARENS et al., 1995; MACARIO & CONWAY de MACARIO, 1997).

Durch Northern Blot Analysen der gesamten RNA aus Methanosarcina mazei Zellen konnte
fir die Gene dnaK und dnaJ ein monocistronisches Transkript gezeigt werden. Die
Promotoren und Terminationssignale der beiden Gene sowie die ermittelten in vivo Orte des
Starts und der Termination der Transkription weisen ebenfalls auf eine monocistronische
Transkription hin. Der Transkriptionsstartpunkt in vivo ist dabei jeweils identisch unter
optimalen Bedingungen und nach Hitzeschock. Die Gene dnaK und dnaJ werden in geringem
Male konstitutiv transkribiert, aber nach einem Hitzeschock erfolgt eine deutlich gesteigerte
Transkription. Die von dnaK beobachtete konstitutive und hitzeschockinduzierte
Genexpression ist deutlich stirker als bei dnaJ, und auch die Stimulierung nach einem
Hitzeschock ist bei dnaK stirker. Es konnte nach einem Hitzeschock auch eine erhohte
Menge der Proteine DnaK und Dnal in der Zelle nachgewiesen werden, wobei deutlich mehr
DnaK zu beobachten war (CLARENS et al., 1995). Inzwischen konnte auch bei dem
thermophilen Organismus Methanosarcina thermophila in vivo die monocistronische
Transkription dieser Hitzeschockgene, eine stimulierte Transkription nach Hitzeschock und
eine deutlich stirkere Transkription von dnaK im Vergleich zu dnaJ gezeigt werden (LANGE
etal., 1997, HOFMAN-BANG et al., 1999).
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Auch fiir grpE von Methanosarcina mazei wurde eine geringe konstitutive und eine
stimulierte Transkription nach Hitzeschock nachgewiesen. Die Stimulierung der
Transkription ist sogar etwas stirker als bei dnaK. Der in vivo Transkriptionsstartpunkt bei
optimaler Temperatur und nach Hitzschock ist identisch. Die Liange des Transkripts war
ebenfalls jeweils ungefdhr gleich. Die Linge des durch Northern Blot identifizierten grpE
Transkripts und die ermittelten in vivo Orte des Starts und der Termination der Transkription,
die gut mit der Lage des Promotors und eines Terminationssignals korrelieren, weisen auch
bei grpE auf eine monocistronische Transkription hin (CONWAY de MACARIO et al.,
1995). Fiir eine monocistronische Transkription der drei Hitzeschockgene grpE, dnaK und
dnaJ spricht auch die unterschiedlich starke Stimulierung der Transkription, sowohl nach
unterschiedlicher Dauer des Hitzeschocks, als auch bei unterschiedlichen Temperaturen
(CLARENS et al., 1995; CONWAY de MACARIO et al., 1995; LANGE et al., 1997). Bei
den Bacteria ist im Gegensatz dazu eine polycistronische Transkription dieser
Hitzeschockgene beschriecben (BARDWELL et al, 1986; GOMES et al., 1990;
NARBERHAUS et al., 1992; HOMUTH et al., 1997).

Die Transkription der drei Hitzeschockgene grpE, dnaK und dnaJ von Methanosarcina mazei
war bisher nur in vivo untersucht worden. Mit dem im Laufe dieser Arbeit erstellten in vitro
Transkriptionssystem mit den rekombinanten Transkriptionsfaktoren TBP und TFB von
Methanosarcina mazei und gereinigter Methanococcus thermolithotrophicus RNA-
Polymerase sollte untersucht werden, ob sich diese Gene auch in vitro transkribieren lassen.
Dies konnte Aufschluss dariiber geben, ob zu ihrer Transkription eventuell eine Aktivierung
erforderlich ist bzw. es konnte auch, soweit verfiigbar, der Einfluss eines Repressors auf die
Transkription untersucht werden. Eine weitere Charakterisierung des in vitro Transkripts ist
durch die Bestimmung des in vitro Transkriptionsstartpunkts moglich.

2 Der archaeelle Transkriptionsfaktor TFE

Die Initiation der Transkription bei den Archaea gleicht in vielen Aspekten dem eukaryellen
RNA-Polymerase II System (LANGER et al., 1995; THOMM, 1996; REEVE et al., 1997;
BELL & Jackson, 1998a). In in vitro Transkriptionssystemen verschiedener Archaea konnen
viele archaeelle Promotoren nur mit den beiden allgemeinen Transkriptionsfaktoren TBP und
TFB sowie gereinigter RNA-Polymerase spezifisch transkribiert werden (HAUSNER &
THOMM, 1993; HETHKE et al., 1996; QURESHI et al., 1997; BELL et al., 1998; DARCY
et al., 1999; BELL & Jackson, 2000a). Durch die Analyse archaeeller Genome konnte jedoch
ein weiterer Transkriptionsfaktor identifiziert werden. Alle bisher vollstindig sequenzierten
archaeellen Genome kodieren ein Protein mit Sequenzéhnlichkeit zur N-terminalen Region
der a-Untereinheit des allgemeinen eukaryellen Transkriptionsfaktors TFIIE (BELL &
JACKSON, 1998b; ARAVIND & KOONIN, 1999; KYRPIDES & OUZOUNIS, 1999).
Eukaryelle TFIIEs enthalten auBlerdem eine B-Untereinheit (INOSTROZA et al., 1991). Es
konnte in den archaeellen Genomen allerdings kein Gen gefunden werden, das fiir ein
Homolog der B-Untereinheit kodiert, oder dem C-terminalen Bereich der eukaryellen o
Untereinheit entspricht. Ebenso wurden keine eindeutigen Homologe der allgemeinen
eukaryellen Transkriptionsfaktoren TFIIA, TFIIF, TFIIH oder der TBP-assoziierten Faktoren
entdeckt (ARAVIND & KOONIN, 1999; KYRPIDES & OUZOUNIS, 1999; SOPPA,
1999b).

Deletionsanalysen von TFIIEa zeigten, dass der C-terminale Bereich des Proteins bei Hefe in
vivo entbehrlich ist fiir die Uberlebensfihigkeit, wihrend der N-terminale Bereich essentiell
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ist (KULDELL & BURATOWSKI, 1997; SAKURALI et al., 1997). Der kleinste Bereich von
TFIIEa, mit dem Hefe noch Wachstum zeigt, entspricht der vollen Linge des archaeellen
Homologs TFE (BELL et al., 2001). Fiir humanes TFIIEa konnte in vitro ebenfalls gezeigt
werden, dass nur dieser N-terminale Bereich essentiell ist (OHKUMA et al., 1995). Das
archaeelle TFE entspricht also der minimal erforderlichen TFIIEa Region. Fiir diese Region

von TFIIEa konnte gezeigt werden, dass sie mit TBP und der RNA-Polymerase II
interagieren kann (MAXON et al., 1994; YOKOMORI et al., 1998).

Die Sequenzen der archaeellen TFIIE Homologe, enthalten N-terminal ein konserviertes
Helix-Turn-Helix-Motiv und C-terminal ein konserviertes Zinkfinger-Motiv (BELL et al.,
2001). Bei eukaryellen TFIIE ist der Zinkfinger essentiell fiir die Funktion des Proteins
(MAXON & TIJIAN, 1994). Wihrend einige archaeelle TFEs einen potentiellen Zinkfinger
mit vier Cystein-Resten besitzen, ist bei Sulfolobus solfataricus und Archaeoglobus fulgidus
der zweite Cystein-Rest gegen einen Asparaginsdure-Rest bzw. Methionin-Rest ausgetauscht.
Diese Aminosdure-Reste besitzen aber {iber eine polare Seitenkette die Fahigkeit zur
Koordination eines Metall-Ions, bei den Pyrococcus Arten und bei Methanobacterium
thermoautotrophicum 1ist an der entsprechenden Position allerdings ein Prolin-Rest bzw.
Glycin-Rest, wobei kurz darauf jeweils ein Histidin-Rest folgt. Es ist also moglich, dass nicht
alle archaeellen TFEs ein koordiniertes Metall-lon besitzen (BELL et al., 2001).

Fiir rekombinantes TFE von Methanobacterium thermoautotrophicum konnte gezeigt werden,
dass es im in vitro Transkriptionssystem dieses Archaeons die Transkription einiger
Promotoren von Methan-Genen bis zu 3,5-fach stimuliert. Es werden allerdings nicht alle
untersuchten Promotoren, die in vivo sehr aktiv sind, aber in vitro mit TBP, TFB und RNA-
Polymerase nicht oder nur schwach transkribiert werden, durch TFE stimuliert. Die
Transkription eines auch ohne TFE effektiv transkribierten Promotors wird durch TFE
ebenfalls nicht weiter gesteigert. Fiir die Aktivitdt von TFE ist wahrscheinlich die Ausbildung
eines Zinkfingers essentiell. Ein Aminosdureaustausch eines Cystein-Restes des Zinkfingers,
durch den die Féahigkeit Zink zu binden verloren gehen sollte, fiihrt jedenfalls zum Verlust der
Aktivitdt des Proteins. TFE verschiedener Organismen scheint nicht austauschbar zu sein, da
rekombinantes TFE von Archaeoglobus fulgidus nicht 1im  Methanobacterium
thermoautotrophicum in vitro Transkriptionssystem die Transkription der Promotoren
stimuliert, die durch TFE von Methanobacterium thermoautotrophicum stimuliert werden
(HANZELKA et al., 2001).

Protein-Protein Interaktionsstudien mit rekombinanten TFE von Sulfolobus solfataricus
zeigen, dass das Protein in Abwesenheit von DNA mit gereinigter RNA-Polymerase und
rekombinanten TBP dieses Organismus interagieren kann. Mit TFB erfolgt dagegen keine
Interaktion. In vitro Transkriptionsanalysen zeigen auBerdem, dass Sulfolobus solfataricus
TFE die Transkription einiger untersuchter Promotoren 2-3-fach stimuliert, wihrend die
Transkription anderer Promotoren nicht beeinflusst wird. Von einem der fir TFE nicht
sensitiven Promotoren wurden verschiedene mutierte Versionen der TATA-Box konstruiert.
Bei denjenigen Promotoren, die eine geringere Transkription im Vergleich zum Wildtyp
aufweisen, erfolgt nun eine Stimulation der Transkription durch TFE. Es konnte auch gezeigt
werden, dass ein bei optimaler TBP Konzentration nicht fiir TFE sensitiver Promotor bei
suboptimalen TBP Konzentrationen fiir TFE sensitiv wird. Eine Verdnderung der TFB
Konzentration bei optimaler TBP Konzentration zeigt hingegen keinen Einfluss auf die TFE
Sensitivitdt eines Promotors. DNasel-Footprints eines DNA-TBP-TFB Komplexes bei
verschiedenen TBP Konzentrationen mit und ohne TFE zeigen, dass der Schutz der TATA-
Box Region bei geringeren TBP Konzentrationen durch TFE verstirkt wird. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass unter Bedingungen, bei denen die TBP-TATA-Box Interaktion nicht
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optimal ist, eine Stimulierung der Transkription durch TFE erfolgen kann. Die
Wirkungsweise von TFE ist allerdings noch unbekannt. Eine direkte DNA-TFE Interaktion
zusitzlich zur TFE-TBP Interaktion scheint unwahrscheinlich, da bei DNasel-Footprints
keine Verdnderung des TBP-TFB Footprints bei TFE Anwesenheit beobachtet wurde (BELL
et al., 2001). AuBBerdem ist bei humanem TFIIEa keine direkte Interaktion mit der Promotor-
DNA beobachtet worden (KIM et al., 2000). Es wire aber moglich, dass TFE die
Dimerisierung von TBP verhindert, wie es fiir eukaryelles TFIIA beschrieben ist (COLEMAN
et al., 1999), und dadurch die TATA-Box Erkennung von TBP begilinstigt wird.

Bei der Analyse der Daten der Genomsequenzierung von Methanosarcina mazei Goel konnte
ein potentielles #fe Gen identifiziert werden (DEPPENMEIER et al., 2002). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde das tfe Gen von Methanosarcina mazei S-6 in E. coli kloniert und exprimiert.
AnschlieBend wurde das rekombinante Protein  gereinigt. Mittels in  vitro
Transkriptionsexperimenten sollte der Einfluss des Proteins auf die Transkription untersucht
werden. Dies erfolgte sowohl bei optimaler TBP Konzentration, als auch bei verschiedenen
suboptimalen TBP Konzentrationen um zu testen, ob sich unter diesen Bedingungen die
Sensitivitit des Systems fiir TFE erhoht.

3 Der Repressor AmtR und die Regulation von glnK

Der Mechanismus zur Regulation der Transkription der Gene des Stickstoffmetabolismus ist
sehr unterschiedlich. Bei den Proteobakterien wird die Transkription der Gene des
Stickstoffmetabolismus z. B. durch das zwei Komponenten NtrB-NtrC Aktivator System
gesteuert (MERRICK & EDWARDS, 1995). Bei Bacillus subtilis aktivieren oder hemmen
zwei homologe Regulatoren, TnrA und GInR, je nach den Stickstoffverhiltnissen der Zelle
(FISHER, 1999), und das gram-positive Bakterium Corynebacterium glutamicum besitzt den
globalen Repressor AmtR zur Regulation (JAKOBY et al., 2000).

Bei methanogenen Archaea konnte zur Regulation der Transkription von Genen des
Stickstoffmetabolismus im Genom von Methanococcus und Methanobacterium Arten eine
Sequenz fiir eine Repressor Bindungsstelle gefunden werden. Diese Sequenz [GGAA-Ng-
TTCC] liegt bei Methanococcus maripaludis in der Ndhe des Transkriptionsstartpunkts des
glnA Gens (Glutamin Synthetase) und zweimal vor dem nif Operon, konnte aber auch vor
einigen anderen Genen des Stickstoffmetabolismus gefunden werden, so z. B. bei
Methanobacterium thermoautotrophicum auch vor einem amtB/ginB Operon (BULT et al.,
1996; SMITH et al., 1997; LIE & LEIGH, 2002). Bei Methanosarcina mazei konnte diese
Sequenz einer Repressor Bindungsstelle jedoch weder vor dem nif Operon noch vor dem
glnK/amtB Operon gefunden werden (EHLERS et al., 2002a). Im Bereich des
Transkriptionsstartpunkts vor dem nifH Gen von Methanosarcina mazei liegt aber eine andere
palindromische Sequenz, die eine Funktion bei der Regulation der Transkription des nif
Operons haben konnte (EHLERS et al., 2002b).

Vor kurzem konnte bei Methanococcus maripaludis das Regulatorprotein NrpR identifiziert
werden, das an die fiir methanogene Archaea postulierte Repressor Bindungsstelle vor Genen
des Stickstoffmetabolismus bindet. Die Deletion des nrpR Gens fiihrt in vivo zur Authebung
der Hemmung der Genexpression des gln4 Gens und der nif Gene. Die Menge des NrpR
Proteins selbst scheint nicht kontrolliert zu sein. Daher ist vermutlich die Bindungsaffinitét
von NrpR an die Repressor Bindungsstelle {iber einen bisher unbekannten Mechanismus
reguliert. Das Protein enthélt N-terminal ein Helix-Turn-Helix-Motiv und auflerdem zwei
weitere zueinander homologe Doménen mit unbekannter Funktion. Es konnten nur bei
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einigen Euryarchaeota zu NrpR homologe Proteine gefunden werden, und bei manchen
Homologen sind auch nicht alle drei Proteindoménen vorhanden, so z. B. bei Methanosarcina
mazei (LIE & LEIGH, 2003).

Die Gene g/nK und amtB kommen in allen drei Doméinen des Lebens vor. Bei den Bacteria
und Archaea sind diese Gene in einem Operon angeordnet. Das amtB Gen kodiert ein
integrales Membranprotein, welches als Ammoniumtransporter fungiert, und das g/inK Gen
kodiert ein Mitglied der Familie der Py Signaliibertragungsproteine, welche Enzymaktivitéten
und die Genexpression in Bezug auf die intrazelluliren Stickstoffverhéltnisse regulieren
(COUTTS et al., 2002).

E. coli und andere Proteobakterien besitzen zwei Py Signaliibertragungsproteine: GInB und
sein Paralog GInK. Im Gegensatz zum ginB Gen steht das glnK Gen unter der Kontrolle des
allgemeinen Stickstoffregulationssystems und wird deshalb nur bei Stickstoffmangel
exprimiert (ARCONDEGUY et al., 2001). GInB und GInK werden aber beide in
Abhingigkeit von den intrazelluldren Stickstoffverhéltnissen von einer Uridylyltransferase,
kodiert von ginD, kovalent modifiziert. Der interne Glutamin Pool der Zelle dient dabei als
primires Signal filir die Stickstoffverhdltnisse in der Zelle, und moduliert iiber die Bindung an
GInD die Aktivitdt dieses Proteins, welches dann GInB uridylyliert oder deuridylyliert. Die
nicht modifizierte Form von GInB dient als Signal fiir Stickstoffiiberschuss und die
uridylylierte Form von GInB dient als Signal fiir Stickstoffmangel. Je nach Form von GInB
reguliert dieses dann die Phosphorylierung des Stickstoffregulatorproteins NtrC durch die
Histidin-Kinase NtrB und die Adenylylierung der Glutamin-Synthetase durch eine
Adenylyltransferase (MERRICK & EDWARDS, 1995).

Bei E. coli und Azotobacter vinelandii wurde nachgewiesen, dass GInK in Abhédngigkeit von
AmtB an die Membran binden kann und als negativer Regulator fiir die Transportaktivitit von
AmtB fungiert. Dabei hat die nicht uridylylierte Form von GInK, die ausreichend Stickstoff in
der Zelle anzeigt, eine hohere Affinitdt zu AmtB als die uridylylierte Form. Die Transkription
des ginK/amtB Operons steht zwar unter der Kontrolle des Stickstoffregulationssystems
NtrB/NtrC, so dass AmtB nur bei Stickstoffmangel gebildet wird, aber der zusammen mit
AmtB exprimierte Regulator GInK steht sofort zur Verfiigung und kann die Feinregulation
von AmtB iibernehmen. Da die Regulation von AmtB nicht nur auf der Ebene der
Transkription stattfindet, sondern auch iiber Protein-Protein Wechselwirkungen, kann die
Zelle schneller auf Schwankungen im Stickstoffangebot reagieren (COUTTS et al., 2002).

Das GInK Protein aus Methanosarcina mazei weist zu den meisten bacteriellen GInK
Stickstoffregulatorproteinen einige Unterschiede auf. Es bildet keine Heterotrimere mit
bacteriellen GInK Proteinen aus, was auf unterschiedliche Strukturen der bacteriellen und
archaeellen Proteine schlieBen ldsst. Es wird auch nicht von der E. coli Uridylyltransferase
erkannt und bei Stickstoffmangel kovalent modifiziert, obwohl der konservierte Tyrosin-Rest
an Position 51 vorhanden ist, an dem die Modifikation bei E. coli erfolgt. Es ist aber
wahrscheinlich, dass eine Uridylylierung von Methanosarcina mazei GInK fiir seine
regulatorische Funktion nicht nétig ist, da eine E. coli ginK Mutante funktional durch
Methanosarcina mazei GInK komplementiert wird. Dieses Ergebnis weist stark darauf hin,
dass das Signalprotein GInK bei der Stickstoffregulation bei Methanosarcina mazei beteiligt
ist (EHLERS et al., 2002a).
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Abb. 1A: Organisation des Methanosarcina mazei ginK/amtB Operons (EHLERS et al., 2002a)
Es sind die drei offenen Leseraster und das bei Stickstoffmangel beobachtete Transkript angegeben. Die
Nummerierung erfolgt relativ zum Transkriptionsstart.

Abb. 1B: Sequenz der Promotorregion stromaufwirts des glnK Gens von Methanosarcina mazei
(modifiziert nach EHLERS et al., 2002a)

Das vermutliche Startcodon der Translation ist unterstrichen. Der experimentell bestimmte Startpunkt der
Transkription ist mit einem Stern gekennzeichnet. Die Positionen des BRE (TFB-Recognition-Element) und der
TATA-Box sind eingerahmt. Nukleotide, die mit der Konsensussequenz der AmtR Bindungsstelle aus
Corynebacterium glutamicum {ibereinstimmen sind fett gedruckt. Die Nummerierung erfolgt relativ zum
Transkriptionsstart.

Das Genom von Methanosarcina mazei enthidlt zwei glnK/amtB Operone. Aber nur das eine
GInK  Protein  wird unterschiedlich  exprimiert in  Abhédngigkeit von der
Stickstoffverfiigbarkeit. Weiterhin wird nur auf das ginK/amtB Operon eingegangen, das
dieses unterschiedlich exprimierte GInK Protein kodiert. Die Transkription dieses ginK/amtB
Operons ist bei Ammoniumanwesenheit fast vollstindig reprimiert, bei N-Limitierung
hingegen wird das Operon stark induziert. Es wird dann ein einziges ca. 2,3 kb grofles
Transkript gebildet, welches das offene Leseraster von g/nK, amtB und eines unbekannten
Gens stromabwirts von amtB beinhaltet (Abb. 1A). Der Transkriptionsstart liegt 17 bp
stromaufwérts des vermutlichen Translationsstarts von ginK. Es gibt 66 bp bis 32 bp
stromaufwérts des Transkriptionsstarts von g/nK einen potentiellen Promotor mit BRE (TFB-
Recognition-Element) und TATA-Box. Vor dem amtB Gen konnten keine weiteren
Promotorsequenzen gefunden werden (EHLERS et al., 2002a). Bei der weiteren Analyse des
glnK/amtB Operons aus Methanosarcina mazei wurde 495 bp stromaufwérts des
Transkriptionsstarts eine Sequenz gefunden, die groe Ahnlichkeit mit der Konsensussequenz
des Bindungsmotivs von AmtR aus Corynebacterium glutamicum aufweist (SCHMITZ-
STREIT, nicht publiziert). AuBerdem konnte eine weitere potentielle Bindungsstelle fiir
AmtR im Bereich der TATA-Box vor dem g/nK/amtB Operon entdeckt werden (Abb. 1B und
Tab. 1).

Das nicht pathogene gram-positive Bakterium Corynebacterium glutamicum besitzt weder
das NtrB/NtrC System aus E. coli noch ein vergleichbares System wie Bacillus subtilis,
sondern den globalen Repressor AmtR fir die Regulation der Gene des
Stickstoffmetabolismus (BURKOVSKI, 2003). Die Sequenz des Repressors AmtR konnte
auch im Genom von Corynebacterium efficiens und Mycobacterium bovis gefunden werden.
Die Aminosiuresequenz von AmtR besitzt eine geringe, aber signifikante Ahnlichkeit mit den
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Transkriptionsregulatoren der TetR/ArcR Familie, vor allem im Bereich des typischen Helix-
Turn-Helix-Motivs (JAKOBY et al., 2000). Die Transkription des amtB/ginK/ginD Operons,
amt/ocd/soxA Operons, gltB/gltD Operons und des glnd Gens stehen bei Corynebacterium
glutamicum unter der Kontrolle von AmtR und werden in Abhingigkeit vom
Stickstoffangebot reguliert (JAKOBY et al., 2000; BURKOVSKI, 2003; BECKERS et al.,
2001; NOLDEN et al., 2001a). Die Deletion des Gens amtR, welches den Repressor AmtR
kodiert, fiihrt zur Deregulation der Transkription des Gens amt, welches ein Paralog von amtB
kodiert. Gel-Retardationsexperimente zeigten, dass rekombinantes AmtR stromaufwérts der
von ihm regulierten Gene bindet. Durch Deletionsanalysen konnte das Sequenzmotiv 5’-
ATCTATAG-N4.ATAG-3’ fiir die Bindung von AmtR ermittelt werden. Es konnte auch die
in vivo Bindung von AmtR an dieses Sequenzmotiv in Saccharomyces cerevisiae mit Hilfe
eines ,,One-Hybrid Systems* gezeigt werden (JAKOBY et al., 2000). Die Stringenz der von
AmtR vermittelten Hemmung wird durch eine Verdopplung oder Verkiirzung des
Bindungsmotivs reguliert. Wahrend vor dem strikt regulierten amt Gen zwei komplette
Bindungsmotive vorhanden sind, ist vor dem schwach gehemmten g/n4 Gen nur die verkiirzte
Form ATCTAT des Bindungsmotivs vorhanden (BURKOVSKI, 2003). Der Zwischenraum
zwischen dem 5°- (ATCTATAG) und 3’-Anteil (ATAG) des Bindungsmotivs ist bei den
verschiedenen Bindungsstellen variabel. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl ein
Zwischenraum von einem Nukleotid, als auch von 10 Nukleotiden zur Bindung von AmtR
fiihrt (JAKOBY et al., 2000). Vor dem amtB Gen liegt eine Konsensussequenz des
Bindungsmotivs auf dem zum Gen komplementiren Strang. Es konnte aber gezeigt werden,
dass auch die Regulation des amtB Gens in Abhdngigkeit vom Stickstoffangebot durch AmtR
erfolgt (JAKOBY et al., 2000). Beim gltB/gltD Operon liegt eine verkiirzte Version des
Bindungsmotivs, mit der Sequenz ATCTATAG, auf dem gegeniiberliegenden Strang
stromaufwérts des Operons. Auch die Transkription des g/tB/gitD Operons wird
stickstoffabhdngig von AmtR reguliert (BECKERS et al., 2001). Stromaufwirts von amitR
liegt die Sequenz ATCGATAC-N;. ATAG, bei der zwei Nukleotide im Vergleich zur
Konsensussequenz des Bindungsmotivs ausgetauscht sind. An diese Sequenz bindet AmtR
nicht, es findet also keine Autoregulation der Transkription des amtR Gens durch den
Repressor statt. Das amtR Gen wird konstitutiv exprimiert (JAKOBY et al., 2000).

Nukleotidsequenz Stringenz der Hemmung Gen Organismus
ATCTATAG-AACG-ATAG ++ amt; C. glutamicum
ATCTATAG-GCGG-ATAG ++ amt, C. glutamicum
ATCTATAG-A-ATAG ++ amtB  C. glutamicum
ATCTATAG ++ gltB  C. glutamicum
ATCTAT + ginA  C. glutamicum
ATCGATAC-CAA-ATAG - amtR C. glutamicum
ATCTATTG-AGATGAAAGGAAGG-ATAGAATAG ? glnK; M mazei
ATATTTAG-ATAG-AATTAA-ATAG ? glnk; M. mazei

Tab. 1: Nukleotidsequenz der AmtR Bindungsstelle (Quelle fiir Corynebacterium glutamicum: siehe obiger
Text, Methanosarcina mazei: nicht publiziert)

In der ersten Spalte wird die Nukleotidsequenz der AmtR Bindungsstelle bzw. vermuteten AmtR Bindungsstelle
angegeben. In der zweiten Spalte wird die Stringenz der durch die Bindung von AmtR an die Bindungsstelle
bewirkten Transkriptionshemmung angezeigt. In der dritten Spalte wird das Gen genannt, vor dem die
Bindungsstellen-Sequenz stromaufwirts liegt. Die Sequenzen vor dem amtB und gltB Gen liegen auf dem zum
Gen komplementdren Strang. In der vierten Spalte ist der betreffende Organismus erwdhnt. Die Nukleotide der
vermuteten Konsensussequenz sind fett gedruckt.
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Das Signal, das die Freisetzung von AmtR von der Bindungsstelle vor den regulierten Genen
vermittelt ist bisher nicht genau bekannt. GInK ist aber bei Corynebacterium glutamicum
essentiell fiir die Kontrolle der Gene des Stickstoffmetabolismus (NOLDEN et al., 2001Db).
Corynebacterium  glutamicum besitzt im Gegensatz zu E. coli nur ein Py
Signaliibertragungsprotein (JAKOBY et al.,, 1999). Bei einer g/inK Mutante wird bei
Stickstoffmangel kein Transkript von den Genen amt, amtB und ginD gebildet. Damit diese
Gene transkribiert werden, ist auBerdem eine Uridylylierung von GInK am Tyrosin-Rest 51
notig. Bei einem Aminosdureaustausch an Position 51 von GInK werden die Gene amt, amtB,
glnK und glnD nicht mehr transkribiert. Die Signaliibertragung auf GInK erfolgt durch eine
Uridylyltransferase, welche von g/nD kodiert wird. Bei einer g/nD Mutante kann ebenfalls
kein Transkript von amt, amtB und ginK detektiert werden, da die Uridylylierung von GInK
nicht mehr stattfinden kann. Eine Uberexpression von ginD fiihrt dagegen zu einer
geschwichten AmtR Hemmung der Transkription von amt, sogar bei einem ausreichenden
Stickstoffangebot wird dann das amt Gen transkribiert (NOLDEN et al., 2001b). Auch fiir die
Aufhebung der Hemmung der Transkription von g/nA konnte inzwischen gezeigt werden,
dass GInK und die Uridylyltransferase essentiell sind (NOLDEN et al., 2001a).

Die Anordnung der Gene amtB, glnK und ginD in einem Operon fiihrt zu einer
Autoregulation der Uridylyltransferase Synthese. Bei Stickstoffmangel wird die Expression
von ginK und ginD gesteigert, die Anzahl der GInK und Uridylyltransferase Molekiile steigt
und die Uridylylierung von GInK fiihrt zu einer verstirkten Transkription des
amtB/ginK/ginD Operons. Im Gegensatz zu E. coli wird die Expression des glnD Gens bei
Corynebacterium glutamicum bei Stickstoffmangel heraufreguliert, da es im amtB/gink/glnD
Operon angeordnet ist. Dies, und das die interne Ammoniummenge und nicht die
Glutaminmenge bei Corynebacterium glutamicum das primére Signal fiir Stickstoffmangel zu
sein scheint, deutet darauf hin, dass GInD nicht der priméire Sensor der Stickstoffverhéltnisse
in der Zelle ist, wie bei E. coli. Es muss eine Kaskade von einem oder mehreren bisher
unbekannten Sensorproteinen fiir Stickstoff geben, die das Stickstoffsignal iiber die
Uridylyltransferase an GInK weitergeben. Neben Enzymaktivititen reguliert diese Kaskade
tiber den globalen Repressor AmtR die Transkription der stickstoffabhéngig transkribierten
Gene. Die Uridylylierung von GInK als Voraussetzung fiir die Aufhebung der AmtR
abhingigen Hemmung der stickstoffabhéngig transkribierten Gene weist darauf hin, dass eine
direkte Protein-Protein Interaktion zwischen AmtR und uridylylierten GInK stattfindet
(NOLDEN et al., 2001Db).

Von der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Schmitz-Streit in Gottingen wurde ein Gen aus
Methanosarcina mazei kloniert, von dem die abgeleitete Aminosiuresequenz Ahnlichkeit mit
dem AmtR Protein aus Corynebacterium glutamicum aufweist. Das Gen wurde in E. coli
exprimiert, das rekombinante Protein aufgereinigt und anschlieBend spezifische Antikorper
gegen das Protein  hergestellt.  Transkriptionsanalysen mittels RT-PCR  und
Expressionsanalysen mittels Western Blot von Methanosarcina mazei Zellen, die mit
verschiedenen Stickstoffangeboten gewachsen waren, ergaben, dass die Transkription des
potentiellen am¢R Gens und die Synthese des potentiellen AmtR Proteins unabhéngig von den
Stickstoffverhiltnissen der Zelle erfolgen (SCHMITZ-STREIT, nicht publiziert). Das Protein
AmtR aus Methanosarcina mazei kann hier nicht weiter charakterisiert werden, weil es sich
dabei um bisher nicht publizierte Daten von der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Schmitz-Streit
handelt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss des potentiellen Regulatorproteins AmtR aus
Methanosarcina mazei auf die in vitro Transkription des in vivo in Abhdngigkeit vom
Stickstoffangebot transkribierten g/nK/amtB Operons aus Methanosarcina mazei studiert
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werden. AuBlerdem sollte in Gel-Retardationsexperimenten untersucht werden, ob das
potentielle Regulatorprotein AmtR die Bindung von TBP/TFB und, bzw. oder, der RNA-
Polymerase an den Promotor des ginK/amtB Operons aus Methanosarcina mazei beeinflusst.
Dies wurde in Abhdngigkeit vom Vorhandensein der potentiellen Bindungsstelle 495 bp
stromaufwiérts des Transkriptionsstarts untersucht.

Als Voraussetzung fiir die Untersuchungen zur Regulation der Transkription bei
Methanosarcina mazei musste jedoch zunéchst ein zellfreies Transkriptionssystem fiir diesen
Organismus erstellt werden. Zu Beginn dieser Arbeit war das Genom von Methanosarcina
mazei noch nicht sequenziert (DEPPENMEIER et al., 2002). Daher mussten zuerst die Gene
der beiden basalen Transkriptionsfaktoren TBP und TFB identifiziert werden. AnschlieSend
wurden die Gene in E. coli kloniert und die exprimierten rekombinanten Proteine gereinigt.
Nachdem die Aktivitdt von TBP und TFB nachgewiesen worden war, sollte zur Erstellung
eines homogenen Methanosarcina mazei in vitro Transkriptionssystems auch die RNA-
Polymerase aus diesem Organismus gereinigt werden. Da diese aber, wie sich herausstellte, in
vitro nicht aktiv war wurde die RNA-Polymerase aus Methanococcus thermolithotrophicus
gereinigt, um ein funktionelles zellfreies Transkriptionssystem mit TBP und TFB von
Methanosarcina mazei und Methanococcus thermolithotrophicus RNA-Polymerase zu
erhalten. Mit der Etablierung dieses Transkriptionssystems erdffnete sich dann die
Moglichkeit die Transkription der Hitzeschockgene grpE, dnaK und dnaJ in vitro zu
studieren, und den Einfluss des Transkriptionsfaktors TFE und des potentiellen Repressors
AmtR auf die Transkription zu untersuchen. Die Verwendung des in vitro
Transkriptionssystems mit standardisierten Bedingungen ohne den Einfluss unbekannter oder
unerwiinschter Komponenten, wie es in vivo der Fall wire, erlaubt dabei den einzelnen
Proteinen regulatorische Funktionen bei der Transkription zuzuordnen.
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IT Material und Methoden

1 Material

1.1 Bakterienstimme und Bacteriophagen

Bakterienstimme

Escherichia coli

XL1-Blue MRF’ (Stratagene, La Jolla, USA)
XLORL (Stratagene, La Jolla, USA)
INVaF’ (Invitrogen, Carlsbad, USA)
JIM109 (YANISCH-PERRON et al., 1985)

BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL (Stratagene, La Jolla, USA)
Methanosarcina mazei Goel (DSM, Stamm-Nr. 3647)

Bacteriophagen

Genomische A-Genbank von Methanosarcina mazei S-6, 8 x 10" pfu/ul (zur Verfiigung
gestellt von Prof. Dr. Everly Conway de Macario, Albany, New York, USA).

Ex-Assist™ Helferphage (M13), 1 x 10" pfu/ml (Stratagene, La Jolla, USA).

1.2 Plasmide, genomische DNA und Oligonukleotide

Plasmide

petl4b 4671 bp groBer Expressionsvektor, Amp' (Novagen, Madison, USA)

pIC19H 2722 bp groBBes Plasmid, diente mit BamHI und Hinfl hydrolisiert als
Langenstandard fiir DNA in Agarosegelen (MARSH et al., 1984)

plC31/2 2985 bp groBes Plasmid, in welches die Sequenz von Position — 58 bis +
131 des tRNA"™ Gens von Methanococcus vannielii kloniert wurde
(HAUSNER et al., 1991)

pLUW479 pUC19 Plasmid, in welches die Sequenz des gdh Gens von Pyrococcus
furiosus bis Position — 201 kloniert wurde (HETHKE et al., 1996)

pRS216 pBluescript II SK (+) Plasmid (Stratagene, La Jolla, USA), in welches in

die EcoRV Schnittstelle die Sequenz von Position — 570 bis + 55 des
glnK Gens von Methanosarcina mazei kloniert wurde (SCHMITZ-
STREIT, nicht publiziert)
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pUCI19 2686 bp grofer Klonierungsvektor, 54 bp lange multiple
Klonierungsstelle  flankiert von  Bindungsstellen  fiir M13-
Oligonukleotide, Amp' (Roche, Mannheim)

upatpase pUCI18 Plasmid, in welches die Sequenz des aaa’ atpase Promotors von
Pyrococcus furiosus in die Smal Schnittstelle kloniert wurde (VIERKE et
al., 2003)

uphsp20 pUCI18 Plasmid, in welches die Sequenz des Asp2(0 Promotors von

Pyrococcus furiosus kloniert wurde (VIERKE et al., 2003)

Genomische DNA

Genomische DNA von Methanosarcina mazei S-6, 8ug/ul (zur Verfiigung gestellt von Prof.
Dr. Everly Conway de Macario, Albany, New York, USA).

Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz Annealingtemp.
mmtfbl.1 5’-GAR TGG MGN GCN TTY GAY CAY GAR CA-3' 45 °C
mmtfbl.2 5’ -GAA TGG AGR GCH TTY GAY CAY GAA CAG-3' 60 °C - 40 °cC
mmtfb2.1 5’-ACN ATH CAY GAY AAR GG-3' 60 °C - 40 °C
mmtfb2.2 5’ -ACH ATT CAY GAY AAR GG-3' 60 °C - 40 °C
mmtfb3.1 5’-TAN GTN CKN CCD ATY TCY TT-3’ 60 °C - 40 °cC
mmtfb3.2 5’-TAD GTY CTK CCD ATT TCY TT-3' 60 °C - 40 °C
mmtfb4.1 5’-TCY TTR TAN CKR TTN CKD ATN GTN ACY TC-3' 60 °C - 40 °cC
mmtfb4.2 5’-TTC YTT GTA YCT GTT YCT DAT DGT DAC TTC-3’ 45 °C
mmtfb 5 5’-TGA TTG ACT GGA GAA ACC GTG ACT-3' 55 °C
mmtfb 6 5’ -GAG AAG TCC AGT CCA AGA GCG TT-3’ 55 °C
mmtfb 7 5’ -AGT CAC GGT TTC TCC AGT CAA TCA-3' 55 °C
mmtfb 8 5’ -AAC GCT CTT GGA CTG GAC TTC TC-3’ 55 °C
T3 5’ -AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3’ 55 °C
T7 5’-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3’ 55 °C
mmtfb9 5’ -CCT GAT TCT GAA ACT CGG GCT CTA G-3’ 56 °C
mmtfb10 5’-GAG TTC GCT ATT CGG ACA CCC TTG-3' 56 °C
mmtfbl1 5’ -CCT CAT CCG TGG AAG AAG CAT TG-3' 56 °C
mmtfb12 5’ -CTT TGC GAG CTT TAA TCA TGG CAC G-3’ 56 °C
mmtfb13 5’ -GCT TCT TCC ACG GAT GAG GTT CTT G-3’ 56 °C
mmtfb14 5’-GGA ACA GTT TAT GAG CAC AGC CGC G-37 56 °C
mmtfbexp-F 5’ -GGA ATT CCA TAT GGT AGA AGT CGA AAG AG-3' 55 °C
mmttbexp-R 5’"-CGC GGA TCC TTA GAG GAT AAT CTC GAT ATC-3’ 55 °C
T7-Promotor 5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG G-3' 48 °C
T7-Terminator |5’ -GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3' 48 °C
M13 FU 5’ -GCC AGG GTT TTC CCA GTC ACG A-3’ 60 °C
M13 RU 5’ -GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG-3' 60 °C
mmtfe-exp-f 5’-GGA ATT CCA TAT GAA CAC TTT GGT CGA TTT AAA TG-3' 60 °C
mmtfe-exp-r 5’"-GCG GGA TCC TTA TGC GGA ACT CAA AGC TTC-3’ 60 °C
grpe-f 5’ -CAG GTT ATC TCG GCA GTT GCG GC-3’ 55 °C
grpe-r 5’ -CGG AAT TTC GGG CTT CGG AAC G-3’ 55 °C
dnak-f1 5’ -CTG AGA ATT CAC CGA ATC ATT ACT G-3’ 55 °C
dnak-f2 5’-CTG CTT AAG TAA ACC TGT CAG GTA TC-3' 55 °C
dnak-r 5’-GAG TTG TCC TGC TGC CTT CGG C-3’ 55 °C
dnaj-f 5’-CGA AAA GCG TAA GTA ATT GAA GAA G-3' 55 °C
dnaj-r 5’ -GGT TCT TTG TTC CTG TCA GGG TG-3' 55 °C
*bio-grpe-r 5’ -CGG AAT TTC GGG CTT CGG AAC G-3’ 55 °C
pUC19-f 5’-CAG CAA TAA ACC AGC CAG CCG-37’ 58 °C
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*bio-pUC19-r 5’-CAA CTT ACT TCT GAC AAC GAT CGG-3' 58 °C
amtRbindF 5’-CCA CAT GCG GTC TTC AG-3' 50 °C
amtRbindF1 5’ -GAA AAG GGG AAG TCT GGG-3' 50 °C
amtRbindR 5’-CCT TTC AGG CCT TAT CAT TG-3' 50 °C

Tab. 2: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide
Die erste Spalte gibt die Bezeichnung des Oligonukleotids an, in der zweiten Spalte wird die Sequenz gezeigt
und in der dritten Spalte ist die verwendete Annealingtemperatur angegeben. Die in der ersten Spalte mit einem

Stern markierten Oligonukleotide besitzen am 5’-Ende eine Modifikation durch Biotin.

1.3 Enzyme und andere Proteine

Ampli Cycle™ Sequencing Kit

AMYV Reverse Transkriptase

BSA

Proteinase K

Ready Reaction DyeDeoxy Terminator
AmpliTaq®,FS Kit

T4 DNA-Ligase

T4 Polynukleotid-Kinase
Taq-DNA-Polymerase

Perkin Elmer, Cetus, Norwalk (USA)
Roche, Mannheim

MBI Fermentas, Wilna (Litauen)
Roche, Mannheim

Perkin Elmer, Cetus, Norwalk (USA)
Roche, Mannheim

MBI Fermentas, Wilna (Litauen)
Diagonal, Miinster

Restriktionsenzyme:

BamHI Roche, Mannheim

Hincll New England Biolabs, Schwalbach
Hindlll MBI Fermentas, Wilna (Litauen)
Hinfl Roche, Mannheim

Kpnl Roche, Mannheim

Ndel New England Biolabs, Schwalbach
Pael MBI Fermentas, Wilna (Litauen)
Sful Roche, Mannheim

Smal New England Biolabs, Schwalbach
Xbal Roche, Mannheim

Die Reaktionen wurden nach Vorschrift der Hersteller, mit den fiir die Enzyme mitgelieferten
Reagenzien, durchgefiihrt.

Die Transkriptionsfaktoren TBP und TFB von Methanococcus thermolithotrophicus wurden
von Herrn PD Dr. Winfried Hausner (Kiel) zur Verfiigung gestellt (HAUSNER et al., 2000).
Fiir den Nachweis der Aktivitit der rekombinanten Methanosarcina mazei Faktoren TBP und
TFB wurde auch die RNA-Polymerase von Methanococcus thermolithotrophicus von ihm zur
Verfligung gestellt (HAUSNER & THOMM, 1993).

Das rekombinante gereinigte potentielle Regulatorprotein AmtR von Methanosarcina mazei
wurde von Frau PD Dr. Ruth Schmitz-Streit (Gottingen) zur Verfiigung gestellt (nicht
publiziert, Accession Number ,,AF399744). Das Protein lag in 20 mM Tris/HCI pH 8.0 vor.
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1.4 Chemikalien

Agarose (reinst)

Alconox

Ampicillin

APS

Bacto Agar

Bacto Hefeextrakt

Bacto Trypton
BCIP/NBT-Losung
Bromphenolblau
Caseinhydrolysat (enzymatisch)
Césiumchlorid

CDP Star™

Chloramphenicol

Chloroform

Coomassie Brilliant Blue R 250
DEAE-Cellulose (DE 52)
Desoxyribonukleotide
Dialyseschléduche

DIG DNA Labeling and Detection Kit
DIG Easy Hyb

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DNA Extraction Kit

DNA Léangenstandard VII (DIG-markiert)
DTT

EDTA

Essigsédure (60%)

Ethanol

Ethidiumbromid

Formamid

Glyzerin (87%)

Glycin

Harnstoff

High Pure Plasmid Isolation Kit
IPTG

1 kb DNA Leiter

Lysozym

Maleinsdure

Maltose

B-Mercaptoethanol
Natriumcitrat
Nitrocellulosemembran
Oligonukleotide

PEG 8000
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
poly [d(A-T)]

poly-[d(I-C)]

Protein Test Mixture 4 und 5
Radionukleotide
Ribonukleotide

Roche, Mannheim

Sigma, St. Louis (USA)

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Difco, Detroit (USA)

Difco, Detroit (USA)

Difco, Detroit (USA)

Amresco, Solon (USA)

Serva, Heidelberg

Gibco BRL, Gaithersburg (USA)
Biomol, Ilvesheim

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Whatman, Maidenstone (GB)
MBI Fermentas, Wilna (Litauen)
Serva, Heidelberg

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Sigma, St. Louis (USA)

MBI Fermentas, Wilna (Litauen)
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Biesterfeld, Hamburg

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Sigma, St. Louis (USA)

Riedel de Haen, Seelze

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Gaithersburg (USA)
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

MBI Fermentas, Wilna (Litauen)
Roche, Mannheim

Sigma, St. Louis (USA)

Sigma, St. Louis (USA)

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis (USA)
Schleicher & Schiill, Dassel
MWG Biotech, Ebersberg
Sigma, St. Louis (USA)

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Hartmann Analytic, Braunschweig
MBI Fermentas, Wilna (Litauen)
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Rontgenfilme: KODAK BioMax MR
X-OMAT AR
Fuji NIF RX

Rotiphorese Gel 30

(Acrylamid:Bisacrylamid 30:0,8)

Rotiszint 11 eco

Saccharose

SDS

Serva Blue G

Sigmacote

Streptavidin-Magnetpartikel

TEMED

Tetrazyklin

Tris

Tween 20

Whatman-Papier

Xylencyanol

Kodak, Rochester (GB)
Kodak, Rochester (GB)
Fuji, Tokio (Japan)
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis (USA)
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Sigma, St. Louis (USA)
Roche, Mannheim
Serva, Heidelberg
Sigma, St. Louis (USA)
Biomol, Ilvesheim
Fluka, Buchs (Schweiz)
Whatman, Maidenstone, (GB)
Serva, Heidelberg

Nicht aufgefiihrte Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

1.5 Niahrmedien

Luria-Broth (LBy)

Bacto Trypton

Bacto Hefeextrakt

NaCl

ad 1000 ml mit Milli-Q H,O
pH 7.5

LBy-Agar

10,0 ¢
50 g
50 ¢

Dem LBy-Fliissigmedium wurde 1,5% Bacto Agar zugefiigt.

LB-Fliissigmedium und -Agar mit Antibiotika und Supplementen

Ampicillin
Chloramphenicol
Tetrazyklin
IPTG

Maltose

MgSO4

100,0 pg/ml
34,0 pg/ml
12,5 pg/ml

0,5 mmol/l
0,2 % (w/v)
10,0 mM

Die Antibiotika und Supplemente wurden sterilfiltriert und dem LBo-Medium nach dem
Autoklavieren (bei LBy-Agar direkt vor dem Giellen, wenn dieser auf ca. 55 °C abgekiihlt

war) zugegeben.



II Material und Methoden

18

NZY-Broth

NaCl 5,0
MgSO4 2,0
Bacto Hefeextrakt 5,0
Caseinhydrolysat (enzymatisch) 10,0
ad 1000 ml mit Milli-Q H,O

pH 7.5

NZY-Agar

Dem NZY-Fliissigmedium wurde 1,5% Bacto Agar zugefiigt.

NZY-Weichagarose (Top-Agar)

gQ 0o 0Q 09

Dem NZY-Fliissigmedium wurde 0,7% Agarose zugefiigt.

SOC-Medium

Bacto Hefeextrakt 0,5
Bacto Trypton 2,0
NaCl 10.0
KClI 2,5
MgCl, 10,0
MgSO4 10,0
Glucose 20,0

1.6 Puffer und Losungen

SM-Puffer

NaCl 5,8
MgSO4 2,0
1 M Tris/HCI, pH 7.5 50,0
2% Gelatine 5,0

ad 1000 ml mit Milli-Q H,O

Denaturierungslosung fiir Plaguehybridisierung

NaOH 0,5
NacCl 1,5

Neutralisierungslosung fiir Plaguehybridisierung

Tris/HC1 pH 7.5 1,0
NaCl 1,5

% (W/v)
% (W/v)
mM
mM
mM
mM
mM

ml
ml

=<

<<
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20 x SSC-Puffer

NaCl 3,0
Natriumcitrat 0,3
pH 7.0

Waschpuffer I

2 x SSC

SDS 0,1
Waschpuffer 11

0,5 x SSC

SDS 0,1
Maleinsdurepuffer

Maleinsdure 100,0
NaCl 150,0
pH 7.5

Blockierungslosung

1% Blockingreagenz in Maleinsdurepuffer
Waschpuffer 111

Maleinsdurepuffer mit 0,3% Tween 20
Detektionspuffer

Tris/HCI pH 9.5 100,0
NaCl 100.0
TE-Puffer 10:0,1

Tris/HCI pH 8.0 10,0
EDTA 0,1
TBE-Puffer (10-fach)

Tris 900
Borsaure 900

EDTA pH 8.0 20

<<

% (W/v)

% (W/v)

mM
mM

mM
mM

mM
mM

mM
mM
mM
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Auftragspuffer fur Agarosegele (6-fach)

Saccharose 50,0
Harnstoff 4,0
EDTA 50,0
Bromphenolblau 0,1

Auftragspuffer fiir SDS-PA-Gele (5-fach)

SDS 10% 5,0
DTT 250
Tris/HCI1 pH 6.8 250
Glyzerin 50
Bromphenolblau 0,5

SDS-Gelelektrophorese-Laufpuffer (5-fach)

Tris 125
Glycin 960
SDS 10% 0.5

Proteinstandard fiir SDS-PA-Gele

Protein Mixture 4 (5 mg/ml) 40
Protein Mixture 5 (1 mg/ml) 200
SDS-Auftragspuffer (5-fach) 100

ad 500 pl mit Milli-Q H,O

SDS-PA-Gellosung (12%)

Trenngel:

Rotiphorese Gel 30 6,0
4 x Tris/HCI(1,5 M)SDS(0,4%) pH 8.8 3,75
Milli-Q H,O 5,25
APS (10%) 50
TEMED 10
Sammelgel:

Rotiphorese Gel 30 1,0
4 x Tris/HCI(0,5 M)SDS(0,4%) pH 6.8 2,0
Milli-Q H,O 4,7
APS (10%) 40
TEMED 8

Fixierlosung fur SDS-PA-Gele

Essigsédure (60%) 167
Isopropanol 250
ad 1000 ml mit Milli-Q H,O

% (W/v)

mM
% (W/Vv)

% (V/v)
mM
mM
% (v/v)
% (W/v)

mM
mM
% (V/v)
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Farbelosung fur SDS-PA-Gele

Essigsédure (60%) 167 ml
Serva Blue G 0,5 g
ad 1000 ml mit Milli-Q H,O

Entfarber fir SDS-PA-Gele

Essigsédure (60%) 167 ml
ad 1000 ml mit Milli-Q H,O

Auftragspuffer fiir PA-Harnstoffgeele (3-fach)

Formamid (deionisiert) 98,0 % (v/v)
Bromphenolblau 0,1 % (W/v)
Xylencyanol 0,1 % (w/v)
EDTA pH 8.0 10,0 mM

Stammlosung fir 10%iges PA-Harnstoff-Gel

Rotiphorese Gel 30 333,3 ml
Harnstoff 4200 g
10 x TBE 100 ml

ad 1000 ml mit Milli-Q H,O

Das Gemisch wurde bis zur vollstandigen Losung aller Substanzen unter Riithren erwérmt.
AnschlieBend wurde die Losung mit Hilfe einer Saugflasche iiber Membranfilter (45 pm)
filtriert und gleichzeitig entgast. Sequenzgele und andersprozentige PA-Harnstoff-Gele
enthielten die gleichen Bestandteile. Es erfolgte jeweils eine entsprechende Umrechnung der
Rotiphorese Gel 30 Menge.

5%ige PA-Gellosung fiir Gel-Retardationsexperimente

Rotiphorese Gel 30 83,3 ml
10 x TBE 50,0 ml
ad 500 ml mit Milli-Q H,O

Die Gellosung wurde mit Hilfe einer Saugflasche iiber Membranfilter (45 pum) filtriert und
gleichzeitig entgast.

Auftragspuffer fiir den ABI PRISM™ 373 Plattensequenzierer

Formamid 80 % (v/v)
EDTA (25 mM) ph 8.0 19,9 % (v/v)
Xylencyanol 0,1 % (w/v)
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Puffer fir die Kopplung von Streptavidin-Magnetpartikeln mit 5’-Biotin-markierter DNA

Bindepuffer 1:

Tris/HCl pH 7.5 10 mM
EDTA I mM
NaCl 100 mM
Bindpuffer 2:

Tris/HCI pH 7.5 50 mM
EDTA I mM
NaCl 100 mM
Waschpuffer:

Tris/HCl pH 7.5 10 mM
EDTA I mM
NaCl I M

Transkriptionspuffer (5-fach)

Tris/HCI pH 8.5 100 mM
EDTA 0,5 mM
DTT 15 mM
MgCl, 10 mM
KCl 200 mM

Transkriptionspuffer (5-fach) nach Optimierung

Tris/HCI pH 9.0 100 mM
EDTA I mM
DTT 30 mM
MgCl, 20 mM
KCl 400 mM

Nukleosidtriphosphat-Mix fiir Transkription (25-fach)

ATP 500 puM
CTP 500 puM
GTP 500 puM
UTP 25 uM
[0->P]JUTP 1,5 uCi

Plasmidisolierung (Maxi-Prip)

Saccharose-Losung:
Saccharose 25 % (W/v)
Tris/HCI pH 8.0 50 mM

Lysozym-Losung:
Lysozym 10 mg/ml
Tris/HCI pH 8.0 50 mM
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Detergentien-Losung:

Brij 35 I % (viv)
Natriumdesoxycholat 10 mM
EDTA pH 8.0 65 mM
Tris/HCI pH 8.0 50 mM

Zellaufschluss- und Bindepuffer fur die Ni-NTA-Séule

NaH,PO, x H,O 50 mM
Imidazol 10 mM
NaCl 300 mM
Glyzerin 10 % (v/v)
pH 8.0

Der Zellaufschlusspuffer fiir die Uberpriifung der Expression auf einem SDS-PA-Gel enthielt
zusitzlich 8 M Harnstoff.

Elutionspuffer fiir die Ni-NTA-Siule

NaH2P04 X H20 50 mM
Imidazol 500 mM
NaCl 300 mM
Glyzerin 10 % (v/v)
pH 8.0

Puffer fiir die Superdex-75- und 200-Siulen (TENal Q-Puffer)

EDTA I mM
Tris/HCI pH 7.5 50 mM
NaCl 300 mM
Glyzerin 10 % (v/v)

Puffer fur die Aufreinigung der Methanosarcina mazei Goel RNA-Polymerase

Alle Puffer enthielten als Redoxindikator 0,1% Resazurin. Zur Entfernung des geldsten
Sauerstoffs erfolgte eine Begasung fiir 20 min mit Stickstoff. Spuren von Sauerstoff wurden
durch Zugabe von 5 mM DTT entfernt. Die Reinigung der RNA-Polymerasen wurde bei
Raumtemperatur in einer Anaerobenkammer (Coy Laboratory Products Inc., Michigan, USA)
durchgefiihrt.

Zellaufschlusspuffer (TMKyo(N)-Puffer):

Tris/HCl pH 7.5 50 mM
MgCl, 10 mM
KCl 50 mM

Glyzerin 40 % (v/v)
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DEAE-Cellulose-Saule und Heparin-Sepharose-Saule:

TMK40(N) und TMK 4o(H)
Der Hochsalz-Puffer TMK4(H) enthélt 800 mM KCI.

MonoQ-Séule:

TMKQ()(N) und TMKQ()(H)
Die Puffer enthalten statt 40% Glyzerin nur 20% Glyzerin.

Alle in Verbindung mit der FPLC-Anlage verwendeten Puffer wurden iiber Membranfilter
(0,2 pm) filtriert und anschlieBend entgast.

Puffer fiir die Aufreinigung der Methanococcus thermolithotrophicus RNA-Polymerase

TMKQ()(N)I

Tris/HCI pH 7.5 50 mM
MgCl, 10 mM
KCl 50 mM
Glyzerin 20 % (v/v)

Der Puffer TMK,(H) enthélt 1 M KCI.

Fir den Zellaufschluss wurde TMK;o(N) verwendet. Fir die DEAE-Cellulose-Séule,
Heparin-Sepharose-Sidule und MonoQ-Saule wurden TMK,¢(N) und TMK,o(H) eingesetzt.
Fiir die Superdex-200-Siule wurde TMK,((N) verwendet.

TCA-Test

TP-Mix:

ATP 10,0 mM
UTP 1,0 mM
[0-**PJUTP 0,7 uCi (3000 Ci/mmol)
2 x Salz-Mix:

HEPES pH 7,3 80,0 mM
MgCl, 10,0 mM
KCl 250,0 mM
EDTA 0,2 mM
Fertig-Mix:

TP-Mix fiir TCA-Test 2,0 ml
poly[d(A-T)] (0,25 mg/ml) 2,0 ml
2 x Salz-Mix 10,0 ml
Milli-Q H,O 6,0 ml

TCA-Stopplosung:
NaCl 160 mM
TCA 5,5 % (v/v)
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2 Methoden
2.1 Identifizierung und Sequenzierung des #fb Gens von Methanosarcina mazei
Die Identifizierung des #b Gens von Methanosarcina mazei in der genomischen A-Genbank
von Methanosarcina mazei S-6 wurde analog zu der in meiner Diplomarbeit beschriebenen
Prozedur fiir das thp Gen von Methanosarcina mazei durchgefiihrt (THOMSEN, 1998). Dort
werden auch die Sequenzierung und weitere Methoden geschildert. Abweichend eingesetzte
Oligonukleotide sind in der in dieser Arbeit enthaltenen Tab. 2 der Oligonukleotide
aufgefilhrt. Die folgende Aufzihlung gibt eine Ubersicht der in der Diplomarbeit
beschriebenen Methoden, die in dieser Arbeit Verwendung fanden:

- Kulturbedingungen der Bakterienstimme E. coli XL1-Blue MRF’ und E. coli XLORL

- Gelelektrophoresen: Agarosegele und Sequenzgele

- Herstellung des DNA-Léngenstandards aus dem Plasmid pIC20H (die
Fragmentlidngen entsprechen dem in dieser Arbeit verwendeten Plasmid pIC19H)

- Konzentrationsbestimmung von DNA

- Restriktionshydrolysen

- Phenolisierung und Ethanolfdllung

- Reinigung von DNA iiber Agarosegelelektrophorese
- Ligation von DNA-Fragmenten

- Isolierung von Phagemid- und Plasmid-DNA

- PCR zur Identifizierung des gesuchten Gens in genomischer DNA von
Methanosarcina mazei

- Sequenzierung der Sonden-DNA

- Sondenherstellung

- Hybridisierungen

- Immunologischer Nachweis gebundener Sonde

- PCR-Test von Klonen auf Existenz des Inserts (,,Kolonie-PCR*)
- Plattierung der A-Genbank

- Durchsuchung der A-Genbank nach positiven Klonen

- Préparation von Phagemiden

- Kartierung der Phagemide
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- Sequenzierung der Phagemid-DNA

2.2 Klonierung von Methanosarcina mazei tfb und tfe

Viele Informationen zur Klonierung von #b und tfe von Methanosarcina mazei werden im
Ergebnisteil erwéhnt, weshalb hier nur zusétzliche Details geschildert werden. Fiir die
Klonierung in den Expressionsvektor petl4b wurden die Gene ¢ und ffe von
Methanosarcina mazei mittels PCR amplifiziert (SAIKI et al., 1985; SAIKI et al., 1988).
Dafiir wurde das ,,Expand™ High Fidelity PCR System* (Roche, Mannheim) fiir #/b und
Platinum® Pfx DNA-Polymerase (Gibco™ Invitrogen, Carlsbad, USA) fiir #fe nach Anleitung
der Hersteller verwendet. Die Reaktionen wurden in einem Thermocycler (GenAmp PCR
System 2400, Perkin Elmer) jeweils mit den Oligonukleotiden mmtfbexp-F und mmtfbexp-R
bzw. mmtfe-exp-f und mmtfe-exp-r sowie genomischer Methanosarcina mazei S-6 DNA
durchgefiihrt. Die Sequenzen der Oligonukleotide und die verwendete Annealingtemperatur
werden in der Tab. 2 gezeigt. Der Erfolg der PCR wurde auf einem Agarosegel iiberpriift und
die PCR-Produkte einer weiteren Reaktion mit dem ,,High Pure PCR Product Purification
Kit“ (Roche, Mannheim) gereinigt. Die PCR-Produkte und der Expressionsvektor petl4b
wurden mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und BamHI bei 37 °C iiber Nacht (10 U/ug
DNA) hydrolisiert und anschlieend mittels eines priparativen Agarosegels mit dem ,,DNA
Extraction Kit“ (MBI Fermentas, Wilna, Litauen) gereinigt. Die Ligation erfolgte mit T4
DNA-Ligase jeweils in einem 30 pl Ansatz bei Raumtemperatur iiber Nacht. Anschlieend
wurden die Ligationsansdtze direkt fiir die Transformation verwendet.

Die Transformation von petl4b mit inserierten ¢#f/b Gen erfolgte in E. coli INVOF’ Zellen
(Invitrogen, Carlsbad, USA). Dabei wurde bis auf folgende Abweichungen nach Vorschrift
des Herstellers vorgegangen: Es wurden 125 pl Zellsuspension und 25 pl Ligationsansatz
eingesetzt. Der Hitzeschock wurde fiir 1 min durchgefiihrt und danach fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Dann wurden 900 pl LB-Medium zugegeben. Nach entsprechender Inkubation
wurden hiervon 100 ul direkt ausplattiert und die restlichen 900 pl zur Sedimentation der
Zellen fiir 1 min zentrifugiert. Diese wurden dann in 100 pl LB-Medium aufgenommen und
anschliefend ebenfalls ausplattiert. Auf diese Weise konnte man den gesamten Ansatz auf
zwei Agarplatten mit Ampicillin ausplattieren. Bei der Transformation von petl4b mit
inserierten tfe Gen in E. coli JM109 Zellen wurden gleichermallen verfahren. Einige
gewachsene Einzelkolonien wurden auf eine neue Agarplatte mit Ampicillin tiberimpft und
von dieser Platte dann 5 ml LB-Medium mit Ampicillin mit Einzelkolonien beimpft. Nach
Inkubation iiber Nacht bei 37 °C wurden das Plasmid mit dem ,,High Pure Plasmid Isolation
Kit“ (Roche, Mannheim) fiir #b und dem ,,E.ZN.A.® Plasmid Miniprep Kit“ (Peqlab,
Erlangen) fiir #fe nach Anleitung der Hersteller isoliert und anschlieBend sequenziert. Die
Transformation in E. coli BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL Zellen (Stratagene, La Jolla, USA)
zur Expression des Proteins erfolgte nach Anleitung des Herstellers mit folgenden
Abweichungen: Es wurde 100 pl Zellsuspension eingesetzt und ca. 100 ng Plasmid-DNA. Der
Hitzeschock wurde fiir 45 sec durchgefiihrt und LB-Medium statt SOC-Medium verwendet.
Die Ausplattierung erfolgte wie fiir INVaF’ und JM109 Zellen beschrieben. Das tbp Gen von
Methanosarcina mazei lag schon kloniert vor und war wie im Ergebnisteil kurz geschildert
kloniert worden (NAJI, 2000).
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2.3 Expression und Reinigung von Methanosarcina mazei TFB, TFE und TBP

Zur Expression der Proteine wurden E. coli BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL Zellen
(Stratagene, La Jolla, USA) mit dem Expressionsvektor petl4b, welcher das entsprechende
Gen enthielt, verwendet. Von einer LB-Agarplatte mit Ampicillin und Chloramphenicol
wurde eine FEinzelkolonie in ein Rdhrchen mit 5 ml LB-Medium und diesen beiden
Antibiotika tiberimpft. Die Kultur wurde tiber Nacht bei 37 °C inkubiert und am néchsten Tag
400 ml Erlenmeyerkolben mit LB-Medium, Ampicillin und Chloramphenicol mit je 1 ml der
Ubernachtkultur angeimpft. Nachdem deutliches Wachstum der Kultur nach Inkubation bei
37 °C sichtbar war wurde die optische Dicht der Kultur im Photometer (Beckmann DU 64,
Spectrophotometer) bei einer Wellenldnge von A=600 nm gemessen. Bei einer ODggo von 0,6
erfolgte die Induktion mit IPTG (Menge siche Ergebnisteil). Nach weiterer Inkubation zur
Expression des Proteins (Zeit und Temperatur siche Ergebnisteil) erfolgte die Ernte der Zellen
durch 10miniitige Zentrifugation bei 6000 rpm (Beckmann Zentrifuge, Rotor GS3, 4 °C).

Der Zellaufschluss erfolgte mit einer French-Press-Zelle (French Pressure Cell, American
Instruments Company, Maryland, USA). Die sedimentierten Zellen wurden auf Eis in 10 ml
Zellaufschluss- und Bindepuffer fiir die Ni-NTA-Saule aufgenommen und durch die wéhrend
der French-Press-Zell-Behandlung auftretenden Scherkrifte aufgeschlossen. Die gewonnene
Suspension wurde darauthin sofort fiir 1 h bei 4 °C und 40000 rpm in der Ultrazentrifuge
(Beckmann L-60 ZU, 70Ti-Rotor) zentrifugiert, um die Zelltrimmer zu entfernen. Der
Uberstand (S100) mit den 15slichen Zellproteinen wurde auf Eis gelagert und umgehend
sdulenchromatographisch gereinigt.

Die chromatographische Aufreinigung des Zielproteins erfolgte mit einer FPLC-Anlage
(LKB, Freiburg) in einer Kiihlkammer bei 10 °C. Die FPLC-Anlage enthilt folgende
Komponenten: Liquid Chromatography Controller LCC-501 Plus, Gradientenmischer,
photometrische Durchflusszelle zur Messung des Proteingehalts bei 280 nm,
Leitfahigkeitsmesser, zwei Pumpen LKB p-500, Multifunktionsventile (MV-7 und MV-8),
Fraktionskollektor LKB FRAC 200, peristaltische Pumpe und diverse Sédulen. Die Steuerung
der Anlage erfolgte iiber den Controller, der iiber einen PC mit dem Programm
FPLCdirector™ Vers. 1.03 (OS/2) von Pharmacia programmiert wurde.

Da die zu reinigenden rekombinanten Proteine aufgrund der Verwendung des
Expressionsvektors petl4b einen Hisg-Tag als Fusionsanteil besallen erfolgte die Reinigung
durch Affinititschromatographie mittels einer Ni-NTA-Sdule (Qiagen, Hilden). Mit einer
Flussrate von 0,5 ml pro min wurde die Probe aufgetragen. Zuvor war die Ni-NTA-Sdule mit
Zellaufschluss- und Bindepuffer gespiilt worden. Nach dem Auftrag wurde die Sdule mit
Zellaufschluss- und Bindepuffer solange gespiilt bis keine Elution von nicht spezifisch
gebundenen Protein mehr zu detektieren war. Die Elution des spezifisch gebundenen Proteins
erfolgte mit einer linear gesteigerten Imidazolkonzentration von 10 mM bis 500 mM. Das
eluierte Protein wurde durch den Fraktionskollektor in 0,5 ml Fraktionen gesammelt. Eine
anschlieende Reinigung durch Gelfiltration mit einer Superdex-Sédule (Pharmacia LKB,
Uppsala, Schweden) erfolgte nach Angaben des Herstellers. Es wurde 2 ml Proteinldsung der
Ni-NTA-Sdulen Fraktionen aufgetragen. Die Gelfiltration wurde mit einer konstanten
Flussrate von 0,3 ml/min durchgefiihrt und 2 ml Fraktionen durch den Fraktionskollektor
gesammelt. Die Konzentration des gereinigten Proteins wurde nach BRADFORD (1976)
kolorimetrisch bestimmt. Die Eichkurve wurde mit BSA erstellt. Die Messungen erfolgten in
einem Photometer (Beckmann DU 64, Spectrophotometer)bei einer Wellenldnge von 595 nm.
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Die Expression und Reinigung von Methanosarcina mazei TBP erfolgte wie von NAJI (2000)
beschrieben.

2.4 Sequenzanalyse, Datenbankrecherche, Sequenzvergleiche und Erstellung der
phylogenetischen Stammbéiume

Es wurden die verschiedenen Programme des Programmpakets HUSAR 5.0 (Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg) verwendet, welches auf dem GCG Programmpaket
(Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin, USA) basiert. Zur Erstellung der
phylogenetischen Stammbdume wurden die verschiedenen Datenbanken durchsucht und die
erhaltenen Sequenzen folgender Organismen verwendet (in Klammern sind die Accession
Numbers angegeben):

TBP

Methanosarcina mazeii (aj243798), Methanococcus thermolithotrophicus (aj271331),
Methanobacterium thermoautotrophicum (027664), Methanococcus jannaschii (q57930),
Pyrococcus furiosus (q57050), Pyrococcus kodakaraensis (q52366), Pyrococcus horikoshii
(058737), Archaeoglobus fulgidus (029874), Aeropyrum pernix (qQ9yatl), Sulfolobus shibatae
(q55031), Sulfolobus acidocaldarius (q53648), Halobacterium salinarum (q48325),
Drosophila melanogaster (p20227), Caenorhabditis elegans (p32085), Homo sapiens
(p20226), Saccharomyces cerevisiae (p13393), Arabidopsis thaliana (p28147), Glycine max
(q42808), Acanthamoeba castellanii (p26354), Tetrahymena thermophila (q27850),
Pneumocystis carinii (q12652), Plasmodium falciparum (p32086), Dictyostelium discoideum
(p26355), Acetabularia cliftonii (p46272)

TFB/TFIIB

Methanosarcina mazeii (aj243755), Methanococcus thermolithotrophicus (aj271467),
Archaeoglobus  fulgidus (028970), Methanobacterium thermoautotrophicum (026971),
Pyrococcus furiosus (q51731), Methanococcus jannaschii (q58192), Aeropyrum pernix
(q9y942), Sulfolobus shibatae (p50387), Halobacterium volcanii (q9yga5), Pyrococcus
horikoshii (059151), Drosophila melanogaster (p29052), Homo sapiens (q00403), Xenopus
laevis (p29054), Saccharomyces cerevisiae (p29055), Arabidopsis thaliana (p48512),
Caenorhabditis elegans (q20429), Glycine max (t06440)

Mit dem Programm CLUSTAL wurde ein ,,Alignment* der vollstindigen TBP Sequenzen
erstellt und ein zweites ,,Alignment™ ohne die variable N-terminale Region der eukaryellen
Molekiile durchgefiihrt, da die archaeellen Proteine diesen Bereich nicht enthalten. Fiir das
»Alignment™ der TFB/TFIIB Sequenzen wurden von Caenorhabditis elegans nur die ersten
300 Aminosduren verwendet, da dieses Molekiil einen grolen C-terminalen Bereich enthilt,
der bei keinem anderen Homolog vorkommt. Die Sequenz des Inteins in der TFB Sequenz
von Methanococcus jannaschii wurde ebenfalls nicht verwendet. Diese Dateien wurden dann
zur Berechnung der ,,Distance Matrices* mit dem Programm EPRODIST verwendet, und das
Ergebnis dieser Berechnung diente wiederum zur Konstruktion der phylogenetischen
Stammbidume mit dem Programm EFITCH. Die Darstellung der phylogenetischen
Stammbéume erfolgte mit dem Programm TREEVIEW.
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2.5 In vitro Transkription im Methanococcus thermolithotrophicus System zum Nachweis
der funktionellen Aktivitit der rekombinanten Methanosarcina mazei
Transkriptionsfaktoren TBP und TFB

Die in vitro Transkription wurde im zellfreien Methanococcus thermolithotrophicus
Transkriptionssystem (FREY et al., 1990; HAUSNER & THOMM, 1993) durchgefiihrt. Als
Matrize diente linearisiertes Plasmid pIC31/2, welches die Region von Position — 58 bis + 131
des tRNA" Gens von Methanococcus vannielii enthilt (HAUSNER et al., 1991). Die
Plasmid-DNA war durch CsCl-Dichtegradientenzentrifugation gereinigt worden. Das Plasmid
wurde mit der Restriktionsendonuklease Sful hydrolisiert, was zu einem 89 nt ,run-off™
Transkript fiihrt. AnschlieBend wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion zur Entfernung der
Restriktionsendonuklease durchgefiihrt und die DNA durch Ethanolfdllung konzentriert.

Ein 25 pl Transkriptionsansatz enthielt 250 ng linearisierte Plasmid-DNA, 500 ng gereinigte
RNA-Polymerase von Methanococcus thermolithotrophicus, 20 uyM ATP/CTP/GTP, 2 uM
UTP und 1,5 pCi [o-"*PJUTP (3000Ci/mmol) in Transkriptionspuffer (20 mM Tris/HCI pH
8.5, 2 mM MgCl,, 0. mM EDTA, 3 mM DTT, 40 mM KCIl), Die rekombinanten
Transkriptionsfaktoren TBP (99 ng) und TFB (75 ng) von Methanococcus
thermolithotrophicus bzw. TBP (97 ng) und TFB (45 ng) von Methanosarcina mazei waren,
wie in der Abb. 11 angegeben, enthalten. Die Ansdtze wurden ohne
Ribonukleosidtriphosphate fiir 1 h bei Raumtemperatur vorinkubiert und nach
Komplettierung fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
Auftragspufter fiir PA-Harnstoffgele gestoppt und die Ansédtze fiir 3 min bei 85°C inkubiert.

Die Analyse der Transkripte erfolgte durch Auftrennung in einem 15%igen PA-Harnstoffgel.
Das Gel hatte eine Grofle von 13 cm x 16 cm und eine Dicke von 1 mm. 25 ml der PA-
Harnstoff-Gellosung wurden mit 12 ul TEMED und 300 pl APS (10%) versetzt und zwischen
die gesduberten Glasplatten gegossen. Das Gel polymerisierte mindestens 1,5 h, bevor es in
die Gelanlage eingebaut wurde. Als Laufpuffer diente 1 x TBE. Nachdem die Taschen gespiilt
waren wurden die Proben aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fiir 15 min bei 15 mA und
anschlieBend bei 25 mA. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das in Frischhaltefolie
eingewickelte Gel in eine Filmkassette gelegt und ein Rontgenfilm (Kodak X-OMAT AR, 13
x 18) aufgelegt. Der Film wurde bei —70 °C exponiert und dann entwickelt. Die Behandlung
der Ansédtze nach der Reaktion und die RNA-Gelelektrophorese wurde bei allen folgenden in
vitro Transkriptionsexperimenten analog durchgefiihrt.

2.6 Reinigung der RNA-Polymerasen von Methanosarcina mazei und Methanococcus
thermolithotrophicus

Die RNA-Polymerase von Methanosarcina mazei Goel wurde wie von NAJI (2000)
beschrieben gereinigt. Es wurde jedoch nur bis zur MonoQ-Sédule gereinigt. Die
abschlieBende Gelfiltration wurde nicht durchgefiihrt.

Die Reinigung der RNA-Polymerase von Methanococcus thermolithotrophicus erfolgte wie
von FREY et al. (1990) und HAUSNER & THOMM (1993) beschrieben.
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2.7 Konstruktion der Plasmid-Matrizen

Der Promotor und der Anfang der Gene grpE, dnaK und dnaJ von Methanosarcina mazei
wurde in den Vektor pUC19 kloniert um als Matrize fiir in vitro Transkriptionen zu diesen.
Zunéchst wurde der jeweilige DNA-Abschnitt mittels PCR amplifiziert. Dafiir wurde die Pwo
DNA-Polymerase (Peqlab, Erlangen), genomische DNA von Methanosarcina mazei S-6 und
die Oligonukleotide grpe-f und grpe-r, dnak-fl und dnak-r, dnak-f2 und dnak-r bzw. dnaj-f
und dnaj-r verwendet. Die Sequenzen der Oligonukleotide und die jeweilige
Annealingtemperatur werden in Tab. 2 gezeigt. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden tiber
ein priparatives Agarosegel mit dem ,,DNA Extraction Kit*“ (MBI Fermentas, Wilna, Litauen)
gereinigt und anschlieBend mit T4 DNA-Ligase in den mit der Restriktionsendonuklease
Smal hydrolisierten Vektor pUCI19 ligiert. Die Ligationsansitze wurden dann zur
Transformation in E. coli INVaF’ verwendet. Dabei fanden die bei der Klonierung von /b
und ffe beschriebenen Abweichungen vom Protokoll des Herstellers ebenfalls Anwendung.
Einige gewachsene Kolonien wurden dann jeweils mittels ,,Kolonie-PCR*“ mit den
Oligonukleotiden M13 FU und M13 RU (Tab 2.) auf Vorhandensein des Inserts {iberpriift und
von positiven Kolonien nach Isolierung des Plasmids mit dem ,,E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep
Kit*“ (Peqlab, Erlangen) dieses sequenziert. Von mutationsfreien Klonen wurde das Plasmid
dann im  prdparativen MaBstab gewonnen und anschlieBend lber CsClI-
Dichtegradientenzentrifugation nach SAMBROCK (1989) in leicht modifizierter Form
(HETHKE, 1993) gereinigt. Auf diese Weise stand das grpE Gen von Position — 173 bis +
129, das dnaK Gen von Position — 280 bis + 169 und von Position — 51 bis + 169 sowie das
dnaJ Gen von Position — 71 bis + 152 jeweils in pUC19 kloniert als Matrize fiir in vitro
Transkriptionen zur Verfiigung.

2.8 In vitro Transkription der Hitzeschockgene grpE, dnaK und dnaJ

Als Matrizen dienten die in der Tab. 4 aufgefiihrten Plasmide. In der Tab. 4 ist auch
angegeben, mit welchen Restriktionsendonukleasen die Plasmide jeweils hydrolisiert wurden
und die daraus resultierende Lénge des ,run-off Transkripts. Nach der Linearisierung
wurden die Plasmide einer Phenol-Chloroform-Extraktion mit anschlieBender Ethanolfdllung
unterzogen. Die in vitro Transkription wurde mit den optimierten Bedingungen fiir die
Transkription  mit  Methanococcus  thermolithotrophicus ~ RNA-Polymerase  und
Methanosarcina mazei TBP und TFB durchgefiihrt. Es wurde jeweils 8 pl der Ansétze auf
einem 10%igen PA-Harnstoffgel aufgetrennt.

2.9 Affinititsreinigung von Proteinen mit immobilisierter DNA

Die benétigte DNA wurde mittels PCR hergestellt. Es wurde das Plasmid pUC19 mit dem
inserierten Methanosarcina mazei grpE Gen von Position — 173 bis + 129 als Matrize
verwendet sowie die Oligonukleotide grpe-f und bio-grpe-r. Fiir die Kontroll-DNA wurde das
Plasmid pUC19 ohne Insert als Matrize sowie die Oligonukleotide pUC19-f und bio-pUC19-r
in der PCR eingesetzt. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mit dem ,,High Pure PCR
Product Purification Kit“ (Roche, Mannheim) gereinigt. Die mit ,bio*“ bezeichneten
Oligonukleotide sind am 5’-Ende mit Biotin markiert. Dadurch ist eine Kopplung der PCR-
Produkte an Streptavidin-Magnetpartikel moglich. Das Prinzip beruht auf einer starken
Bindung zwischen Biotin und Streptavidin. Die Kopplung erfolgte nach dem Protokoll des
Herstellers der Streptavidin-Magnetpartikel (Roche, Mannheim). Die vor und nach der
Kopplung entnommenen Proben der Ansdtze wurden auf einem Agarosegel iiberpriift. Es
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sollte noch eine geringe Menge PCR-Produkt nach der Kopplung im Uberstand sein, um von
einer vollstindigen Sittigung der Magnetpartikel ausgehen zu konnen. Die Magnetpartikel
mit der gebundenen DNA wurden abschlieBend pelletiert und in TE 10:0,1 aufgenommen.
Die Lagerung erfolgte dunkel bei 4 °C. Die Bindungsexperimente erfolgten wie im
Ergebnisteil beschrieben.

2.10 Primer Extension zur Bestimmung des Startnukleotids der Transkription

Die Bestimmung des Startnukleotids der in vitro Transkription des grpE Gens von
Methanosarcina mazei erfolgte durch die Primer Extension Methode (LANE et al., 1985).
Dabei wird ein mit [y-"“PJATP radioaktiv markiertes komplementires Oligonukleotid an die
zu analysierende RNA hybridisiert und anschlieBend mit Reverser-Transkriptase verlédngert.
Die Verldngerung der cDNA endet am 5’-Ende des vorher in vitro erzeugten Transkripts.
Durch Vergleich eines Sequenzstandards mit der Lénge des synthetisierten Reverse-
Transkriptase-Produkts kann das Startnukleotid des Transkripts ermittelt werden, da der
Anfang der cDNA durch das gewdhlte Oligonukleotid bekannt ist.

Zur Bestimmung des Startnukleotids der in vitro Transkription des grpE Gens von
Methanosarcina mazei wurde das radioaktiv markierte Oligonukleotid grpe-r verwendet.
Dieses war komplementér zu den Nukleotiden + 108 bis + 129 des Transkripts. Das grpE
Transkript wurde durch in vitro Transkription ohne Zusatz von radioaktivem [o-">PJUTP
synthetisiert (ATP, CTP, GTP, UTP; je 0,5 mM). Der Transkriptionsansatz wurde einer
Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen und nach Zugabe von 5 x 10° cpm radioaktiv
markiertem Oligonukleotid eine Ethanol-Féllung durchgefiihrt. Das Prazipitat wurde in 10 pl
5 x Hybridisierungspuffer (50 mM Tris/HC1 pH 7.5, 200 mM KCI, 2,5 mM EDTA)
resuspendiert und 3 min bei 85 °C denaturiert. Zur Hybridisierung des Oligonukleotids an die
RNA wurde 10 min bei 55 °C inkubiert. Der Ansatz wurde dann fiir 1 min bei 37 °C inkubiert
und anschlieBend 3,6 pl des auf 37 °C temperierten Reverse-Transkriptase-Mixes zum Start
der Primer Extension Reaktion zugegeben. Der Reverse-Transkriptase-Mix enthielt 1,0 pl
dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP; je 2,5 mM), 1,0 ul Actinomycin D (680 ng/pl), 1,2
ul 10 x AMV Reaktionspuffer (500 mM Tris/HCI pH 7.5, 100 mM MgCl,, 10 mM DTT), 0,2
ul AMV-Reverse-Transkriptase (5 U/ul) und 0,2 pl Milli-Q H,O. Actinomycin D interkaliert
in doppelstrangige Nukleinsdure und bindet auBerdem an die groB3e Furche der DNA, damit
kann diese nicht mehr als Matrize fungieren. Es bindet aber nicht an einzelstringige RNA,
womit die reverse Transkription nicht behindert wird (SAMBROOK et al.,1989). Das im
Ansatz vorhandene Actinomycin D unterdriickt also die Bildung zusitzlicher unerwiinschter
Produkte bei der Primer Extension Reaktion. Die Inkubation der Primer Extension Reaktion
erfolgte fiir 30 min bei 37 °C. Nach Zugabe von 14 pl NaAc (0,6 M) und 80 ul 96%igem
Ethanol (-20 °C) wurde die Nukleinsdure gefillt. Nach erneuter Fillung mit 100 pul 70%igem
Ethanol (-20 °C) wurde das Prizipitat in 5 pl Auftragspuffer fiir PA-Harnstoffgele
resuspendiert und 3 min bei 90 °C denaturiert. Der Ansatz wurde auf einem 6%igen PA-
Harnstoff-Sequenzgel zusammen mit dem Sequenzstandard, der mit dem gleichen
Oligonukleotid erzeugt wurde, elektrophoretisch aufgetrennt.

2.11 5>-Markierung von DNA mit radioaktivem [7-32P]ATP

Fiir die Primer Extension Reaktion und den Sequenzstandard wurde ein am 5’—-Ende mit [7}-
2PJATP markiertes Oligonukleotid benétigt. Ein Markierungsansatz enthielt 2,0 pl
Oligonukleotid (10 pmol/ul), 2,0 ul 10 x PNK-Reaktionspuffer A, 2,0 ul T4 Polynukleotid-
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Kinase (10 U/ul), 35 pCi [y-*P]JATP auf ein Volumen von 20,0 pl aufgefiillt mit Milli-Q
H,0. Die T4 Polynukleotid-Kinase katalysiert den Transfer des y-Phosphats von [7-32P]ATP
auf die 5’-OH-Gruppe des Oligonukleotids. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 37 °C und
anschlieend fiir 3 min bei 95 °C inkubiert. Zur Reinigung der Oligonukleotide von den
restlichen Bestandteilen des Markierungsansatzes wurde das ,,Qiaquick Nucleotide Removal
Kit*“ (Qiagen, Hilden) verwendet. Die Reinigung wurde nach Anleitung des vom Hersteller
mitgelieferten Protokolls durchgefiihrt. Die Aufnahme der Probe erfolgte in 50 pl H,O. Ein
Aliquot von 1 pl der Probe wurde im Szintillationszéhler (WinSpectral™ 1414 Liquid
Scintillation Counter, Perkin Elmer Wallac GmbH) zur Bestimmung der inkorporierten
Radioaktivitit gemessen. Die Markierung der PCR-Produkte (jeweils 500 ng) fiir die Gel-
Retardationsexperimente erfolgte analog zu der hier beschriebenen Prozedur.

2.12 Sequenzier-Reaktionen zur Erstellung eines Sequenzstandards

Zur Bestimmung des Startnukleotids der Transkription wurde ein Sequenzstandard benétigt.
Dieser ermoglicht die Ermittlung der Lénge der cDNA und damit die Bestimmung des
Startnukleotids. Die Sequenzier-Reaktionen wurden mit dem ,,CycleReader™ DNA
Sequencing Kit“ (MBI Fermentas, Wilna, Litauen) nach Anleitung des vom Hersteller
mitgelieferten Protokolls durchgefiihrt. Das Prinzip dieser Sequenzierung beruht auf der
Methode der Cycle-Sequenzierung (INNIS et al., 1988; MURRAY, 1989). Die
Kettenabbriiche erfolgen wie bei der Sequenzierung nach SANGER et al. (1977) durch den
Einbau von Didesoxynukleotiden, die in einem bestimmten Verhiltnis neben
Desoxynukleotiden in den Ansétzen vorliegen. Analog zur PCR-Technik werden zyklische
Wiederholungen von DNA-Denaturierung, Oligonukleotidhybridisierung und
Elongationsphase mit der eigentlichen Sequenzier-Reaktion durchgefiihrt. Es sind nur geringe
Mengen Matrize pro Reaktionsansatz erforderlich, weil ein DNA-Molekiil bei jedem Zyklus
wieder als Matrize fungieren kann.

Die Sequenzier-Reaktions-Mischung (Master-Mix) enthielt 2,0 pl mit [y-*PJATP radioaktiv
markierte Sequenzieroligonukleotide (2,8 x 10° cpm/pul), 5,0 ul 10 x Sequenzierpuffer, 1,5 pl
Reader™ Tag-DNA-Polymerase (2 U/ul), 13,4 pl Plasmid-DNA (pUCI19 mit grpE Insert;
37,2 ng/ul) auf ein Volumen von 37,5 pl aufgefiillt mit Milli-Q H,O. Als
Sequenzieroligonukleotid diente das auch fiir die Primer Extension Reaktion verwendete
Oligonukleotid grpe-r. Zu den vorgelegten je 2,5 ul der vier verschiedenen Terminations-
Mixe wurden jeweils 7,5 ul des Master-Mixes gegeben. Die vier verschiedenen Terminations-
Mixe enthalten jeweils ein anderes der vier verschiedenen ddNTPs (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP). Die Sequenzier-Reaktionen wurden im GenAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer,
Cetus, Norwalk, USA) durchgefiihrt. Durch Zugabe von je 5,0 ul Auftragspuffer fiir PA-
Harnstoffgele wurde die Reaktion gestoppt. Die Analyse von je 2,0 ul der 3 min bei 95 °C
denaturierten Sequenzier-Reaktionen erfolgte zusammen mit den Primer Extension
Reaktionen auf einem 6%igen PA-Harnstoff-Sequenzgel.

2.13 In vitro Transkription mit TFE

Als Matrize diente linearisiertes Plasmid pUC19, in welches das Methanosarcina mazei grpE
Gen von Position — 173 bis + 129 inseriert worden war. Die Plasmid-DNA war durch CsCI-
Dichtegradientenzentrifugation gereinigt. Das Plasmid wurde mit der
Restriktionsendonuklease Hincll hydrolisiert und anschlieBend einer Phenol-Chloroform-
Extraktion und Ethanolfdllung unterzogen. Es wird ein ,,run-off“ Transkript von 146 nt
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erwartet. Die in vitro Transkription wurde mit den optimierten Bedingungen fiir
Methanococcus thermolithotrophicus RNA-Polymerase und Methanosarcina mazei TBP und
TFB durchgefiihrt. Die eingesetzten TFE Mengen werden im Ergebnisteil erwihnt, ebenso die
abweichenden TBP Mengen bei dem Versuch mit suboptimalen Mengen dieses Proteins. Es
wurde jeweils 8 pl auf ein 10%iges PA-Harnstoffgel aufgetragen.

2.14 Test auf RNAse Aktivitit der AmtR Charge und Gel-Retardation von RNA

Die gemachten Angaben beziehen sich auf den Versuch III.12.1. Als Matrize fiir die in vitro
Transkription diente linearisiertes Plasmid pUCI19, in welches das grpE Gen von
Methanosarcina mazei von Position — 173 bis + 129 inseriert worden war. Die Plasmid-DNA
war durch CsCl-Dichtegradientenzentrifugation gereinigt. Das Plasmid wurde mit der
Restriktionsendonuklease Hincll, fiir die nur eine Schnittstelle vorhanden ist, hinter dem
Insert geschnitten, was zu einem 146 nt run-off Transkript fiihrt. Das linearisierte Plasmid
wurde anschlieBend einer Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanol-Fillung unterzogen.

Der 175 pl in vitro Transkriptionsansatz enthielt 16,0 ng/ul gereinigte DNA-abhingige RNA-
Polymerase aus Methanococcus  thermolithotrophicus, 5,0 ng/ul rekombinantes
Methanosarcina mazei TBP, 3,4 ng/ul rekombinantes Methanosarcina mazei TFB und 6,0
ng/ul Plasmid-DNA in Transkriptionspuffer (20 mM Tris/HCI pH 9.0, 4 mM MgCl,, 80 mM
KCl, 6 mM DTT, 0,2 mM EDTA). Zum Start der Reaktion wurde der Ansatz mit 20 uM
ATP/CTP/GTP, 1 uM UTP und 10,5 pCi [o-"*PJUTP (3000 Ci/mmol) komplettiert und 30
min bei 37 °C inkubiert. Die Mengen entsprechen einem 7-fachen Standard 25 pl Ansatz. Es
wurden also die optimierten Bedingungen fiir Methanococcus thermolithotrophicus RNA-
Polymerase und Methanosarcina mazei TBP und TFB verwendet.

Von dem Transkriptionsansatz wurde nach der Reaktion ein Aliquot abgenommen. Der Rest
des Transkriptionsansatzes wurde einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen um die
vorhandenen Proteine zu entfernen. Dies verhindert eine erneute Bildung von Transkripten
bei der nachfolgenden Inkubation mit AmtR. AnschlieBend wurde der Ansatz einer Ethanol-
Féllung unterzogen und das Prizipitat wieder im Ausgangsvolumen Transkriptionspuffer
aufgenommen. Hiervon wurde ebenfalls ein Aliquot abgenommen.

Von dem restlichen Ansatz wurden zwei Aliquots mit je 50 ul gebildet. Zu einem Aliquot
wurden 2,0 ul rekombinantes AmtR (9,8 mg/ml), entspricht 377 ng/ul im Ansatz, und zum
anderen Aliquot 2,0 pl 20 mM Tris/HCI pH 8.0, der Puffer in dem AmtR vorliegt, gegeben.
Diese beiden Ansdtze wurden dann fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden beide
Ansitze geteilt. Jeweils eine Hélfte der geteilten Ansdtze wurde direkt fiir den Auftrag
verwendet. Mit der jeweils anderen Hélfte der geteilten Ansédtze wurde vor dem Auftrag eine
Phenolextraktion durchgefiihrt.

Alle Ansétze und abgenommenen Aliquots enthielten das gleiche Volumen (25ul) bzw. vor
den Teilungen ein Vielfaches davon. Die abgenommenen Aliquots wurden bis zum Auftrag
auf Eis gelagert. Alle Ansidtze wurden vor dem Auftrag auf das Gel mit Auftragspuffer fiir
PA-Harnstoffgele versetzt und 3 min bei 85 °C inkubiert. Es wurde dann jeweils 8 pl auf
einem 10%igen PA-Harnstoffgel elektrophoretisch aufgetrennt.
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2.15 In vitro Transkription mit AmtR

Die gemachten Angaben beziehen sich auf den Versuch II1.12.2. Als Matrize fiir die in vitro
Transkription diente zum einen linearisiertes Plasmid pIC31/2, welches den Promotor und das
tRNA"” Gen von Methanococcus vannielii trigt. Das Plasmid wurde mit der
Restriktionsendonuklease Sful, fiir die nur eine Schnittstelle vorhanden war, im Bereich des
tRNA"“ Gens geschnitten, was zu einem run-off Transkript von 89 nt fiihrt. Als Matrize fiir
die in vitro Transkription des grpE Gens von Methanosarcina mazei diente linearisiertes
Plasmid pUC19, in welches der Promotor und der Anfang des grpE Gens inseriert worden
war. Eine Restriktionshydrolyse mit der Restriktionsendonuklease Hincll, fiir die nur eine
Schnittstelle hinter dem Insert vorhanden ist, fithrt zu einem ,,run-off* Transkript von 146 nt.
Beide Plasmide waren vor der Linearisierung durch eine CsCl-Dichtegradientenzentrifugation
gereinigt worden. Nach der Linearisierung erfolgte jeweils eine Phenol-Chloroform-
Extraktion und Ethanol-Fillung. Fiir die in vitro Transkription des g/nK Gens von
Methanosarcina mazei diente ein PCR-Produkt als Matrize. Das PCR-Produkt wurde mit den
Oligonukleotiden amtRbindF und T3 (komplementdr zur Vektorsequenz) sowie dem Plasmid
pRS216 als Matrize erstellt. Das Plasmid pRS216 ist ein pBluescript SK Plasmid (Stratagene,
La Jolla, USA) mit einem 625 bp langen Insert, welches in die EcoRV Schnittstelle eingefiigt
wurde. Das Insert enthélt die ersten 55 bp des g/nK Gens von Methanosarcina mazei und 570
bp des Bereichs stromaufwirts des Gens. Eine in vitro Transkription mit diesem PCR-Produkt
ergibt ein Transkript von 149 nt (55 nt Insert + 94 nt Vektor). Zur Reinigung des PCR-
Produkts wurde der Reaktionsansatz auf ein Agarosegel aufgetragen und das PCR-Produkt
aus dem Gel eluiert. Da das PCR-Produkt kiirzer als die als Matrize benutzen Plasmide ist
wurde weniger in den in vitro Transkriptionsansidtzen eingesetzt. Es erfolgte eine
Umrechnung, so dass jeweils die gleiche Anzahl Molekiile, und damit Promotoren, eingesetzt
wurden.

Fiir die in vitro Transkription wurden die optimierten Bedingungen fiir Methanococcus
thermolithotrophicus RNA-Polymerase und Methanosarcina mazei TBP und TFB verwendet.
Die jeweils 25 pl groflen in vitro Transkriptionsansdtze enthielten also 400 ng gereinigter
DNA-abhingiger RNA-Polymerase aus Methanococcus thermolithotrophicus, 125 ng
rekombinantes Methanosarcina mazei TBP, 85 ng rekombinantes Methanosarcina mazei TFB
und 150 ng Plasmid-DNA (pIC31/2 mit tRNA"* und pUC19 mit grpE) bzw. 36 ng PCR-
Produkt (g/nK) in Transkriptionspuffer (20 mM Tris/HCI pH 9.0, 4 mM MgCl,, 80 mM KCl,
6 mM DTT, 0,2 mM EDTA). AuBlerdem war 0 ng, 1500 ng, 3000 ng oder 4500 ng
rekombinantes Methanosarcina mazei AmtR im Ansatz vorhanden und in den anderen
Ansitzen jeweils ein Pufferausgleich vorgenommen worden. Das molare Verhiltnis von DNA
zu AmtR betrigt bei 1500 ng AmtR 1:883, bei 3000 ng AmtR 1:1766 und bei 4500 ng AmtR
1:2649. AmtR wurde mit der jeweiligen DNA vor der Zugabe der Proteine des
Transkriptionsapparates 5 min bei Raumtemperatur vorinkubiert, damit AmtR an die DNA
binden kann, falls es als Repressor durch DNA-Bindung fungiert. Zum Start der Reaktion
wurden die Ansitze mit 20 pM ATP/CTP/GTP, 1 pM UTP und 1,5 uCi [o->*P]JUTP (3000
Ci/mmol) komplettiert. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C fiir 30 min. Anschlieend wurden
die Ansitze einer Phenolextraktion unterzogen, um die Proteine zu entfernen. Dann wurde
jeweils Auftragspuffer fiir PA-Harnstoffgele hinzugefiigt und fiir 3 min bei 85 °C inkubiert.
Es wurde jeweils 8 pl auf einem 10%igen PA-Harnstoffgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Auswertung des Experiments erfolgte durch Autoradiographie und mit Hilfe eines
Phosphorlmagers (FLA-5000, Fujifilm) sowie dazugehoriger Software (Aida Image Analyzer,
Raytest). Die Werte der relativen Transkriptionsaktivitit stellen die Mittelwerte aus den Daten
zweier unabhingiger Experimente dar.
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2.16 In vitro Transkription des g/inK Gens mit AmtR nach verschiedenen
Vorinkubationen

Die gemachten Angaben beziehen sich auf den Versuch 111.12.3. Als Matrize diente das zuvor
(IL2.15) beschriebene g/inK PCR-Produkt. Fiir die in vitro Transkription wurden die
optimierten Bedingungen fiir Methanococcus thermolithotrophicus RNA-Polymerase und
Methanosarcina mazei TBP und TFB verwendet, die zuvor (I1.2.15) noch einmal detailliert
aufgefiihrt wurden.

Es wurden verschiedene Vorinkubationen durchgefiihrt, um zu beobachten, ob die
Reihenfolge der Zugabe der einzelnen Komponenten einen Effekt auf die relative
Transkriptionsaktivitit in Abhingigkeit von der AmtR Zugabe hat. Zunichst wurde in alle
Reaktionsgefile DNA und Transkriptionspuffer gegeben. In die Ansdtze von Spur 9 — 12
wurde auch TBP und TFB gegeben. Dann wurden alle Ansétze fiir 10 min bei 37 °C
inkubiert, auch die Ansdtze, die bisher nur DNA und Transkriptionspuffer enthielten.
Darauthin wurde zu den Ansédtzen von Spur 1 — 4 die jeweilige Menge AmtR und zu den
Ansitzen von Spur 5 — 8 TBP, TFB und RNA-Polymerase gegeben. Dies wurde durchgefiihrt,
um zu beobachten, ob eine Vorinkubation mit AmtR den Hemmeffekt verstirkt bzw. eine
Vorinkubation mit TBP, TFB und RNA-Polymerase den Hemmeffekt verringert. Zu den
Ansétzen von Spur 9 — 12, die schon TBP und TFB enthielten wurde die jeweilige Menge
AmtR hinzugefiigt. Dies wurde durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob AmtR die Anlagerung
der RNA-Polymerase, und damit die vollstindige Ausbildung des Préinitiationskomplexes,
verhindert. Es folgte eine weitere Inkubation fiir 10 min bei 37 °C mit allen Ansétzen. Dann
wurden die Ansdtze mit den jeweiligen bisher noch nicht zugefiigten Proteinen erginzt.

Zum Start der Reaktion wurden die Ansdtze mit 20 uM ATP/CTP/GTP, 1 uM UTP und 1,5
nCi [oc-32P]UTP (3000 Ci/mmol) komplettiert. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C fiir 30 min.
AnschlieBend wurden die Ansétze einer Phenolextraktion unterzogen, um die Proteine zu
entfernen. Dann wurde jeweils Auftragspuffer fiir PA-Harnstoffgele hinzugefiigt und fiir 3
min bei 85 °C inkubiert. Es wurde jeweils 8 ul auf einem 10%igen PA-Harnstoffgel
elektrophoretisch  aufgetrennt. Die Auswertung des Experiments erfolgte durch
Autoradiographie und mit Hilfe eines Phosphorlmagers (FLA-5000, Fujifilm) sowie
dazugehoriger Software (Aida Image Analyzer, Raytest).

2.17 Gel-Retardation mit unterschiedlichen AmtR Mengen

Die gemachten Angaben beziehen sich auf den Versuch III.12.4. Es wurde ein 623 bp langes
PCR-Produkt hergestellt, dass die Region von Position — 570 bis + 53 des g/nK Gens von
Methanosarcina mazei enthilt. Fiir die PCR-Reaktion wurden die Oligonukleotide amtRbindF
und amtRbindR (Tab. 2) sowie das Plasmid pRS216 als Matrize eingesetzt. Zur Reinigung
des PCR-Produkts wurde der Reaktionsansatz auf ein Agarosegel aufgetragen und das PCR-
Produkt aus dem Gel eluiert, anschlieend erfolgte eine Ethanol-Fillung. Die DNA wurde
dann mit T4 Polynukleotid-Kinase an den 5°-Enden mit [y-*P]JATP radioaktiv markiert und
mit dem ,,Qiaquick Nucleotide Removal Kit* (Qiagen, Hilden) die restlichen Bestandteile des
Markierungsansatzes wieder von der DNA getrennt. Eine detaillierte Beschreibung der
radioaktiven Markierung des PCR-Produkts wird unter I1.2.11 gegeben.
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Ein 20 pl Bindungsansatz enthielt:

- 1 pl markierte DNA (ca. 1 - 10 ng/ul; ca. 80 ips (Impulse pro Sekunde))

- 1 pgpoly [d (I-C)] DNA

- 6 ugBSA

- 5% PEG 8000

- 20 mM Tris/HCI pH 9.0, 4 mM MgCl,, 80 mM KCI, 6 mM DTT und 0,2 mM EDTA
(Transkriptionspuffer)

- 1740 ng rekombinantes Methanosarcina mazei TBP und 224 ng rekombinantes
Methanosarcina mazei TFB wie liber den Spuren angegeben

- rekombinantes Methanosarcina mazei AmtR in den Mengen wie iiber den Spuren
angegeben

- in den Ansétzen ohne TBP und TFB bzw. bei den verschiedenen AmtR Mengen wurde
jeweils ein Pufferausgleich vorgenommen und die Ansdtze mit Milli-Q H,O auf 20 pl
aufgefiillt

Die Bindungsansitze wurden 30 min bei 37°C inkubiert und die gesamten Ansitze ziigig
ohne Auftragspuffer auf ein vorbereitetes 5%iges natives PA-Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte fiir 15 min bei 10 mA und danach fiir ca. 2,5 h bei 15 mA mit 1 x
TBE als Laufpuffer. Ansonsten wurde wie bei der RNA-Gelelektrophorese vorgegangen. Die
Auswertung erfolgte durch Autoradiographie.

2.18 Gel-Retardation mit AmtR nach verschiedenen Vorinkubationen

Die gemachten Angaben beziehen sich auf den Versuch II1.12.5. Die Versuchsdurchfiihrung
erfolgte analog zu dem zuvor (I1.2.17) beschriebenem Gel-Retardationsexperiment bis auf
folgende Abweichungen:

Es wurde 2000 ng rekombinantes Methanosarcina mazei AmtR eingesetzt wie iliber den
Spuren angegeben.

Beim Ansatz von Spur 5 wurde die DNA mit TBP und TFB 15 min bei 37°C vorinkubiert vor
der Zugabe von AmtR. Beim Ansatz von Spur 6 wurde die DNA 15 min bei 37°C mit AmtR
vorinkubiert vor der Zugabe von TBP und TFB. Bei den Vorinkubationen waren alle
sonstigen Komponenten eines Standard-Bindungsansatzes vorhanden. Bei dem Ansatz von
Spur 4 erfolgte wie angegeben keine Vorinkubation, sondern TBP, TFB und AmtR wurden
gleichzeitig zugegeben.

2.19 Gel-Retardation mit unterschiedlicher DNA und Nachweis eines DNA-TBP-AmtR
Komplexes

Die gemachten Angaben beziehen sich auf den Versuch I11.12.6. Die Versuchsdurchfiihrung
erfolgte bis auf folgende Abweichungen analog zu dem zuerst (I1.2.17) beschriebenem Gel-
Retardationsexperiment:

Abb. 24A: Das Gel-Retardationsexperiment wurde mit einem 302 bp langen radioaktiv
markierten PCR-Produkt durchgefiihrt, das die Region von Position — 173 bis + 129 des grpE
Gens von Methanosarcina mazei enthdlt. Fiir die Reaktion zur Synthese des PCR-Produkts
wurden die Oligonukleotide grpe-f und grpe-r (Tab. 2) sowie das Plasmid pUC19, mit dem
inserierten grpE Gen, als Matrize eingesetzt.
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Abb. 24B: Das Gel-Retardationsexperiment wurde mit einem 191 bp langen radioaktiv
markierten PCR-Produkt durchgefiihrt, das die Region von Position — 138 bis + 53 des g/nK
Gens von Methanosarcina mazei enthilt. Fiir die Reaktion zur Synthese des PCR-Produkts
wurden die Oligonukleotide amtRbindF1 und amtRbindR (Tab. 2) sowie das Plasmid
pRS216als Matrize eingesetzt.

Abb. 24C: Das Gel-Retardationsexperiment wurde mit einem 623 bp langen radioaktiv
markierten PCR-Produkt durchgefiihrt, das die Region von Position — 570 bis + 53 des g/inK
Gens von Methanosarcina mazei enthdlt. Fiir die Reaktion zur Synthese des PCR-Produkts
wurden die Oligonukleotide amtRbindF und amtRbindR (Tab. 2) sowie das Plasmid
pRS216als Matrize eingesetzt.

Ein 20 pl Bindungsansatz enthielt abweichend:

- 1 pl markierte DNA (ca. 1 - 10 ng/ul; ca. 200 ips (Impulse pro Sekunde))

- zusitzlich 5 mM MgCl,, also insgesamt 9 mM MgCl,

- 1500 ng rekombinantes Methanosarcina mazei TBP wie iiber den Spuren angegeben

- 400 ng gereinigte RNA-Polymerase aus Methanococcus thermolithotrophicus wie iiber
den Spuren angegeben

- 400 ng rekombinantes Methanosarcina mazei AmtR wie liber den Spuren angegeben

AulBlerdem wurde nur 10 pl, also ein halber Ansatz auf das Gel aufgetragen.

2.20 Native PA-Gelelektrophorese zur Priifung auf Protein-Protein Interaktion

Die gemachten Angaben beziehen sich auf den Versuch III.12.7. Das native PA-Gel
entspricht einem SDS-PA-Gel ohne SDS und wurde nach EHLERS et al. (2002a) hergestellt.
Das Sammelgel war 6,7%ig (62,5 mM Tris/HCl pH 7.5) und das Trenngel war 16,7%ig
(187,5 mM Tris/HCI pH 8.9). Die Dicke des Gels betrug 1 mm. Der Laufpuffer enthielt 82,6
mM Tris/HCI pH 9.4 und 33 mM Glycin. Es wurden jeweils 4900 ng AmtR und 2500 ng TBP
in einem Volumen von 15 pl mit Transkriptionspuffer und 10% Glyzerin fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert und die gesamte Probe aufgetragen. Die Richtung des Stromflusses beim Gellauf
entsprach der bei einem SDS-PA-Gel, d. h. beim Auftrag lag die Kathode und
entgegengesetzt die Anode. Der Gellauf wurde fiir 1,5 h bei 10 mA durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgte durch Coomassie-Blau Farbung.
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III Ergebnisse

1 Identifizierung, Sequenzierung, Klonierung, Expression und Reinigung
von Methanosarcina mazei tfb bzw. TFB

1.1 Identifizierung und Sequenzierung des #fb Gens von Methanosarcina mazei S-6

Zur Erstellung eines Methanosarcina mazei in vitro Transkriptionssystems sollte der
Transkriptionsfaktor TFB von Methanosarcina mazei rekombinant hergestellt werden. Die
Sequenz des #fb Gens war zu diesem Zeitpunkt der Arbeit noch nicht bekannt , da die Daten
der Sequenzierung des Methanosarcina mazei Goel Genoms noch nicht verfiigbar waren
(DEPPENMEIER et al., 2002). Es war deshalb nicht moglich, die Sequenz des #/b Gens direkt
aus genomischer Methanosarcina mazei DNA mittels PCR zu amplifizieren und anschlie3end
zu klonieren. Daher wurde zur Identifizierung des #/b Gens eine genomische A-Genbank von
Methanosarcina mazei S-6 mit einer Sonde durchsucht. Die A-Genbank wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. Everly Conway de Macario (Albany, New York, USA) zur
Verfligung gestellt.

1.2 Herstellung der Sonden-DNA

Zunidchst mussten die Oligonukleotide entwickelt werden, die zur Herstellung der Sonden-
DNA benétigt werden. Die Sonden-DNA sollte dabei ein moglichst gro3es Teilstiick des /b
Gens enthalten. Es wurden Aminosduresequenzvergleiche mit bereits bekannten Sequenzen
archaeeller TFBs durchgefiihrt, um stark konservierte Bereiche zu ermitteln. Hierfiir wurde
die Aminosduresequenz des TFB folgender Organismen verwendet: Methanococcus
thermolithotrophicus, Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum,
Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus woesei und Sulfolobus shibatae.

Es wurden vier stark konservierte Bereiche der Aminosduresequenz ausgewihlt, die lang
genug waren, um nach Ubersetzung der Aminosiuresequenz in Nukleinsiuresequenz, unter
Beriicksichtigung des genetischen Codes, praktikable Oligonukleotide zu liefern. Da die
verschiedenen Aminosduren durch unterschiedlich viele Tripletts kodiert werden, wurde
auflerdem darauf geachtet, dass die stark konservierten Bereiche mdglichst viele Aminosduren
aufweisen, die von mdoglichst wenig Tripletts kodiert werden. Da diese Oligonukleotide aber
immer noch stark degeneriert wiren und so eventuell viele Nebenprodukte bei der PCR
erzeugen konnten, wurde zuséitzlich eine ,,Codon Usage* Tabelle fiir Methanosarcina mazei
erstellt. Dafiir wurde aus den bekannten Sequenzen der fiinf Gene trkA4, grpE, dnakK, dnaJ und
tbhp von Methanosarcina mazei fir jedes Codon ermittelt, wie hédufig es bei diesem
Organismus vorkommt (nicht reprisentativ). Diese Ergebnisse wurden bei der Entwicklung
der Oligonukleotide berticksichtigt, wodurch einige weniger stark degeneriert waren.
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Abb. 2: PCR mit degenerierten Oligonukleotiden und genomischer Methanosarcina mazei DNA zur
Herstellung von Sonden-DNA

1,5%iges Agarosegel zur Analyse von PCR-Produkten. Die GroB3e der DNA-Fragmente des Standards (pIC19H
hydrolisiert mit BamHI und Hinfl) wird durch Pfeile links vom Gel angezeigt. Die Grofe des mit den
Oligonukleotiden mmtfb1.1 und mmtfb4.2 synthetisierten PCR-Produkts wird rechts vom Gel angezeigt. Uber
den Spuren sind die verwendeten Oligonukleotide angegeben. Die Nullkontrolle wurde ohne Matrizen-DNA
durchgefiihrt.

Die Abb. 2 zeigt das Ergebnis einer PCR mit degenerierten Oligonukleotiden und
genomischer Methanosarcina mazei DNA. Unter den gewéhlten Bedingungen lieferte das
Oligonukleotidpaar mmtfb1.1/mmtfb4.2 das beste Ergebnis (Spur 6). Es ergab das ldangste
PCR-Produkt mit ca. 750 bp, und es waren auch keine Nebenprodukte zu beobachten. Ein ca.
750 bp PCR-Produkt wurde mit diesem Oligonukleotidpaar aufgrund der Sequenzvergleiche
der verschiedenen TFB erwartet, da angenommen wurde, dass aufgrund der hohen
Konservierung des /b Gens auch bei Methanosarcina mazei ein Amplifikat dhnlicher Lange
erzielt werden kann wie bei anderen archaeellen b Genen. Einige andere
Oligonukleotidpaare ergaben zwar auch ein PCR-Produkt erwarteter Lénge, aber diese
Produkte waren kiirzer und z. T. waren auch Nebenprodukte vorhanden. Mit anderen
Oligonukleotidpaaren wiederum konnte gar kein PCR-Produkt erzeugt werden.

Darauthin wurde erneut eine PCR mit genomischer DNA aus Methanosarcina mazei und den
Oligonukleotiden mmtfbl.1 und mmtfb4.2 durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz wurde auf ein
praparatives Agarosegel aufgetragen und die Bande des ca. 750 bp PCR-Produkts mit der
vermutlichen Teilsequenz des #fb Gens aus dem Gel ausgeschnitten und anschlieBend eluiert.
Das isolierte PCR-Produkt diente dann in einer weiteren PCR als Matrize. Hierbei wurden
degenerierte Oligonukleotide eingesetzt, die innerhalb des ca. 750 bp PCR-Produkt binden
sollten, falls es sich dabei tatsdchlich um eine Teilsequenz des #b Gens handelt. Es konnten
dabei PCR-Produkte erwarteter Grof3e erhalten werden, was darauf hindeutet, dass es sich bei
dem ca. 750 bp PCR-Produkt tatsdchlich um ein Teilstiick des #/b Gens handelt.



111 Ergebnisse 40

Anschlieend wurde das aus dem Agarosegel eluierte ca. 750 bp PCR-Produkt sequenziert.
Dabei wurden die degenerierten Oligonukleotide eingesetzt, weshalb die Sequenz schwer zu
bestimmen war. Daher wurden fiir Bereiche, die sicher bestimmt werden konnten, neue
Oligonukleotide entwickelt, die nicht degeneriert waren. Bei einer erneuten Sequenzierung
des ca. 750 bp PCR-Produkts mit diesen nicht degenerierten Oligonukleotiden konnten 677
bp der Sequenz des PCR-Produkts sicher bestimmt werden. Ein Vergleich der daraus
abgeleiteten Aminosduresequenz mit der Sequenz des TFB von Methanococcus
thermolithotrophicus, Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum,
Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus woesei und Sulfolobus shibatae
ergab eine sehr hohe Ubereinstimmung. Es konnte also davon ausgegangen werden, dass es
sich bei dem ca. 750 bp PCR-Produkt, das als Sonde dienen sollte, um ein Teilstiick des #/b
Gens von Methanosarcina mazei handelt.

1.3 Markierung der Sonden-DNA

Als Sonde sollte das ca. 750 bp PCR-Produkt mit der Teilsequenz des #b Gens von
Methanosarcina mazei dienen. Zuerst wurde das aus einem préparativen Agarosegel eluierte
PCR-Produkt mit den Oligonukleotiden mmtfbl.1 und mmtfb4.2 amplifiziert und das
Amplifikat dann wieder liber ein Agarosegel gereinigt. Nach der Eluierung aus dem
Agarosegel diente dieses ca. 750 bp PCR-Produkt dann als Substrat-DNA fiir die Markierung
mit dem DIG-High Prime System (Roche, Mannheim), wobei eine Markierung mit
Digoxigenin erfolgte. Zur Identifizierung des #/b Gens konnte somit markierte Sonden-DNA
eingesetzt werden, die vollstindig homolog zu einem Teilstiick des #b Gens von
Methanosarcina mazei war. Eine Uberpriifung der Markierungseffizienz verlief erfolgreich.

1.4 Durchsuchung der A-Genbank nach positiven Klonen

Die genomische A-Genbank von Methanosarcina mazei S-6 sollte mittels der DIG-markierten
Sonde durch Plaquehybridisierung nach Klonen durchsucht werden, die das #/b Gen von
Methanosarcina mazei enthalten. Die A-Genbank war durch Spaltung genomischer
Methanosarcina mazei S-6 DNA mit der Restriktionsendonuklease EcoRI erstellt worden,
und der Titer der A-Genbank zuvor mit 8 x 10’ pfu/ul bestimmt worden (THOMSEN, 1998).
Als Wirtszellen fiir die A-Phagen dienten E. coli XL1-Blue MRF’ Zellen. Eine definierte
Menge Phagensuspension wurde mit Wirtszellen vermischt und nach kurzer Inkubation NZY -
Weichagarose zugegeben. Dieses Gemisch wurde dann auf einer NZY-Agarplatte
gleichméBig verteilt und liber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die entstandenen Phagenplaques
wurden durch Plaquehybridisierung getestet. Nach dem Transfer der Plaques auf eine
Nitrocellulosemembran wurde als Positivkontrolle auf jede Membran an definierter Stelle ein
Aliquot des nicht markierten ca. 750 bp PCR-Produkts mit der Teilsequenz des #/b Gens
gegeben. Danach erfolgte die Hybridisierung mit der Sonde und anschlieBend die
kolorimetrische Detektion gebundener Sonde. Die Abb. 3 =zeigt exemplarisch eine
Nitrocellulosemembran mit einem durch Plaquehybridisierung positiv auf das #b Gen von
Methanosarcina mazei getesteten Phagenplaque. Es fanden sich nach Uberpriifung von ca.
4800 Phagenplaques auf verschiedenen Platten insgesamt acht Plaques, die ein Signal mit der
Sonde zeigten. Die Positivkontrolle gab bei allen Hybridisierungen ein deutliches Signal.
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Abb. 3: Plaquehybridisierung mit dem Abdruck einer Phagenplatte auf einer Nitrocellulosemembran

Die auf der Agarplatte entstandenen Phagenplaques wurden auf die Nitrocellulosemembran iibertragen. Dann
erfolgte die Hybridisierung mit der DIG-markierten Sonden-DNA gegen das /b Gen von Methanosarcina mazei
und anschlieBend die kolorimetrische Detektion gebundener Sonde. Ein positiver Phagenplaque und die
aufgebrachte Kontroll-DNA (nicht markierte Sonden-DNA) werden durch Pfeile gekennzeichnet.

Die Plaques, die bei der Hybridisierung ein Signal gaben, wurden ausgestochen und
anschlieBend aus dem Agar eluiert. Die so erhaltenen Phagensuspensionen wurden dann in
der PCR mit den nicht degenerierten Oligonukleotiden mmtfb5 und mmtfb8 auf das
Vorhandensein des /b Gens von Methanosarcina mazei Uiberpriift. Positive Phagen sollten ein
PCR-Produkt von 482 bp ergeben. Als Kontrolle fiir die PCR wurden auch 2 negative Plaques
ausgestochen und getestet. Die Abb. 4 zeigt das Ergebnis der PCR. Mit der Kontroll-DNA
(ca. 750 bp PCR-Produkt der Sonde) konnte ein 482 bp Produkt synthetisiert werden (Spur 3).
Mit der Phagensuspension direkt aus der A-Genbank konnte ebenfalls ein 482 bp Produkt
erzeugt werden (Spur 4). Es konnten also in der A-Genbank Phagen, die das ¢#/b Gen von
Methanosarcina mazei enthalten durch PCR nachgewiesen werden. Die in der Hybridisierung
negativen Plaques ergaben wie erwartet kein Produkt (Spur 13 und 14). Es zeigte sich, dass
von den acht bei der Hybridisierung positiv getesteten Plaques nur einer in der PCR positiv
war (Spur 6). Die anderen Plaques waren entweder falsch positiv oder nicht korrekt
ausgestochen worden. Die positiv getestete Phagensuspension wurde auch noch durch PCR
mit weiteren Oligonukleotiden erfolgreich auf das #/b Gen tiberpriift.

Da man bei der groen Anzahl von Plaques nicht mit Sicherheit einzelne Phagenplaques
ausstechen konnte, also noch keine reine Phagenkultur vorlag, wurden erneut Wirtsbakterien
mit den eluierten Phagen infiziert und auf Platten ausgebracht. Die entstandenen Plaques
wurden wieder durch Plaquehybridisierung tiberpriift und positive Plaques zusitzlich durch
PCR getestet. Es hatte eine Anreicherung der positiven Phagen stattgefunden. Die Prozedur
zur Anreicherung wurde wiederholt und eine geringere Menge Phagensuspension ausplattiert.
Von den erhaltenen deutlich isoliert liegenden Phagenplaques wurden jeweils einige Plaques
ausgestochen und in der PCR mit den Oligonukleotiden mmtfb5 und mmtfb8 auf die
Anwesenheit des #/b Gens von Methanosarcina mazei Uberpriift. Die isolierten positiven
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Phagen wurden als Klon angesehen und vor der Priparation des Phagemids durch erneute
Infektion von Wirtszellen mit anschlieBender Ernte der Phagen amplifiziert.
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Abb. 4: PCR zur Uberpriifung von Phagenplaques auf Vorkommen des #fb Gens von Methanosarcina
mazei

1,5%iges Agarosegel zur Analyse von PCR-Produkten. Die GroBe der DNA-Fragmente des Standards (pIC19H
hydrolisiert mit BamHI und Hinfl) wird durch Pfeile links vom Gel angezeigt. Die Grofe des mit den
Oligonukleotiden mmtfb5 und mmtfb8 synthetisierten PCR-Produkts wird rechts vom Gel angezeigt. Uber den
Spuren ist die verwendete Matrizen-DNA angegeben. Die Nullkontrolle wurde ohne Matrizen-DNA
durchgefiihrt.

Der Phagen-Klon war durch PCR bisher nur auf den Besitz eines Teilbereichs des #/b Gens
von Methanosarcina mazei tberpriift worden, da die Bindungsstellen der verwendeten
Oligonukleotide alle innerhalb der Gensequenz lagen. Um zu ermitteln, ob der Klon das
gesamte #fb Gen enthdlt, wurde eine Kartierung durch PCR vorgenommen. Mit den
Oligonukleotiden T3 und T7, die im Vektorbereich vor und hinter der Klonierungsstelle fiir
das Insert binden, lie} sich die Gro3e des Inserts ermitteln. Auf diese Weise wurde die Grofle
des Inserts mit ca. 2,2 kb bestimmt. Durch die Kombination der T3 und T7 Oligonukleotide
mit Oligonukleotiden, die innerhalb der Sequenz des #/b Gens binden, lief sich auch die Lage
und Orientierung des gesuchten Gens ermitteln. Die Orientierung des #/b Gens ergab sich
durch das Auftreten bzw. Fehlen von PCR-Produkten, die Lage konnte anhand der Linge der
Amplifikate ermittelt werden. Bei den Oligonukleotiden, die innerhalb der Gensequenz
binden, konnte die ungeféhre Position ihrer Bindungsstelle in Bezug auf den Anfang und das
Ende des Gens durch Sequenzvergleiche von #/b Genen verschiedener Archaea mit der schon
bekannten Teilsequenz des #b Gens von Methanosarcina mazei abgeleitet werden. Bei einer
angenommenen Grofle von ca. 1 kb fiir das #b Gen von Methanosarcina mazei, worauf
aufgrund der Sequenzvergleiche archaeeller #b Gene geschlossen wurde, ergab die
Kartierung, dass das Gen vollstindig vorhanden sein miisste. Zusitzlich wére noch ein
Bereich von ca. 200 bp stromaufwérts und ein Bereich von ca. 1 kb stromabwirts des #/b Gens
vorhanden.
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1.5 Priparation des Phagemids

Durch Koinfektion mit dem ExAssist™-Helferphagen (M13) war es mdglich, das pBluescript
SK(-) Phagemid in vivo aus dem Genom der A-Phagen herauszuschneiden. Das pBluescript
SK(-) Phagemid hat ohne Insert-DNA eine GréBle von 2958 bp und eine Insertionskapazitdt
von 10 kb. Vor dem Herausschneiden ist es Teil des A ZAP II Vektors (Stratagene, La Jolla,
USA), mit dem die A-Genbank von Methanosarcina mazei S-6 erstellt wurde. Die Phagen
DNA enthédlt in der multiplen Klonierungsstelle sechs einmalige Schnittstellen fiir
Restriktionsendonukleasen. Unter anderem gibt es dort eine EcoRI Schnittstelle, {iber die die
Klonierung der Methanosarcina mazei S-6 DNA erfolgte. An den Flanken des Phagemids
befindet sich im A ZAP II Vektor einerseits die Initiationsstelle und andererseits die
Terminationsstelle des f1 ori der Replikation. Proteine des M13 Helferphagen erkennen die
Initiationsstelle des A-Phagen und fiihren einen Bruch in einen der DNA-Strange ein. Es
erfolgt eine Neusynthese von DNA von der Bruchstelle bis zum Terminationssignal. Das
entstandene einzelstrangige DNA-Molekiil umfasst die Phagemid-DNA und auch das Insert.
Ein weiteres Protein des M13 Phagen =zirkularisiert das DNA-Molekiil, wobei ein
funktionsféhiger f1 ori wiederhergestellt wird. Der neu entstandene f1 ori gibt die Signale fiir
die Transkription der Gene, welche die Proteine kodieren, die fiir die Verpackung und
Sekretion der filamentosen Phagenpartikel erforderlich sind. Die Vermehrung des
ExAssist™-Helferphagen ist durch eine Mutation ausgeschlossen. Aus den isolierten
Phagenklonen wurde so das Phagemid mit dem Insert, welches das #b Gen von
Methanosarcina mazei S-6 enthilt, ausgeschnitten. Die Wirtszellen wurden durch Hitze
abgetotet. Das erhaltene Phagemid wurde in E. coli XLORL Zellen kloniert. In Zellen von E.
coli XLORL verhiélt sich das pBluescript SK(-) Phagemid wie ein doppelstrangiges Plasmid
und kann deshalb auch durch Plasmidpriparation gewonnen werden. Eine auf dem Phagemid
kodierte Ampicillinresistenz ermoglicht eine Selektion auf Zellen, die Phagemid enthalten.
Unter sterilen Bedingungen gepickte Kolonien wurden zusétzlich durch PCR auf die
Anwesenheit des Phagemids mit dem ¢/b Gen von Methanosarcina mazei getestet. Dafiir
wurden die Oligonukleotide mmtfbS und mmtfb8 eingesetzt. Es konnte dabei bei allen
untersuchten Kolonien ein PCR-Produkt der erwarteten Grole von 482 bp synthetisiert
werden.

1.6 Sequenzierung des Phagemids

Die Sequenzierung des aus den E. coli XLORL Zellen priparierten Phagemids erfolgte nach
dem ABI PRISM™ Protokoll mit dem Ready Reaction DyeDeoxy Terminator AmpliTaq”,FS
Kit (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, USA). Die Fragmentlingenanalyse erfolgte
kapillarelektrophoretisch mit dem ABI PRISM™ 310 Kapillarsystem, und z. T. auch
gelelektrophoretisch mit dem ABI PRISM™ 373 Gelsystem. Die Sequenzierung erfolgte von
der bereits bestimmten Sondensequenz aus und mit dem T3 Oligonukleotid vom Vektor aus.
Mit Hilfe der bestimmten Sequenz wurden neue Oligonukleotide entwickelt, mit denen dann
die vollstindige Sequenz des /b Gens von Methanosarcina mazei ermittelt werden konnte.
Zusétzlich wurde ein Bereich von 240 bp stromaufwiérts des Gens bis zur Vektorsequenz und
ein Bereich von 292 bp stromabwiérts des Gens erfolgreich sequenziert. Das #b Gen von
Methanosarcina mazei besteht inklusive Stopcodon aus 1014 bp, die fiir 337 Aminosduren
kodieren. Ein Aminosduresequenzvergleich mit dem TFB der Archaea Methanococcus
thermolithotrophicus, Methanococcus jannaschii, Methanobacterium thermoautotrophicum,
Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus woesei und Sulfolobus shibatae
zeigte eine hohe Homologie des Methanosarcina mazei TFB zu diesen. Die Sequenz des
Methanosarcina mazei S-6 tfb Gens ist in der EMBL Nucleotide Sequence Database des
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European Bioinformatics Institute (Cambridge, GroB3britannien) unter der Accession Number
,»AJ243755 hinterlegt worden und wird in der Abb. 9 gezeigt.

1.7 Klonierung des tfb Gens von Methanosarcina mazei S-6

Aufgrund der ermittelten Sequenz des #b Gens von Methanosarcina mazei war es nun
moglich, Oligonukleotide zu entwickeln, mit denen das #/b Gen selektiv amplifiziert werden
kann. Die Klonierungsoligonukleotide mmtfbexp-F und mmtfbexp-R waren so beschaffen,
dass zusitzlich zu der zum Anfang bzw. Ende des #/b Gens komplementiren Sequenz sich in
Richtung 5’-Ende jeweils eine Erkennungssequenz fiir eine Restriktionsendonuklease
anschloss und darauf folgend noch einige beliebige Nukleotide vorhanden waren. Die kurze
beliebige Sequenz am 5°-Ende der Oligonukleotide war notig, da Restriktionsendonukleasen
einen kurzen doppelstringigen Bereich beiderseits der Erkennungssequenz bendtigen, um
effektiv die DNA zu schneiden. Das Vorwirts-Oligonukleotid mmtfbexp-F enthielt eine
Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease Ndel und das Riickwirts-
Oligonukleotid mmtfbexp-R enthielt eine Erkennungssequenz fiir die
Restriktionsendonuklease BamHI. Aufgrund der gewidhlten Ndel-Schnittstelle konnte das #fb
Gen spiter im korrekten Leseraster des Expressionsvektors petl4b (Novagene, Madison,
USA) inseriert werden. Bei Verwendung des Expressionsvektors petl4b enthdlt das
exprimierte Zielprotein einen Fusionsanteil, den sogenannten His-Tag. Dieser Fusionsanteil
aus sechs  Histidin-Resten  ermdglicht die  Reinigung des  Proteins  {iber
Affinititschromatographie mit Ni*"-chelatierten Sdulen.

Zunidchst wurde eine PCR mit dem ,Expand™ High Fidelity PCR System* (Roche,
Mannheim) nach Anleitung des Herstellers mit genomischer Methanosarcina mazei S-6 DNA
und den Klonierungsoligonukleotiden durchgefiihrt. Dieses PCR System enthilt einen
Enzym-Mix aus thermostabiler 7ag DNA-Polymerase und Pwo DNA-Polymerase. Aufgrund
der Proofreading-Aktivitdt der Pwo-Polymerase kann bei Verwendung dieses Systems eine
ca. dreimal geringere Falscheinbaurate als bei alleiniger Verwendung der 7Tag-Polymerase
erzielt werden. Damit wird die Mutationsrate bei der PCR gesenkt, und es kann mit erhohter
Wabhrscheinlichkeit ein Klon mit korrekter Sequenz des #/b Gens erhalten werden. Der Erfolg
der PCR wurde auf einem 1,5%igen Agarosegel iiberpriift und erneut eine PCR mit
identischen Bedingungen in gréerem Malstab durchgefiihrt. Die PCR-Produkte dieser
Reaktionsansdtze wurden mit dem ,High Pure PCR Product Purification Kit“ (Roche,
Mannheim) gereinigt und anschlieBend einer Ethanolfdllung unterzogen. Die gewonnenen
PCR-Produkte und der Expressionsvektor pet14b wurden mit den Restriktionsendonukleasen
Ndel und BamHI hydrolisiert. Das PCR-Produkt enthielt nur die durch die Oligonukleotide
hinzugefiigten Erkennungssequenzen fiir diese Restriktionsendonukleasen, innerhalb der
Gensequenz war keine Erkennungssequenz vorhanden. Der Expressionsvektor petl4b enthielt
ebenfalls fiir diese Restriktionsendonukleasen nur je eine Erkennungssequenz, und zwar in
der multiplen Klonierungsstelle. Danach erfolgte eine Reinigung der PCR-Produkte und des
Vektors iiber ein priparatives Agarosegel. Die Elution der DNA aus dem Agarosegel wurde
mit dem ,,DNA Extraction Kit*“ (MBI Fermentas, Wilna, Litauen) durchgefiihrt. Mit T4 DNA
Ligase (MBI Fermentas, Wilna, Litauen) erfolgte die Ligation von Vektor und Insert, wobei
im Ligationsansatz Vektor und Insert im molaren Verhéltnis 1:3 vorhanden waren. Aufgrund
der Restriktion mit zwei verschiedenen Restriktionsendonukleasen konnte der Vektor nicht
mit sich selbst ligieren und aufBlerdem konnte das PCR-Produkt nur in der gewiinschten
Orientierung inseriert werden.
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Die Ligationsansdtze wurden dann direkt zur Transformation von E. coli INVaF’ Zellen
(Invitrogen, Carlsbad, USA) verwendet. In diesem Zellstamm wird das Zielprotein nicht
exprimiert, da es im Expressionsvektor unter der Kontrolle des T7 Promotors steht. Dieser
Zellstamm besitzt aber kein Gen fiir die T7-RNA-Polymerase, und von der E. coli RNA-
Polymerase wird der Promotor nicht erkannt. Dieser Zellstamm diente nur zur stabilen
Lagerung und Amplifikation des Plasmids mit dem klonierten #b Gen. Eine durch den
Expressionsvektor vermittelte Ampicillinresistenz erlaubte eine Selektion auf transformierte
Zellen. Einige Kolonien wurden neu auf Agarplatten ausgestrichen, und dann wurden einige
neu gewachsene Kolonien durch ,,Kolonie-PCR®, wobei eine Kolonie von einer Agarplatte
mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und zu einem PCR-Reaktionsansatz gegeben wird, mit
den Klonierungsoligonukleotiden auf das Vorhandensein des #/b Gens von Methanosarcina
mazei tiberpriift. Ein positiv getesteter Klon wurde iiberimpft und das Plasmid mit dem ,,High
Pure Plasmid Isolation Kit*“ (Roche, Mannheim) pripariert. Das Insert des isolierten Plasmids
wurde sequenziert um sicherzustellen, dass bei der PCR zur Erstellung des Inserts keine
Mutation eingefiigt wurde. Die Sequenzierung zeigte, dass das #fb Gen an der gewiinschten
Position im Expressionsvektor inseriert worden war und die Sequenz mit der bei der
Sequenzierung des Phagemids ermittelten #/b Sequenz iibereinstimmt. Der Klon enthielt also
ein mutationsfreies Methanosarcina mazei tfb Gen.

1.8 Expression von Methanosarcina mazei S-6 TFB in E. coli

Zur Expression des Zielproteins wurde der Expressionsvektor mit dem inserierten #/b Gen in
den E. coli Expressionsstamm BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL (Stratagene, La Jolla, USA)
transformiert. Die Zellen dieses Stammes enthalten im Genom ein T7 RNA-Polymerase-Gen,
welches unter der Kontrolle eines /ac-Promotors steht. Dadurch kann das T7 RNA-
Polymerase-Gen durch IPTG induziert werden. Die translatierte T7 RNA-Polymerase erkennt
dann die T7 Transkriptionssignale vor dem klonierten Zielgen im Expressionsvektor, womit
die Transkription des inserierten Gens erfolgt. Die auf dem Expressionsvektor kodierte
Ribosomenbindungsstelle ist so beschaffen, dass eine effektive Translation der synthetisierten
RNA des inserierten Gens in E. coli erfolgt.

Der Expressionsstamm BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL besitzt auflerdem ein Plasmid, auf
dem zusitzliche Kopien der argU-, ileY und leuW-tRNA Gene vorhanden sind, welche fiir
tRNAs kodieren, die die Arginin Codons AGA und AGG, das Isoleucin Codon AUA und das
Leucin Codon CUA erkennen. Diese tRNAs kommen bei E. coli natiirlicherweise selten vor
und konnen zum limitierenden Faktor bei der Synthese von Zielproteinen aus anderen
Organismen werden, bei denen diese Codons héufig vorkommen. Das #b Gen von
Methanosarcina mazei weist diese Codons mit einer relativen Hiufigkeit von 31% auf,
weshalb dieser Zellstamm fiir die Proteinexpression gewiahlt wurde.

Nachdem einige Kolonien des transformierten Expressionsstamms erfolgreich auf die
Anwesenheit des Expressionsvektors mit dem inserierten #/b Gen durch ,,Kolonie-PCR*
getestet worden waren, erfolgte die Expression des Zielproteins in zwei Erlenmeyerkolben
mit je 400 ml Medium. Die Induktion erfolgte mit 0,4 mM IPTG und die Zellen wurden nach
1,5 h Inkubation bei 30 °C geerntet.
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Abb. 5: Expression von Methanosarcina mazei TFB in E. coli BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL Zellen
12%iges mit Coomassie-Blau geférbtes SDS-PA-Gel. Uber den Spuren ist die Inkubationszeit zur Expression
des TFB nach der Induktion mit IPTG angegeben. Der Zellaufschluss erfolgte mit 8 M Harnstoff. Das
Molekulargewicht der Proteine des Standards (Protein-Mix 4 und 5 von Serva, Heidelberg) wird durch Pfeile
links vom Gel angezeigt. Das Molekulargewicht des Methanosarcina mazei TFB mit Hiss-Tag wird durch einen
Pfeil rechts vom Gel angezeigt.

Der Erfolg der Expression wurde auf einem 12%igen SDS-PA-Gel mit einem durch Harnstoff
aufgeschlossenem Aliquot der Probe iiberpriift. Das berechnete Molekulargewicht des
Methanosarcina mazei TFB mit Hise-Tag betriagt 40,5 kDa. Die Abb. 5 zeigt, dass ein Protein
entsprechenden Molekulargewichts nach Induktion mit IPTG in den E. coli Zellen exprimiert
wurde. Die Intensitit der Bande nimmt dabei mit fortschreitender Inkubationszeit zu. Als
Kontrolle war ein Expressionsstamm mit dem Expressionsvektor petl4b ohne Insert
transformiert worden. Nach Induktion dieser Kultur war keine verstirkte Expression eines
Proteins zu beobachten (Daten nicht gezeigt).

1.9 Reinigung des rekombinanten TFB von Methanosarcina mazei S-6

Die Zellen der Expressionskultur wurden mit einer French-Press-Zelle aufgeschlossen.
Mittels Ultrazentrifugation wurden dann die Zelltriimmer entfernt und das Ultrafiltrat (S100)
mit den 16slichen Proteinen zur Reinigung des Proteins verwendet.

Durch eine Hitzefdllung konnen hitzestabile Zielproteine in einem ersten groben
Reinigungsschritt von nicht hitzestabilen E. coli Proteinen getrennt werden. Fiir TFB von
Methanosarcina mazei konnte gezeigt werden, dass es bei 50 °C noch in Lésung bleibt, aber
bereits bei 60 °C eine Denaturierung erfolgt und das Protein ausfillt. Bei 60 °C sind aber auch
noch ein Grofiteil der E. coli Proteine in Losung, so dass auf diese Weise keine effektive
Anreicherung des rekombinanten Proteins moglich gewesen wire. Aulerdem wurde auf die
Hitzeféllung bei der Reinigung verzichtet, um das rekombinante Protein aus dem mesophilen
Organismus Methanosarcina mazei (optimale Wachstumstemperatur von 37 °C) zu schonen.
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Da eine vorangehende Anreicherung des rekombinanten Proteins durch Hitzefdllung nicht
moglich war, erfolgte der erste Reinigungsschritt durch Affinitdtschromatographie iiber eine
Ni-NTA-Sdule direkt mit dem S100. Das rekombinante Protein war mit einem Fusionsanteil
(Hise-Tag) exprimiert worden und konnte deshalb effektiv an das Sdulenmaterial binden und
anschliefend mit einem Imidazolgradienten wieder eluiert werden. Die gesammelten
Fraktionen der Ni-NTA-Séule wurden auf einem 12%igen SDS-PA-Gel analysiert. Es zeigte
sich, dass das Zielprotein nicht in einem scharfen Peak, sondern iiber einen weiten Bereich
eluierte. Hierauf hatte auch schon die wéihrend der Elution des Proteins gemessene Extinktion
bei 280 nm hingewiesen. Ab Fraktion 7 enthielten alle gesammelten Fraktionen das
Zielprotein, wobei mit zunehmender Fraktionsnummer die Proteinkonzentration leicht
abnahm. AuBler der Bande des Zielproteins waren auch noch schwache Nebenbanden zu
beobachten, so dass sich ein weiterer Reinigungsschritt anschloss. Es folgte eine Reinigung
durch Gelfiltration mit einer Superdex-200-Sédule, wobei die Proteine ihrer GroBe nach
aufgetrennt werden. Da auf die Superdex-200-Sdule nur 2 ml Proteinlosung aufgetragen
werden sollte, um eine gute Auftrennung der Proteine zu erreichen, wurde versucht, das iiber
einen weiten Bereich eluierte Protein aufzukonzentrieren. Hierfir wurden Centrex MF-5,0
Ultrafiltratoren (Schleicher & Schiill, Dassel) verwendet. Es zeigte sich jedoch, dass das
Protein bei der Konzentrierung ausfiel. Darauthin wurden fiir die Gelfiltration nur die
Fraktionen 20 bis 23 der Ni-NTA-Sdule ausgewidhlt, die eine relativ hohe
Proteinkonzentration mit wenig Nebenbanden aufwiesen.

Ex E
he] = o
g & =
E 2 0o o8 © —~ & 1t n o~ 3
n < v <a F v S F < F
97 kDa — —-
67kDa —» | " -
45kDa —» | = -
- «— 40,5 kDa
29 kDa —» | W -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb. 6: TFB von Methanosarcina mazei nach der Reinigung durch Gelfiltration mit der Superdex-200-
Siule

12%iges mit Coomassie-Blau gefirbtes SDS-PA-Gel. Uber den Spuren sind die Nummern der Fraktionen nach
der Superdex-200-Saule angegeben. Auftrag: vereinigte Fraktionen 20 bis 23 nach der Ni-NTA-S&ule. Das
Molekulargewicht der Proteine des Standards (Protein-Mix 4 und 5 von Serva, Heidelberg) wird durch Pfeile
links vom Gel angezeigt. Das Molekulargewicht des Methanosarcina mazei TFB mit Hiss-Tag wird durch einen
Pfeil rechts vom Gel angezeigt.

Die Abb. 6 zeigt das Ergebnis der Reinigung nach der Gelfiltration. Das Zielprotein konnte
durch Gelfiltration zwar weiter gereinigt werden, aber die Proteine zweier Nebenbanden bei
ca. 44 kDA und ca. 26 kDa konnten nicht abgetrennt werden. Auflerdem erfolgte eine starke
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Verdiinnung des Proteins. Fiir in vitro Transkriptionsexperimente geniigte der Reinheitsgrad
des TFB. Daher wurden die Fraktionen 42 bis 44 nach der Gelfiltration vereinigt und die
Proteinkonzentration nach BRADFORD (1976) mit 45 ng/ul bestimmt. Auf diese Weise
konnten ca. 270 pg Protein gewonnen werden. Das rekombinante TFB von Methanosarcina
mazei wurde dann aliquotiert bei —70 °C eingefroren.

Bei erneuten Expressionen des rekombinanten TFB von Methanosarcina mazei erfolgte die
Induktion mit 1 mM IPTG und die Zellen wurden schon nach 1 h Inkubation bei 37 °C
geerntet. Fir die Reinigungen wurden jeweils nur die Zellen einer 400 ml Kultur
aufgeschlossen. Bei der Reinigung des Proteins iiber die Ni-NTA-Séule eluierte das Protein
jeweils wieder iiber einen weiten Bereich von der Séule. Es erwies sich auBerdem bei
mehreren Reinigungsversuchen als problematisch, dass bei den Fraktionen mit hohem
Proteingehalt am néchsten Tag Protein ausgefallen war. Da aber bei der Elution von der Ni-
NTA-Séule tliber den weiten Bereich die spéter eluierten Fraktionen weniger Protein
aufwiesen und bei diesen Fraktionen auch nur noch schwache Nebenbanden zu beobachten
waren, wurde beschlossen, diese Fraktionen ohne weitere Reinigung zu verwenden. Auf diese
Weise konnten zwar nicht die Fraktionen mit der hochsten Proteinkonzentration verwendet
werden, aber bereits nach der Ni-NTA-Séule waren Fraktionen befriedigender Reinheit
verfiigbar. Allerdings mussten diese Fraktionen noch dialysiert werden, da sie aufgrund der
Elution von der Ni-NTA-Sdule mit einem Imidazolgradienten noch eine hohe
Imidazolkonzentration aufwiesen. Aber auch bei der Dialyse iiber Nacht gegen TENalO pH
7.5 bei 4 °C fiel ein Teil des Proteins aus. Dieses Problem wurde gelost, indem die Dialyse
tiber Nacht bei 20 °C gegen TENalO pH 6.5 mit 10 mM B-Mercaptoethanol vorgenommen
wurde. Aullerdem wurde die Dialyse schon am selben Tag angesetzt, an dem auch der
Zellaufschluss erfolgt war.
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Abb. 7: TFB von Methanosarcina mazei nach der Reinigung durch Affinititschromatographie mit der Ni-
NTA-Séule

12%iges mit Coomassie-Blau gefirbtes SDS-PA-Gel. Uber den Spuren sind die Nummern der Fraktionen nach
der Ni-NTA-Sdule angegeben. Pellet (UZ): Harnstoffaufschluss eines Aliquots des Pellets nach der
Ultrazentrifugation. Auftrag: S100 (Uberstand) nach der Ultrazentrifugation. Durchlauf: Durchlauf vom Auftrag
auf die Ni-NTA-Séule. Das Molekulargewicht der Proteine des Standards (Protein-Mix 4 und 5 von Serva,
Heidelberg) wird direkt neben den Banden des Standards angezeigt. Das Molekulargewicht des Methanosarcina
mazei TFB mit Hisg-Tag wird durch einen Pfeil rechts vom Gel angezeigt.

Die Abb. 7 zeigt die Fraktionen einer Reinigung mit der Ni-NTA-Sdule. In Spur 1 ist zu
erkennen, dass im Pellet nach der Ultrazentrifugation eine grole Menge Methanosarcina
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mazei TFB vorhanden ist. Dieses nicht l6sliche Protein wurde bei der anschliefenden
Reinigung nicht verwendet, da im Uberstand genug geldstes Zielprotein vorhanden war. In
Spur 2 ist der Auftrag (S100) zu erkennen und in Spur 3 der Durchlauf vom Auftrag auf die
Ni-NTA-Sdule. Es wird deutlich, dass sich die E. coli Proteine im Durchlauf befinden,
wéhrend das Zielprotein an die Ni-NTA-Sdule gebunden hat. Die geringere Intensitdt der E.
coli Proteinbanden im Durchlauf im Vergleich zum Auftrag ist auf eine Verdiinnung der
Probe zuriickzufiihren. Nach dem Auftrag der Probe auf die Sdule wurde Puffer (ohne
Imidazol) iiber die Sdule gegeben, bis kein Protein im Durchlauf mehr detektiert werden
konnte. Erst danach erfolgte die Elution des Zielproteins. Die Fraktionen 12 bis 14 weisen die
hochste Konzentration des Zielproteins auf. Bei diesen Fraktionen und bei den vorherigen
Fraktionen sind aber die Nebenbanden deutlich stirker als bei den spdteren Fraktionen, bei
denen zwar die Nebenbanden schwicher werden, aber auch mit zunehmender
Fraktionsnummer die Proteinmenge des Zielproteins abnimmt. Fiir die weitere Verwendung
wurden die Fraktionen 15 bis 19 ausgewdhlt. Es wurde dabei ein Kompromiss zwischen
moglichst hoher Reinheit bei gleichzeitig moglichst hoher Proteinkonzentration gesucht. Die
Proteinkonzentration der gegen TENalO pH 6.5 (10 mM [-Mercaptoethanol) dialysierten
vereinigten Fraktionen 15 bis 19 der Ni-NTA-Séule wurde nach BRADFORD (1976) mit 112
ng/ul bestimmt. Auf diese Weise konnten ca. 280 pg Protein gewonnen werden. Das
rekombinante TFB von Methanosarcina mazei wurde dann aliquotiert bei —70 °C eingefroren.
In der zellfreien Transkription wies das auf diese Weise gereinigte TFB die gleiche Aktivitit
auf, wie das bei der ersten Reinigung mit zusétzlicher Gelfiltration gewonnene TFB.

2 Identifizierung, Sequenzierung, Klonierung, Expression und Reinigung
von Methanosarcina mazei thp bzw. TBP

Neben TFB sollte zum Aufbau eines zellfreien Methanosarcina mazei Transkriptionssystems
auch TBP rekombinant hergestellt werden. Zur Identifizierung des thp Gens von
Methanosarcina mazei war bereits wihrend meiner Diplomarbeit die genomische A-Genbank
von Methanosarcina mazei S-6 mittels einer Sonde nach dem thp Gen durchsucht worden
(THOMSEN, 1998). Eine Kartierung durch PCR und die Sequenzierung der Phagemide
verschiedener positiver Klone ergab jedoch, dass bei allen isolierten Klonen der N-terminale
Bereich des thp Gens nicht vorhanden war. Es konnten 492 bp, die fiir 164 Aminosduren
kodieren, ermittelt werden. Ein Vergleich der Aminosduresequenz mit Proteindatenbanken
zeigte eine hohe Homologie der ermittelten Teilsequenz mit der TBP Sequenz anderer
Organismen. Aufgrund der Sequenzvergleiche wurde vermutet, dass ein N-terminaler Bereich
von ca. 60 bp bei den isolierten Klonen fehlte. Eine Uberpriifung der A-Genbank mittels PCR
zeigte, dass keine Klone mit der vollstindigen tbp Sequenz enthalten waren. Bei der
Erstellung der A-Genbank war die genomische DNA von Methanosarcina mazei vollstindig
mit der verwendeten Restriktionsendonuklease, fiir die eine Erkennungssequenz im thp Gen
vorhanden ist, gespalten worden.

Im Rahmen eines Praktikums wurde von Herrn Lutz Thon mittels inverser PCR der fehlende
N-terminale Bereich des thp Gens ermittelt und das Gen anschlieBend kloniert. Dafiir wurde
zuerst genomische Methanosarcina mazei S-6 DNA mit der Restriktionsendonuklease 4vall
gespalten. Dann erfolgte eine Ligation der erhaltenen einzelnen DNA-Fragmente zur
Herstellung von kurzen zirkuliren DNA-Molekiilen. Diese dienten in einer PCR mit den
Oligonukleotiden MMTBP2 und TBPMM3 (THOMSEN, 1998) als Matrize. Die
Oligonukleotide waren zur Sequenz des bereits ermittelten Teilbereichs des thp Gens
komplementér und zueinander invers orientiert. Aufgrund der zirkuldren DNA enthélt das auf
diese Weise synthetisierte PCR-Produkt auch den unbekannten N-terminalen Bereich des tbp
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Gens, der dann durch Sequenzierung des PCR-Produkts unter Verwendung des
Oligonukleotids TBPMM3 bestimmt werden konnte. Die Klonierung des thp Gens unter
Verwendung der Klonierungsoligonukleotide TBPMmExpF und TBPMmExpR erfolgte
analog zum /b Gen. Es wurde der Expressionsvektor petl4b verwendet und die
anschliefende Transformation erfolgte in E. coli JIM109 Zellen.

Fiir den N-terminalen Bereich des Gens konnten zusidtzliche 57 bp ermittelt werden. Das
offene Leseraster des thp Gens von Methanosarcina mazei S-6 enthdlt somit inklusive
Stopcodon 552 bp, die fiir 183 Aminosduren kodieren. Die Sequenz des Methanosarcina
mazei S-6 tbp Gens ist in der EMBL Nucleotide Sequence Database des European
Bioinformatics Institute (Cambridge, GroBbritannien) unter der Accession Number
,»AJ243798 hinterlegt worden und wird in der Abb. 8 gezeigt.

Die Expression und Reinigung des Methanosarcina mazei TBP war bereits von einer
Diplomandin mit meiner Betreuung durchgefiihrt worden (NAJI, 2000). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde TBP aber erneut exprimiert und gereinigt. Dabei wurde wie in der Diplomarbeit
beschrieben vorgegangen. Es wurde der Expressionsvektor petl4db und der E. coli
Expressionsstamm BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL verwendet. Zur Reinigung des TBP
wurden zwei induzierte 400 ml Kulturen -eingesetzt. Nach der Reinigung durch
Affinitdtschromatographie mit einer Ni-NTA-Séule, die {iber den vorhandenen Hisg-Tag des
Proteins erfolgte, wurden die erhaltenen Fraktionen 9 bis 13 zur Auftrennung durch
Gelfiltration auf eine Superdex-75-Sdule aufgetragen. Eine Analyse der hierbei gewonnenen
Fraktionen auf einem 12%igen SDS-PA-Gel zeigte, dass die nach der Ni-NTA-Sdule noch
vorhandenen Nebenbanden erfolgreich entfernt worden waren. Die Fraktionen 31 und 32
sowie die Fraktionen 30 und 33 wurden jeweils vereinigt und die Proteinkonzentration nach
BRADFORD (1976) bestimmt. Die vereinigten Fraktionen 31 und 32 wiesen eine
Proteinkonzentration von 515 ng/ul und die vereinigten Fraktionen 30 und 33 wiesen eine
Proteinkonzentration von 180 ng/ul auf. Es konnte insgesamt ca. 2,8 mg Protein gewonnenen
werden. Das rekombinante TBP von Methanosarcina mazei wurde dann aliquotiert bei —70
°C eingefroren.

3 Charakterisierung der tbp (TBP) und #b (TFB) Sequenz von
Methanosarcina mazei S-6

BRE TATA-Box
* kK *okok ok ok kK
-135 GCGAGGACGGCGTTGAAGTAGTCCGTCAGCAGCTCGACAATATGGGGCTTTTATARGAAC|CCTCAATCTATTARTTATATACCATTTTTIC -46
RBS
* Kk ok
-45 TGGAAATTAGGTAACTTACTGGCTTTATATGCTAAGCGGTGGACAAATGAGCGAATCTAGTATCAAGATCGAAAATGTGGTTGCATCCACC 45
1 M S E S S I XK I ENUV VA S T 15

46 AAACTCGCTGAAGAATTCGACTTAACTGTTATCGAATCAGAGTTCGAAGGAGCAGAGTACAACAAGCAGAAGTTCCCCGGGCTCGTTTAC 135
l6 K L A E E F DL TV I E S E F E G A E Y N K Q K F P G L V Y 45

136 AGGGTTTCAGATCCTAAAGCTGCATTTCTGGTCTTTACTTCCGGCAAGGTTGTCTGTACAGGGACGAAAAATGTTGCCGATGTACACACA 225
46 R V. $s D P K A A F L V F T s G K v v ¢ T GGG T K N V A D V H T 75

226 GTTGTAGGCAATTTGGCGAAAAAGCTGAACAGTATAGGGATTAAGACCATAGAGGACCCTCAGATTACTGTCCAGAATATTGTTGCTTCC 315
76V vV ¢ N L A K K L N S I G I K T I E D P Q I T V Q N I V A S 105

316 GCAGACCTGCATACTATTTTGAACCTTAATGCAATTGCAATAGGGCTTGGACTTGAAAACATTGAATACGAGCCTGAGCAGTTTCCTGGT 405
06 A D L H T I L N L N A I A I G L GL ENTI E Y E P E Q F P G 135

406 CTTGTATACAGAATTGATGAGCCCAAAGTAGTTGTGCTTATCTTCAGCTCCGGAAAACTGGTAGTTGCAGGCGGTAAGAGCCCTGAAGAT 495
13 L VvV Y R I D E P K V V V L I F $ s G K L vV V A G G K s P E D 165
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496 TGCGAGAGGAGCGTGGAAGTAGTCCGCCAGCAGCTCGACAGTATGGGTCTTTTATAAAATCCTCAAACTTTTTATCTATTATATCCATTT 585
lé6 C E R S V E VvV V R Q 9 L D s M G L L &= >>>> > 183
1
586 TAATCTGCCTCATAAAGTACATGGGGAATACTAAAATAAAAACGGATTCTGCGGTATTCGTAGAGGCTCCGGCAAAGGATATGTGTGAAA 675
< <<<< >>>>>> <<<<<<
1 2 2

Abb. 8: Nukleotidsequenz des Methanosarcina mazei S-6 thp Gens und die abgeleitete Aminosiuresequenz
von TBP

Die Nummerierung der Nukleotide und Aminoséuren erfolgt relativ zum Translationsstart. Das Startcodon und
das Stopcodon sind fett gedruckt. Das vermutliche BRE, die vermutliche TATA-Box und die vermutliche
Ribosomenbindungsstelle (RBS) sind eingerahmt und benannt. Nukleotide die mit der entsprechenden
Konsensussequenz iibereinstimmen sind mit einem Stern gekennzeichnet. Das potentielle Terminationssignal ist
unterstrichen und mit 1 und 2 bezeichnete ,,inverted repeats” werden durch Pfeile markiert.

Die Abb. 8 zeigt die ermittelte Sequenz des thp Gens von Methanosarcina mazei S-6. Das
Startcodon des tbp Gens ist ATG und das Stopcodon ist TAA. Die Konsensussequenz fiir das
BRE methanogener Archaea beginnt drei Nukleotide stromaufwérts der TATA-Box und
lautet 5°-CGAAA-3’ (SOPPA, 1999a). Eine Sequenz mit Ahnlichkeit zur Konsensussequenz
konnte jedoch nur etwas weiter stromaufwirts gefunden werden. Die Konsensussequenz fiir
die TATA-Box methanogener Archaea lautet 5’-YTTATATA-3" (SOPPA, 1999a) und die
identifizierte vermutliche TATA-Box hat die Sequenz 5’-ATTATATA-3’. Von der
Konsensussequenz der Ribosomenbindungsstelle methanogener Archaea kommt meistens
zumindest das Hexanukleotid 5’-AGGTGA-3 vor (BROWN et al., 1989). Es konnte ein
Sequenzbereich der vermutlichen Ribosomenbindungsstelle mit der Sequenz 5’-GGGTGG-3’
gefunden werden. Eine Folge von fiinf Thymin-Resten zwd6lf Nukleotide stromabwirts des
Stopcodons konnte ein Terminationssignal der Transkription darstellen. AuBlerdem konnten
stromabwiérts des Stopcodons zwei mit 1 und 2 bezeichnete ,,inverted repeats” gefunden
werden, die im Transkript Haarnadelschleifen ausbilden konnen. Der Bereich zwischen dem
ninverted repeat®, der die Schleife bildet, ist allerdings bei beiden ,,inverted repeats* langer als
tiblich.

Das thp Gen von Methanosarcina mazei S-6 kodiert ein Protein mit 183 Aminosduren. Das
Protein besitzt ein berechnetes Molekulargewicht von 19,8 kDa und einen isoelektrischen
Punkt von 4,7. Aufgrund der Verwendung des Expressionsvektors petl4b besitzt das
rekombinante Protein einen Hisg-Tag als Fusionsanteil. Das rekombinante Protein besteht aus
203 Aminosduren, hat ein berechnetes Molekulargewicht von 22,0 kDa und einen
isoelektrischen Punkt von 6.0.

BRE TATA-Box
* %k * Kk k ok ok ok ok Kk
-165 TAATCCTTCGTTATGGTTAAACTTTAACCCGTTTATAAGTTTTTCGCTAGTCATAGCCGCGAGTITTTCTTCTCCCTTCTTTTATATATAT -76
RBS
* Kk k ok kK
-75 TCTGTGATTTATATCGTACAGGCTTGAAATTCAGGGATAGACATATGGTCATGTTAATTTGTARGGTGATATAATATGGTAGAAGTCGAA 15
1 M V E V E 5

16 AGAGTTCGCTATTCGGACACCCTTGAAAGGGAAAAAATACGTGCCATGATTAAAGCTCGCAAAGAAAAACAAAAAGAGCAAACTGTTGAG 105
R vV R Y s D TUL E R E K I R A M I KAIRI KEI K QK E Q T V E 35

[

106 AATGAAAAGGCCGTGTGTCCAGAATGCGGTAGCAGAAACCTAGTGCACGACTATGAGAGAGCGGAGCTCGTGTGTGGGGACTGCGGACTT 195
36 N E K AV € P E C G S R NL V HD Y E R AUETLV EC G D C G L 65

196 GTCATTGATGCCGACTTTGTTGATGAAGGACCGGAATGGCGAGCTTTCGATCACGATCAGCGCATGAAGCGTTCCCGTGTGGGCGCGCCC 285
66 V. I D A D F V D E G P E W R A F D HD QI RMI KR S RV G A P 95

286 ATGACATATACAATCCACGACAAAGGGCTTTCCACAATGATTGACTGGAGAAACCGTGACTCCTACGGAAAGTCTATCTCCTCCAAAAAC 375
9¢M T Y T I H D K G L $ T M I D WU RNIRD S Y G K S I S S K N 125

376 CGTGCCCAGCTTTACCGTTTAAGAAAATGGCAGCGTAGAATCCGTGTAAGTAACGCAACCGAAAGAAACCTGGCTTTTGCACTTTCAGAA 465
126 R A Q L ¥ R L R X W Q R R I R V 8 N A T E R N L A F A L S E 155
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466 CTTGACAGGATGGCTTCGGCTCTCGGTCTTCCGAGGACTGTCAGGGAGACAGCAGCAGTTGTCTATAGAAAAGCTGTGGACAAGAACCTC 555
16 L. D R M A S A L G L P R T V R E T A A V V Y R K A V D K N L 185

556 ATCCGTGGAAGAAGCATTGAAGGTGTAGCCGCAGCAGCACTATATGCAGCCTGCCGCCAGTGCAGTGTCCCGAGGACCCTTGACGAGATC 645
186 I R G R S I E G V A A A A L Y A A C R Q C S V P R T L D E I 215

646 GAAGAGGTTTCCAGGGTAAGCAGGAAAGAAATCGGAAGAACTTACCGTTTTATTTCCAGAGAACTTGCCTTGAAGCTCATGCCCACCTCT 735
216 E E v $S R VvV S R K E I G R T Y R F I 8 R E L A L K L M P T S 245

736 CCAATCGACTATGTCCCAAGGTTCTGCTCCGGGCTTAACCTGAAAGGAGAAGTCCAGTCCAAGAGCGTTGAGATCCTCAGGCAGGCTTCG 825
246 P I D Y V P R F C $ G L NL K G E V Q S K s VvV E I L R Q A S 275

826 GAAAAAGAACTCACAAGCGGAAGAGGCCCCACAGGAGTTGCCGCAGCAGCAATTTACATTGCATCCATTCTTTGCGGAGAGCGCAGGACT 915
276 E K E L. T s G R G P T G V A A A A I Y I A s I L C G E R R T 305

916 CAGCGTGAAGTTGCAGATGTTGCCGGGGTCACGGAAGTCACCATCAGGAACAGGTATAAAGAGCTTGCAGAAGAACTGGATATCGAGATT 1005
306Q R E V A D V A G V T E V T I R N R Y K E L A E E L D I E I 335

1006 ATCCTCTAAATCTTTCTTCTTTTTTTTCAGCCAGGCTGATTGATGTTCTTCAGGCAGACAGAGGGTTGAATGTGCCCTCTTTTTCTTCCC 1095

336 I L © >>>>> <<<<< 337
1 1
> >>>> << <
2 2

Abb. 9: Nukleotidsequenz des Methanosarcina mazei S-6 tfb Gens und die abgeleitete Aminosiuresequenz
von TFB

Die Nummerierung der Nukleotide und Aminosduren erfolgt relativ zum Translationsstart. Das Startcodon und
das Stopcodon sind fett gedruckt. Das vermutliche BRE, die vermutliche TATA-Box und die vermutliche
Ribosomenbindungsstelle (RBS) sind eingerahmt und benannt. Nukleotide die mit der entsprechenden
Konsensussequenz iibereinstimmen sind mit einem Stern gekennzeichnet. Das potentielle Terminationssignal ist
unterstrichen und mit 1 und 2 bezeichnete ,,inverted repeats” werden durch Pfeile angezeigt. Die Elemente des
Zinkfinger-Motivs sind durch dunkle Schattierung und das Helix-Turn-Helix-Motiv ist durch helle Schattierung
markiert.

Die ermittelte Sequenz des b Gens von Methanosarcina mazei S-6 wird in Abb. 9 gezeigt.
Das Startcodon des #b Gens ist ATG und das Stopcodon ist TAA. Die Sequenz des
vermutlichen BRE lautet 5’-CGAGT-3" und liegt wie beim thp Gen von Methanosarcina
mazei S-6 etwas weiter stromaufwérts der TATA-Box als es die Konsensussequenz angibt.
Die Sequenz der vermutlichen TATA-Box entspricht mit 5’-TTTATATA-3 exakt ihrer
Konsensussequenz und die vermutliche Ribosomenbindungsstelle mit der Sequenz 5’-
AGGTGA-3" entspricht ebenfalls genau ihrer Konsensussequenz. EIf Nukleotide
stromabwérts des Stopcodons beginnt eine Folge von acht Thymin-Resten, die ein
Terminationssignal der Transkription darstellen konnte. Stromabwirts des Stopcodons
konnten auch zwei mit 1 und 2 bezeichnete ,,inverted repeats* gefunden werden, die ebenfalls
als Terminationssignal fungieren kdnnten.

Das tfb Gen von Methanosarcina mazei S-6 kodiert ein Protein mit 337 Aminosduren. Das
Protein besitzt ein berechnetes Molekulargewicht von 38,3 kDa und einen isoelektrischen
Punkt von 9,6. Das rekombinante TFB mit His¢-Tag besteht aus 357 Aminosduren, hat ein
berechnetes Molekulargewicht von 40,5 kDa und einen isoelektrischen Punkt von 9,8. In der
Néhe des N-Terminus des TFB Proteins konnte das Zinkfinger-Motiv CxxC-N;s-CxxC
identifiziert werden und in der Ndhe des C-Terminus wurde ein Helix-Turn-Helix-Motiv
detektiert.

Zur Bestimmung der evolutiven Distanz zwischen Methanosarcina mazei TBP bzw. TFB und
dem TBP bzw. TFB/TFIIB verschiedener Archaea und Eukarya wurden Sequenzvergleiche
auf Aminosdureebene durchgefiihrt. Diese Sequenzvergleiche wurden dann jeweils zur
Berechnung eines phylogenetischen Stammbaums verwendet. Der variable N-terminale
Bereich der eukaryellen TBP Sequenz, der bei den archaeellen TBP Sequenzen nicht
vorhanden ist, wurde bei den Sequenzvergleichen zur Erstellung des TBP Stammbaums nicht
beriicksichtigt. Zur Anfertigung des TFB/TFIIB Stammbaums wurden die vollstindigen
Sequenzen verwendet, bis auf den groBen C-terminalen Bereich der TFIIB Sequenz von
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Caenorhabditis elegans, der bei keinem anderen TFB/TFIIB vorkommt. Das #b Gen von
Methanococcus jannaschii enthdlt innerhalb der Sequenz fiir das TFB Protein die Sequenz
eines Inteins. Die Sequenz des Inteins wurde bei den Sequenzvergleichen nicht mit
einbezogen.
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Abb. 10: Phylogenetische Stammb#aume von TBP und TFB/TFIIB

Die phylogenetischen Stammbidume wurden mit dem Programmpaket HUSAR 5.0 (Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg) unter Verwendung der Programme CLUSTAL, EPROTDIST und
EFITCH konstruiert und mit dem Programm TREEVIEW dargestellt. Die vollstindigen Namen der Organismen
und die verwendeten Accession Numbers sind in Material und Methoden aufgefiihrt (I1.2.4). Die MaBstébe
geben 0,1 ausgetauschte Aminosiuren pro Position an.

Die Abb. 10 zeigt die phylogenetischen Stammbdume von TBP und TFB/TFIIB einiger
Archaea und Eukarya. Es sind die ersten Stammbéume dieser Proteine, die mit den Molekiilen
von Methanosarcina mazei auch Vertreter eines mesophilen methanogenen Archaea
enthalten. Es ist deutlich zu erkennen, dass die archaeellen Molekiile jeweils eine Gruppe
bilden, die sich jeweils von der Gruppe der eukaryellen Homologe abgrenzt. Methanosarcina
mazei TBP und TFB gliedern sich innerhalb des Zweigs der Archaea in die Untergruppe der
Molekiile anderer FEuryarchaeota ein. Die groBte Ubereinstimmung weisen die
Methanosarcina mazei Molekiile mit den Homologen von Archaeoglobus fulgidus auf.

4 Nachweis der funktionellen Aktivitit des rekombinanten
Methanosarcina mazei TBP und TFB in der in vitro Transkription

Es sollte gezeigt werden, dass die zuvor rekombinant hergestellten Proteine TBP und TFB
von Methanosarcina mazei im in vitro Transkriptionssystem funktionell aktiv sind. Hierfiir
wurde das zellfreie Methanococcus thermolithotrophicus Transkriptionssystem verwendet
(FREY et al., 1990; HAUSNER & THOMM, 1993). Es wurde jeweils 99 ng rekombinantes
TBP und 75 ng rekombinantes TFB von Methanococcus thermolithotrophicus bzw. 97 ng
rekombinantes TBP und 45 ng rekombinantes TFB von Methanosarcina mazei wie in der
Tabelle der Abb. 11 angegeben eingesetzt. Als Matrize diente linearisiertes Plasmid pIC31/2,
welches die Region von — 58 bis + 131 des tRNA"* Gens von Methanococcus vannielii
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enthdlt (HAUSNER et al., 1991). Das Plasmid wurde mit der Restriktionsendonuklease Sful,
fiir die nur eine Schnittstelle vorhanden ist, im Bereich des tRNA"™ Gens geschnitten, was zu
einem ,,run-off** Transkript von 89 nt fiihrt.

+ - - = | = |+ | M1t TBP
+ + - - |- — M1t TFB
-+ + |+ 4+ | — M m TBP

- — | + ++ + M m TFB

Wi

LR ®® = <« 39nt

1 2 3 4 5 6

Abb. 11: Nachweis der funktionellen Aktivitit des rekombinanten Methanosarcina mazei TBP und TFB
im in vitro Transkriptionssystem von Methanococcus thermolithotrophicus

Autoradiogramm eines 15%igen PA-Harnstoff-Gels. Als Matrize diente linearisiertes Plasmid pIC31/2, welches
das tRNA" Gen von Methanococcus vannielii enthilt. Die GroBe des run-off Transkripts wird durch einen
Pfeil angezeigt. Im Transkriptionsansatz vorhandene Transkriptionsfaktoren werden in der Tabelle iiber den
Spuren durch ein ,+“ angegeben. ,.++“ zeigt an, dass die doppelte Menge verwendet wurde. M. t.:
Methanococcus thermolithotrophicus; M. m.: Methanosarcina mazei.

Die Abb. 11 zeigt das Ergebnis der in vitro Transkription mit rekombinanten Methanosarcina
mazei TBP und TFB im  zellfreien = Methanococcus  thermolithotrophicus
Transkriptionssystem. Beim Einsatz von Methanococcus thermolithotrophicus TBP und TFB
in der in vitro Transkription wird ein spezifisches 89 nt langes Transkript gebildet (Spur 1).
Beim Austausch des Methanococcus thermolithotrophicus TBP gegen das Methanosarcina
mazei TBP wird ebenfalls ein 89 nt langes Transkript synthetisiert (Spur 2). Die Verwendung
des Methanosarcina mazei TFB anstelle des Methanococcus thermolithotrophicus TFB ergibt
gleichfalls ein Transkript korrekter Grofe (Spur 6). Auch wenn beide Transkriptionsfaktoren
von Methanococcus thermolithotrophicus gegen TBP und TFB von Methanosarcina mazei
ausgetauscht werden, ist die Methanococcus thermolithotrophicus RNA-Polymerase in der
Lage ein spezifisches RNA-Produkt von 89 nt Lidnge zu synthetisieren (Spur 4). Eine
Verdopplung der Methanosarcina mazei TFB Menge fiihrt zu einer gesteigerten Synthese von
Transkript (Spur 5). Ohne TFB wird kein spezifisches Transkript gebildet (Spur 3).

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl das rekombinante TBP, als auch das rekombinante
TFB von Methanosarcina mazei gegen das jeweilige homologe Protein von Methanococcus
thermolithotrophicus austauschbar ist. AuBlerdem wurde nachgewiesen, dass auch beim
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Einsatz von Methanosarcina mazei TBP und TFB in der in vitro Transkription eine korrekte
Initiation der Transkription mit effizienter Bildung spezifischer Transkripte stattfindet. Damit
ist die funktionelle Aktivitdt der rekombinanten Transkriptionsfaktoren TBP und TFB von
Methanosarcina mazei nachgewiesen.

5 In vitro Transkription mit Methanosarcina mazei RNA-Polymerase

Nachdem die Transkriptionsfaktoren TBP und TFB von Methanosarcina mazei zur
Verfligung standen und ihre Aktivitit nachgewiesen worden war, sollte das zellfreie
Transkriptionssystem mit der DNA-abhéngigen RNA-Polymerase aus Methanosarcina mazei
vervollstindigt werden. Die RNA-Polymerase war bereits von einer Diplomandin unserer
Arbeitsgruppe gereinigt worden (NAJL 2000). Obwohl dabei die RNA-Polymerase im TCA-
Test eine unspezifische Aktivitdt aufwies, konnte in in vitro Transkriptionen keine spezifische
Transkription nachgewiesen werden. Bei Transkriptionsansitzen mit Methanococcus
thermolithotrophicus und Methanosarcina mazei RNA-Polymerase zusammen wurde jedoch
ein stdrkeres Signal beobachtet, als mit Methanococcus thermolithotrophicus RNA-
Polymerase allein. Es wurde vermutet, dass bei der Reinigung eine Untereinheit der RNA-
Polymerase abgetrennt wurde, die durch die Methanococcus thermolithotrophicus RNA-
Polymerase wieder zur Verfiigung gestellt wird.

Die erneute Reinigung der DNA-abhéngigen RNA-Polymerase von Methanosarcina mazei
Goel (DSM-Stamm-Nr. 3647) erfolgte wie in der Diplomarbeit beschrieben (NAJL 2000). Es
wurde 18,4 g Zellmaterial (Feuchtgewicht) aus in der logarithmischen Wachstumsphase
geernteten Einzelzellen eingesetzt. Die Zellen wurden mit einer French-Press-Zelle
aufgeschlossen und die unloslichen Bestandteile durch Ultrazentrifugation entfernt. Die
Reinigung der RNA-Polymerase erfolgte iiber Anionen-Austausch-Chromatographie mit
einer DEAE-Cellulose-Séule, Affinitdtschromatographie mit einer Heparin-Sepharose-Saule
und Anionen-Austausch-Chromatographie mit einer MonoQ-Sdule wunter anaeroben
Bedingungen. Eine abschlieBende Gelfiltration mit einer Superdex-200-Sdule wurde nicht
durchgefiihrt, um die Abtrennung einer Untereinheit der RNA-Polymerase zu verhindern, wie
es zuvor bei der Gelfiltration beobachtet worden war. Nach den einzelnen Reinigungsschritten
wurden die gesammelten Fraktionen mittels TCA-Test auf unspezifische RNA-Polymerase-
Aktivitdt getestet und die aktivsten Fraktionen jeweils vereinigt und fiir den néchsten
Reinigungsschritt eingesetzt. Nach jedem Reinigungsschritt wurde ein Aliquot der Probe zur
spateren Untersuchung auf spezifische RNA-Polymerase-Aktivitit in der in vitro
Transkription abgenommen. AbschlieBend wurden die MonoQ-Fraktionen positiv auf
unspezifische RNA-Polymerase-Aktivitit getestet (Daten nicht gezeigt).

Fiir die in vitro Transkriptionen mit der RNA-Polymerase von Methanosarcina mazei wurden
die flir unspezifische Transkription in TCA-Tests ermittelten optimierten Bedingungen
eingestellt (NAJI, 2000). Die Inkubation erfolgte also bei 45 °C mit 20 mM MgCl, und 20
mM KCI. Da die Elution des Proteins von der MonoQ-Siule mit einem KCl-Gradienten
erfolgte, wurde fiir jede Fraktion die KCI Konzentration berechnet und beriicksichtigt. Es
wurde weiterhin je 25 pl Transkriptionsansatz 97 ng rekombinantes TBP und 45 ng
rekombinantes TFB von Methanosarcina mazei eingesetzt. Als Matrize diente linearisiertes
Plasmid pIC31/2, welches das tRNA" Gen von Methanococcus vannielii enthilt. Das
Plasmid wurde mit der Restriktionsendonuklease Sful im Bereich des tRNA"* Gens
geschnitten, woraus ein ,,run-off Transkript von 89 nt resultiert.
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In der in vitro Transkription wurde jeweils 1,0 ul des S100 (nach der Ultrazentrifugation),
vereinigte Fraktionen nach der DEAE-Siule, vereinigte Fraktionen nach der Heparin-Séule
und die MonoQ-Fraktionen 12 bis 21 getestet. Als Positivkontrolle diente 1000 ng
Methanococcus thermolithotrophicus RNA-Polymerase. Es konnte jedoch nur bei der
Positivkontrolle spezifisches Transkript detektiert werden. Bei allen untersuchten Proben mit
Methanosarcina mazei RNA-Polymerase war kein spezifisches RNA-Produkt zu beobachten
(Daten nicht gezeigt). Es konnte also, obwohl die abschlieBende Gelfiltration bei der
Reinigung der RNA-Polymerase nicht durchgefiihrt worden war und eine unspezifische RNA-
Polymerase-Aktivitdt vorhanden war, keine spezifische RNA-Polymerase-Aktivitit gezeigt
werden.

Daraufthin wurden verschiedene Parameter bei der in vitro Transkription mit den MonoQ-
Fraktionen einzeln verdndert. Es wurden grofere Mengen der MonoQ-Fraktionen eingesetzt,
das grpE Gen von Methanosarcina mazei als Matrize verwendet, die MgCl, Konzentration
von 2 mM bis 50 mM und die KCI Konzentration von 11 mM bis 150 mM variiert. Die TBP
Menge wurde bis zu 970 ng erhoht und die TFB Menge wurde bis zu 225 ng erhdht.
AuBlerdem wurden in vitro Transkriptionen mit TBP von Methanococcus
thermolithotrophicus, TFB von Methanococcus thermolithotrophicus und TBP und TFB von
Methanococcus  thermolithotrophicus  durchgefiihrt. Aber bei allen durchgefiihrten
Experimenten konnte bis auf die Positivkontrolle mit Methanococcus thermolithotrophicus
RNA-Polymerase kein spezifisches Transkript beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Eine RNAse-Aktivitit der Methanosarcina mazei Proben konnte ebenfalls ausgeschlossen
werden. Bei der in vitro Transkription mit Methanococcus thermolithotrophicus und
Methanosarcina mazei RNA-Polymerase zusammen im Ansatz konnte bei den MonoQ-
Fraktionen und den vereinigten Heparin-Sdulen-Fraktionen spezifisches Transkript detektiert
werden. Lediglich der S100 und die vereinigten DEAE-Séulen-Fraktionen lieferten
zusammen mit Methanococcus thermolithotrophicus RNA-Polymerase kein spezifisches
RNA-Produkt, was auf eine RNAse-Aktivitit dieser nur sehr grob gereinigten Proben
schlieen ldsst (Daten nicht gezeigt).

Da die Methanosarcina mazei RNA-Polymerase keine spezifische Aktivitit aufwies, wurde
beschlossen, fiir die weiteren Versuche die Methanococcus thermolithotrophicus RNA-
Polymerase einzusetzen, fiir die schon gezeigt worden war, dass sie mit den Methanosarcina
mazei Transkriptionsfaktoren TBP und TFB mit guter Effizienz spezifische Transkripte
synthetisiert.

6 Optimierung der in vitro Transkription mit Methanococcus
thermolithotrophicus RNA-Polymerase und Methanosarcina mazei TBP
und TFB

Fiir in vitro Transkriptionsanalysen zur Untersuchung der Regulation der Transkription bei
Methanosarcina mazei sollte die gereinigte Methanococcus thermolithotrophicus RNA-
Polymerase mit den rekombinanten Transkriptionsfaktoren TBP und TFB von
Methanosarcina mazei eingesetzt werden. Um eine optimale Ausbeute an spezifischen
Transkripten zu erhalten wurden die Versuchsbedingungen fiir dieses zellfreie
Transkriptionssystem optimiert.

Zundchst wurde die DNA-abhidngige @ RNA-Polymerase von  Methanococcus
thermolithotrophicus, wie von FREY et al. (1990) und HAUSNER und THOMM (1993)
beschrieben, sdulenchromatographisch gereinigt (Daten nicht gezeigt). In einer in vitro
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Transkription mit dem tRNA" Gen von Methanococcus vannielii als Matrize, 96 ng TBP
von Methanosarcina mazei und 112 ng TFB von Methanosarcina mazei wurde je 1,0 pl der
erhaltenen Superdex-200-Saulen Fraktionen aus dem letzten Reinigungsschritt auf spezifische
RNA-Polymerase-Aktivitit getestet. Die Proben waren zuvor schon mittels TCA-Test positiv
auf unspezifische RNA-Polymerase-Aktivitit untersucht worden und durch SDS-PA-
Gelelektrophorese analysiert worden (Daten nicht gezeigt). Die in der in vitro Transkription
aktivsten Fraktionen 30 bis 33 wurden vereinigt und die Proteinkonzentration nach
BRADFORD (1976) mit 400 ng/ul bestimmt.

Fir die Optimierung der in vitro Transkription diente linearisiertes Plasmid pUC19, in
welches der Promotor und der Anfang des grpE Gens von Methanosarcina mazei inseriert
worden war als Matrize. Das Plasmid wurde mit der Restriktionsendonuklease Hincll, fiir die
nur eine Schnittstelle vorhanden ist, hinter dem Insert geschnitten. Die einzelnen Parameter
der in vitro Transkription wurden variiert und die Transkriptionsansitze auf 10%igen PA-
Harnstoff-Gelen analysiert. Das ermittelte Optimum wurde bei der Analyse des ndchsten
Parameters jeweils schon beriicksichtigt. Die Reihenfolge bei der Analyse der Parameter
entsprach der Reihenfolge in der folgenden Tabelle 3.

Parameter Optimum
MgCl, 4 mM
KCl 80 mM
Tris/HCI 20 mM
pH 9.0
EDTA 0,2 mM
DTT 6 mM
M. m. TBP 125 ng
M. m. TFB 84 ng
DNA (2988 bp) 150 ng
M. t. RNA-Polymerase 400 ng
ATP/CTP/GTP je 20 uM
UTP 1 uM
Zeit 30 min

Tab. 3: Ermittelte Optima fiir die Versuchsbedingungen der in vitro Transkription mit Methanococcus
thermolithotrophicus RNA-Polymerase und Methanosarcina mazei TBP und TFB

In der linken Spalte ist jeweils der untersuchte Parameter und in der rechten Spalte das fiir diese Variable
ermittelte Optimum angegeben. Die Angaben beziehen sich auf einen mit Milli-Q H,O auf 25 pl aufgefiillten
Transkriptionsansatz. M. t.: Methanococcus thermolithotrophicus; M. m.: Methanosarcina mazei.

Eine langere Inkubation als 30 min ergab zwar eine erhohte Menge Transkript, aber eine
Inkubation fiir 30 min wurde als ausreichend erachtet. Der Austausch von KCl gegen NaCl
ergab eine verringerte Ausbeute an Transkript. Bei allen Reaktionen wurde 1,5 pCi [o-
2pJUTP (3000 Ci/mmol) eingesetzt. Die Transkriptionsansitze wurden bei 37 °C inkubiert.
Das Temperaturoptimum der Methanococcus thermolithotrophicus RNA-Polymerase betragt
zwar 55 °C (FREY et al, 1990, HAUSNER & THOMM, 1993), aber die
Transkriptionsfaktoren stammen von Methanosarcina mazei und die optimale
Wachstumstemperatur dieses Archaeons betrdgt 37 °C. Deshalb sollten auch die
anschlieenden Studien zur Regulation der Transkription bei Methanosarcina mazei bei 37 °C
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durchgefiihrt werden. Alle folgenden in vitro Transkriptionen wurden mit den ermittelten
optimalen Bedingungen durchgefiihrt.

7 In vitro Transkription der Hitzeschockgene grpE, dnaK und dnaJ von
Methanosarcina mazei

Es sollte untersucht werden, ob die Hitzeschockgene grpE, dnaK und dnaJ von
Methanosarcina  mazei im  zellfreien Transkriptionssystem mit rekombinanten
Methanosarcina mazei TBP und TFB sowie gereinigter Methanococcus thermolithotrophicus
RNA-Polymerase transkribiert werden. Die Gene liegen im Genom in der Reihenfolge 5°-
grpE-dnaK-dnaJ-3’ direkt hintereinander, werden aber in vivo monocistronisch transkribiert.
Die drei Hitzeschockgene werden in vivo unter optimalen Wachstumsbedingungen auf
niedrigem Niveau konstitutiv transkribiert. Nach einem Hitzeschock wird die Transkription
dieser Gene jedoch stark heraufreguliert (CONWAY DE MACARIO et al., 1995; CLARENS
et al., 1995).
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Abb. 12: In vitro Transkription der Hitzeschockgene grpE, dnaK und dnaJ von Methanosarcina mazei
Autoradiogramm eines 10%igen PA-Harnstoff-Gels. Die GroBe der tRNA", gdh, hsp20 und aaa+ atpase
Transkripte wird durch Pfeile angezeigt. Ebenfalls durch Pfeile angezeigt werden die grpE Transkripte und die
Banden in Spur 8 und 10. Die eingesetzte Matrizen-DNA ist iiber den Spuren angegeben.
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Die Promotoren und der jeweilige Anfang der Gene grpE, dnaK und dnaJ waren, wie in
Material und Methoden beschrieben (I1.2.7), in den Vektor pUC19 kloniert worden. Die
eingesetzte Matrizen-DNA war mit Insert jeweils ca. 3 kb groB3, und es wurde bei allen
Transkriptionsansitzen die gleiche Menge DNA eingesetzt. Die Plasmide wurden jeweils
durch Restriktionshydrolyse linearisiert, so dass es sich bei allen Transkripten um ein ,,run-
off** Transkript handelt. Die folgende Tabelle 4 charakterisiert die eingesetzten Matrizen
genauer.

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Gen tRNA" gdh hsp20 ;;l)‘(lz;—e grpE | grpE | dnaKl | dnaK1 | dnak2 | dnaK2 | dnaJ | dnaJ
Organismus | M. v. P.f P.f P.f Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | Mm | M m. | M m.
Plasmid | pIC31/2 | pLUW479 | uphsp20 [ upatpase | pUC19 | pUC19 | pUC19 | pUC19 | pUC19 [ pUCI19 | pUC19 | pUC19
RE Sful BamHI Xbal Kpnl | Hincll | Hindl11 | Hincll | Hindlll | Hincll | Hindlll | Hincll | Pael
Transkript-| g, 173 145 165 | ca. 146 | ca. 166 | ca. 186 | ca. 206 | ca. 186 | ca. 206 | ca. 169 | ca. 179
liinge [nt]

Tab. 4: Matrizen-DNA

In der ersten Zeile ist die entsprechende Spur des Autoradiogramms angegeben, in der zweiten Zeile ist das
verwendete Gen genannt, in der dritten Zeile wird der Organismus erwéhnt aus dem das Gen stammt und in der
vierten Zeile ist das Plasmid angegeben, in welches der Promotor und der Anfang des Gens inseriert wurden. In
der flinften Zeile wird die Restriktionsendonuklease angegeben mit der das Plasmid geschnitten wurde, und in
der sechsten Zeile ist die daraus resultierende Transkriptlinge erwahnt. M. t.: Methanococcus vannielii; P. f..
Pyrococcus furiosus; M. m.: Methanosarcina mazei; RE: Restriktionsendonuklease.

Die Transkriptionsstartpunkte der Gene tRNA"“ (HAUSNER et al., 1991), gdh (HETHKE et
al., 1996), hsp20 und aaa+ atpase (VIERKE et al., 2003) waren bekannt. Fiir diese Gene
konnte die Transkriptlinge genau bestimmt werden. Deshalb dienten diese Transkripte als
GroBenstandard auf dem Autoradiogramm. Die Transkriptionsstartpunkte der Gene grpE,
dnaK und dnaJ waren bisher nur in vivo bestimmt worden (CONWAY DE MACARIO et al.,
1995; CLARENS et al., 1995). Zur Ermittlung der ungefdhr zu erwartenden Transkriptldngen
wurden die in vivo Transkriptionsstartpunkte herangezogen. Es wurde in zwei getrennten
Ansidtzen mit zwei unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen linearisierte Matrize fiir die
in vitro Transkription der Gene grpE, dnaK und dnaJ verwendet. Ein spezifisches Transkript
besitzt damit auch bei unbekanntem Transkriptionsstart einen bekannten GroéBenunterschied
und kann so leichter von unspezifischen Produkten unterschieden werden.

82 bp stromaufwirts des in vivo Transkriptionsstarts des dnaK Gens konnte eine aufféllige
fiinffache direkte Sequenzwiederholung mit der Sequenz 5’-
ATGGAAATAACCGGCTAAACCAAAGAATTG-3’ festgestellt werden. Eine
Datenbankrecherche ergab fiir diese Sequenz zwar keine signifikante Ubereinstimmung mit
einer bekannten Sequenz, aber diese fiinffache direkte Sequenzwiederholung kurz vor dem
Promotor ldsst vermuten, dass es sich hierbei um ein regulatorisches Element handeln kdnnte.
Deswegen wurden fiir die in vitro Transkription des dnaK Gens zwei Matrizen konstruiert.
Die Matrize dnaK1 (Spur 7 und 8) enthélt diese Sequenzwiederholung, wihrend die Matrize
dnaK?2 (Spur 9 und 10) diese Sequenzwiederholung nicht aufweist.

In Spur 1 ist das tRNA"* Transkript, in Spur 2 das gdh Transkript, in Spur 3 das Asp20
Transkript und in Spur 4 das aaa+ atpase Transkript zu erkennen. Die Lage der Transkripte
zueinander im Gel korreliert gut mit ihrer berechneten GroBe. In Spur 5 und 6 sind jeweils
zwei starke Signale zu beobachten. In Spur 5 lduft die Bande ungefdhr auf der Hohe des 145
nt langen Asp20 Transkripts (Spur 3). In Spur 6 lduft die Bande zwischen dem 165 nt langen
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aaa+ atpase Transkript (Spur 4) und dem 173 nt langen gdh Transkript (Spur 2). Die Grofle
der Transkripte in Spur 5 und 6 entspricht ungeféhr der fiir das grpE Transkript mit dem in
vivo Transkriptionsstart berechneten Grofle (Tab. 4). AuBlerdem ist die fiir Spur 5 und 6 auch
bei unbekanntem Transkriptionsstart bekannte GroBendifferenz der grpE Transkripte von 20
nt gegeben (Tab. 4). Aufgrund der guten Transkriptionseffizienz, der zutreffenden Grofle und
der korrekten GroBendifferenz ist davon auszugehen, dass es sich bei den Transkripten in
Spur 5 und 6 jeweils um das grpE Transkript handelt.

In Spur 7 bis 10 mit der dnaK Matrizen-DNA im Transkriptionsansatz kann kein starkes
Signal detektiert werden. In Spur 8 und 10 sind jedoch schwache Signale auf der Hohe des
aaa+ atpase Transkripts (Spur 4) zu erkennen. In Spur 9 lauft ein sehr schwaches Signal auf
der Hohe des Asp20 Transkripts (Spur 3). Die GroBendifferenz von 20 nt (Tab. 4) fiir die
Transkripte in Spur 9 und 10 wire also gegeben. Allerdings stimmen die GroBen der
Transkripte in den Spuren 8, 9 und 10 nicht mit den fiir die dnaK Transkripte mit dem in vivo
Transkriptionsstart berechneten GroéBen iiberein (Tab. 4). Die Verwendung der Matrizen-
DNA mit der fiinffachen direkten Sequenzwiederholung stromaufwérts des Promotors (Spur 7
und 8) hatte keinen nennenswerten Einfluss im Vergleich zur Matrizen-DNA ohne diese
Sequenzwiederholung (Spur 9 und 10). Aufgrund der schwachen Transkriptionseffizienz und
der abweichenden Grofe der Transkripte konnte es sich bei den in den Spuren 7 bis 10
detektierten Signalen auch um unspezifische Produkte handeln. In den Spuren 11 und 12 kann
kein Transkript detektiert werden. Das dnaJ Gen ldsst sich also in vitro nicht transkribieren.

Es konnte gezeigt werden, dass sich das grpE Gen im zellfreien Transkriptionssystem mit
guter Effizienz transkribieren ldsst. Beim dnaK Gen ldsst sich nur ein sehr schwaches
Transkript beobachten, wobei es sich hierbei auch um ein unspezifisches Produkt handeln
konnte. Das dnaJ Gen ldsst sich im in vitro Transkriptionssystem nicht transkribieren.

8 Vorversuch zur Affinititsreinigung von Proteinen mit immobilisierter
DNA

Aus zellfreiem Extrakt von hitzegeschockten und nicht hitzegeschockten Methanosarcina
mazei Zellen sollten mit immobilisierter doppelstrangiger DNA potentielle Repressor- oder
Aktivatorproteine der Transkription der Methanosarcina mazei Hitzeschockgene isoliert
werden. Potentielle Regulatorproteine konnten aufgrund einer eventuell vorhandenen
Bindungsstelle direkt an die DNA binden, wenn die Bindung an den DNA-TBP-TFB
Komplex oder DNA-TBP-TFB-RNA-Polymerase Komplex erfolgen sollte, konnte auch ein
solcher Komplex angeboten werden. Die DNA mit dem Promotor eines Hitzeschockgens und
einem Bereich stromauf- und stromabwairts des Promotors wird mittels PCR hergestellt.
Jeweils ein Oligonukleotid bei der PCR ist am 5’-Ende mit Biotin markiert, dadurch kann das
PCR-Produkt anschlieBend an Streptavidin-Magnetpartikel (Roche, Mannheim) gekoppelt
werden. Uber die Magnetpartikel ist dann mit einem Magnetpartikel-Separator (Roche,
Mannheim) eine selektive Pelletierung der markierten DNA mit daran gebundenen Proteinen
moglich. Der Uberstand mit allen nicht an die DNA bindenden Bestandteilen kann entfernt
und das Pellet in Waschpuffer resuspendiert werden. Nach mehrfacher Pelletierung und
anschlieBender Resuspendierung sollte nur die immobilisierte DNA mit spezifisch
gebundenen Proteinen im Ansatz verbleiben.

Zur Uberpriifung der Durchfiihrbarkeit dieses Versuchs wurde DNA des Methanosarcina
mazei grpE Promotors von Position — 173 bis + 129 verwendet. Es sollte versucht werden
TBP und TFB durch Bindung an die Promotor-DNA aus einem Ansatz zu isolieren. Die
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erfolgreiche Bindung von TBP und TFB an diese DNA wird spiter durch Gel-
Retardationsexperimente gezeigt. Als Negativkontrolle wurde ein 293 bp langes PCR-Produkt
des Vektors pUC19 verwendet. Die PCR-Produkte wurden mit dem ,,High Pure PCR Product
Purification Kit*“ (Roche, Mannheim) von nicht inkorporierten Oligonukleotiden gereinigt und
anschlieend nach Anleitung des Herstellers mit Streptavidin-Magnetpartikeln gekoppelt. Die
erfolgreiche Kopplung der Biotin-markierten DNA an die Streptavidin-Magnetpartikel wurde
auf einem Agarosegel liberpriift.

Je 5 ng TBP und TFB wurden mit 1,7 mg Streptavidin-Magnetpartikeln, an die ca. 17 pmol
DNA gekoppelt war, in 100 ul Transkriptionspuffer fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Als
Kontrollprotein wurde den Versuchsansitzen 5 pg BSA zugegeben, und als Kompetitor-DNA
war 1 pg poly (dA-dT) im Ansatz vorhanden. Die Reinigung der Proteine aus dem Ansatz
mittels der immobilisierten DNA erfolgte wie eingangs beschrieben. Die Elution der
gebundenen Proteine sollte durch eine hohe Salzkonzentration (bis zu 3 M NaCl) erfolgen,
wie es z. B. im Protokoll des ,,DNA-binding Protein Purification Kit* (Roche, Mannheim)
oder fiir einen Transkriptionsfaktor der Hefe (GABRIELSEN & HUET, 1993) beschrieben
ist. Einige Eluate wurden anschlieBend einer Mikrodialyse unterzogen, um die hohe
Salzkonzentration wieder zu beseitigen. Das Eluat wurde dann mit einer Vakuum-Zentrifuge
konzentriert, damit die gesamte Probe gelelektrophoretisch analysiert werden konnte. Es lie3
sich aber bei den auf 12%igen SDS-PA-Gelen analysierten Eluaten durch Coomassie-Blau-
Farbung und auch durch die sensitivere Silberfarbung keine signifikante Menge eingesetztes
TBP und TFB nachweisen. Auch ein Elutionsversuch mittels eines niedrigen pH-Wertes mit
100 mM NaAc pH 4.2 (REN et al,. 1994) oder eine Inkubation bei 94 °C fiir 5 min fiihrte
nicht zum Erfolg. Erst nach einer Inkubation bei 94 °C fiir 5 min mit Auftragspuffer fiir SDS-
PA-Gele (enthdlt 1% SDS), bei der auch die Bindung zwischen Streptavidin und Biotin
getrennt wird und die einzelnen Bestandteile des gesamten Komplexes frei werden, konnte
auf einem 12%igen SDS-PA-Gel neben Bestandteilen des Komplexes auch eluiertes
Zielprotein detektiert werden. Es zeigte sich jedoch, dass das Zielprotein sowohl mit der grpE
Promotor-DNA, als auch mit der pUCI19 Kontroll-DNA isoliert werden konnte. BSA
hingegen konnte erwartungsgemifl nicht mit der immobilisierten DNA aus dem Ansatz
isoliert werden. Die Isolierung des Zielproteins auch im Kontrollexperiment mit der pUC19
DNA und die nicht durchfiihrbare Elution des Proteins, ohne den gesamten Komplex zu
zerstoren, deutet auf eine unspezifische Bindung des Zielproteins an eine Komponente der
Streptavidin-Magnetpartikel hin. Dieser Versuchsaufbau war jedenfalls unter den gewéhlten
Bedingungen nicht zur Reinigung potentieller Regulatorproteine geeignet, und es musste auf
die Untersuchung des zellfreien Extrakts hitzegeschockter und nicht hitzegeschockter Zellen
verzichtet werden.

9 Bestimmung des Startnukleotids der in vitro Transkription des grpE
Gens durch Primer Extension

Bei der in vitro Transkription des grpE Gen von Methanosarcina mazei konnte ein starkes
Signal erhalten werden. Es sollte in diesem Versuch das Startnukleotid der in vitro
Transkription des grpE Gens von Methanosarcina mazei durch Primer Extension bestimmt
werden. Nach der Bestimmung des Startpunkts der Transkription ldsst sich auch die Lange
des Transkripts bei in vitro Transkriptionsversuchen genau berechnen.



111 Ergebnisse 62

A

aOada0HQr» -0+ 0

B

'—'
57-. . AGAAAACTATTTATAGAATTACAAACAATCACAGATCAGGACGAGCGAAACAGTTAGAATAATTTTATGGGGATTGATAAATG...-3°
| | | I
=27 -20 +1 +45

Abb. 13: Bestimmung des Startnukleotids der in vitro Transkription des grpE Gens von Methanosarcina
mazei durch Primer Extension

A: Autoradiogramm eines 6%igen PA-Harnstoff-Sequenzgels. G, T, A, C: Sequenzreaktionen mit dem
jeweiligen Didesoxynukleotid. Spur 1: Primer Extension Reaktion. Spur 2: Kontrolle ohne
Ribonukleosidtriphosphate im Transkriptionsansatz. Der Pfeil bezeichnet die Lange des Reverse-Transkriptase-
Produkts. Die Sequenz des Matrizen-DNA-Stranges der Transkription, ermittelt mit dem fiir Primer Extension
verwendeten Oligonukleotid, ist rechts angegeben. Dem fett gedruckten Nukleotid komplementir ist das
Startnukleotid der Transkription.

B: Sequenz der Promotorregion des grpE Gens von Methanosarcina mazei. Das mittels Primer Extension
bestimmte Startnukleotid der Transkription ist fett gedruckt und mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Position
der TATA-Box ist eingerahmt. Das Startcodon der Translation ist unterstrichen. Die Nummerierung erfolgt
relativ zum Transkriptionsstart.

Es wurde ein radioaktiv markiertes synthetisches Oligonukleotid, das komplementér zu den
Nukleotiden + 108 bis + 129 des grpE Transkripts ist, verwendet. Das Oligonukleotid wurde
bei 55 °C an das in vitro hergestellte ,run-off“ grpE Transkript hybridisiert und durch
Reverse-Transkriptase bei 37 °C verldngert. Die synthetisierte cDNA (Spur 1) wurde mit
einem Sequenzstandard auf einem PA-Harnstoff-Sequenzgel analysiert. Der Sequenzstandard
(Spuren G, A, T, C) zeigt die Sequenz des DNA-Matrizenstranges der Transkription, da das
gleiche Oligonukleotid wie bei der Primer Extension Reaktion eingesetzt wurde.

Die cDNA der Primer Extension Reaktion hat eine Lénge von 129 Nukleotiden. Die cDNA
(Spur 1) lauft auf der gleichen Hohe einer Bande des Sequenzstandards, bei dem an dieser
Position ein Guanin-Rest angezeigt wird. Bei der zur cDNA komplementidren Sequenz ist an
dieser Position ein Cytosin-Rest vorhanden. Als Startnukleotid ist somit ein Cytosin-Rest
bestimmt worden. In Spur 2 wurde als Kontrolle bei der Primer Extension Reaktion ein in
vitro  Transkriptionsansatz ~ verwendet, bei dem  die  Transkription  ohne
Ribonukleosidtriphosphate durchgefiihrt wurde. Es kann damit keine RNA synthetisiert
werden bei der in vitro Transkription und somit bei der Primer Extension Reaktion auch keine



111 Ergebnisse 63

cDNA gebildet werden. Da in Spur 2 kein Signal zu detektieren ist, ist somit nachgewiesen,
dass es sich bei dem Signal in Spur 1 tatséchlich um cDNA handelt.

Der Startpunkt der in vitro Transkription des grpE Gens von Methanosarcina mazei liegt 20
bp stromabwirts der TATA-Box und 45 bp stromaufwérts des Translationsstarts (Abb. 13B).

10 Klonierung, Expression und Reinigung von Methanosarcina mazei tfe
bzw. TFE

Zur Untersuchung des FEinflusses von Methanosarcina mazei TFE auf die in vitro
Transkription sollte das Protein rekombinant hergestellt werden. Zu diesem Zeitpunkt der
Arbeit waren die Daten der Sequenzierung des Methanosarcina mazei Goel Genoms bereits
verdffentlicht (DEPPENMEIER et al., 2002). Die Sequenz des Methanosarcina mazei tfe
Gens ist in der EMBL Nucleotide Sequence Database des European Bioinformatics Institute
(Cambridge, GroBbritannien) unter der Accession Number ,,AE013294 verfiigbar. Zur
Uberpriifung wurde die Aminosiuresequenz mit Proteindatenbanken abgeglichen. Es zeigte
sich, dass die verwendete Sequenz die hdchste Ubereinstimmung mit dem vermutlichen TFE
von Halobacterium sp. aufweist. Folgend wurden weitere TFE Proteine verschiedener
Organismen angegeben. Als Startcodon des Methanosarcina mazei tfe Gens ist ein TTG
Triplett angegeben. Im korrekten Leseraster neun Nukleotide vor diesem Triplett liegt ein
weiteres potentielles Startcodon mit der Sequenz GTG. Da nicht eindeutig ist, welches
Triplett das korrekte Startcodon darstellt, wurde das GTG Triplett gewédhlt. Die fiir die
Klonierung verwendete Sequenz des ffe Gens besitzt also am 5’-Ende zusétzlich zu der in der
Datenbank angegeben Sequenz den Sequenzabschnitt 5’-GTGAACACT-3".

Aufgrund der bekannten Sequenz des tfe Gens war es mdglich Klonierungsoligonukleotide zu
entwickeln, mit denen das #fe Gen direkt aus genomischer Methanosarcina mazei DNA
mittels PCR amplifiziert werden konnte. Es wurden die Klonierungsoligonukleotide mmtfe-
exp-f, mit einer Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease Ndel in Richtung 5°-
Ende, und mmtfe-exp-r, mit einer Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease
BamHI in Richtung 5’-Ende, eingesetzt. Zur selektiven Amplifikation des #fe Gens aus
genomischer Methanosarcina mazei S-6 DNA mit den Klonierungsoligonukleotiden wurde
die Platinum® Pfx DNA-Polymerase (Gibco™ Invitrogen, Carlsbad, USA), welche eine
Proofreading-Aktivitdt aufweist, nach Anleitung des Herstellers verwendet. Die Klonierung
des PCR-Produkts erfolgte wie fiir das ¢/b Gen von Methanosarcina mazei beschrieben. Es
wurde der Expressionsvektor pet14b benutzt und die Transformation des Expressionsvektors
mit dem inserierten ffe Gen erfolgte in E. coli JM109 Zellen. Von zwei positiv durch
,Kolonie-PCR* auf das #fe Gen getesteten Klonen wurde das Plasmid mit dem E.ZN.A.®
Plasmid Miniprep Kit I (Peqlab, Erlangen) pripariert.

Die anschlieende Sequenzierung des inserierten tfe Gens zeigte fiir beide Klone, dass die
Insertion an der gewiinschten Position erfolgt war, und dass die Sequenz mit der bei der
Genomsequenzierung von Methanosarcina mazei Goel ermittelten Sequenz fiir das #fe Gen
tibereinstimmt. Es ist zu beachten, dass fiir die Sequenzierung des Genoms der Stamm
Methanosarcina mazei Goel verwendet wurde, aber fiir die Klonierung des tfe Gens DNA des
Stamms Methanosarcina mazei S-6 eingesetzt wurde. Die ermittelte Sequenz des #fe Gens des
Stamms Methanosarcina mazei S—6 stimmt vollstdndig mit der des Stamms Methanosarcina
mazei Goel iiberein und wird in Abb. 14 gezeigt. Das klonierte tfe Gen besteht inklusive
Stopcodon aus 504 bp, die fiir 167 Aminosduren kodieren. Das Protein besitzt ein berechnetes
Molekulargewicht von 19,4 kDa und einen isoelektrischen Punkt von 5,2. Das rekombinante
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TFE mit Hise-Tag besteht aus 187 Aminosduren, hat ein berechnetes Molekulargewicht von
21,6 kDa und einen isoelektrischen Punkt von 6,7. Bei der ndiheren Analyse der abgeleiteten
Aminosduresequenz von TFE wurde im N-terminalen Bereich des Proteins ein Helix-Turn-
Helix-Motiv entdeckt. AuBerdem konnte im C-terminalen Bereich des Proteins das
Zinkfinger-Motiv CxxxC-N14-CxxC gefunden werden.

1 GTGAACACTTTGGTCGATTTAAATGACAAGGTAATTAGAGGATACCTCAGGAGCCTTGTAGGGGATGACGGGCTTAAAATGATAGAACAG 90
iM N T L VDL ND K V I R G Y L R S L V G DD G L K MTI E Q 30

91 ATGCCCGAAGGCAATGTCACGGATGAAGAAATTGCGGCGAAGACCGGAGTTCTGCTGAATACCGTGAGAAGAACTCTTTTTATACTTTAT 180
31Mm P E G N V T D E E I A A K T GGV L L N TV R R T L F I L Y 60

181 GAGAATAAATTTGCAATAGTTGTAAGGGAAAGAGATTCAAATAGCGGATGGCTGACTTATCTCTGGCATCTGGACTTTTCCGACATAGAG 270
61 E N K F A I VvV V R E R D S N S G W L T Y L W HL D F S D I E 90

271 CACCAGCTTATGAGGGAAAAGAAAAGACTGCTAAGGAATCTGAAGACCCGCCTTGAATTTGAAGAAAATCATGTATTTTACGTTTGTCCT 360
91 H ¢ L. M R E K K R L L R N L K T R L E F E E N H V F Y VvV € P 120

361 CAGGGTTGTGTTCGCCTTCTTTTTGACGAAGCAACGGAAACGGAATTTCTCTGCCCAATGTGCGGAGAAGACCTGGTTTACTATGACAAC 450
122 Q@ 6 € VvV R L L F D E A T E T E F L € P M € G E DL V Y Y D N 150

451 TCCCGTTTTGTGGGAGTTCTGAAAAAGCGCGTAGAAGCTTTGAGTTCCGCATAA 504
151 s R F v 6 Vv L, K K R V E A L S S A =& 167

Abb. 14: Nukleotidsequenz des Methanosarcina mazei S-6 tfe Gens und die abgeleitete Aminosiuresequenz
von TFE

Die Nummerierung der Nukleotide und Aminosiduren beginnt am vermutlichen Translationsstart. Die beiden
potentiellen Startcodons und das Stopcodon sind fett gedruckt. Das Helix-Turn-Helix-Motiv ist durch helle
Schattierung markiert. Die Elemente des Zinkfinger-Motivs sind durch dunkle Schattierung gekennzeichnet.

Zur Expression von TFE wurde der Expressionsvektor pet14b mit dem inserierten tfe Gen in
den E. coli Expressionsstamm BL21-CodonPlus™ (DE3)-RIL transformiert. Dieser
Zellstamm mit den zusitzlichen Kopien der Gene fiir tRNAs, die bei E. coli selten
vorkommen, wurde gewihlt, weil das #fe Gen von Methanosarcina mazei S-6 die von diesen
tRNAs erkannten Codons mit einer relativen Héiufigkeit von 33% aufweist. Die Expression
des Zielproteins wurde in zwei Erlenmeyerkolben mit je 400 ml Medium durchgefiihrt. Die
Induktion erfolgte mit 0,4 mM IPTG und die Zellen wurden nach 3 h Inkubation bei 37 °C
geerntet. Die Analyse eines mit 8 M Harnstoff aufgeschlossenen Aliquots der Probe auf
einem 12%igen SDS-PA-Gel zeigte, dass das Zielprotein erfolgreich exprimiert worden war
(Daten nicht gezeigt). Das rekombinante Methanosarcina mazei TFE wurde dann iiber den
vorhandenen Hisg-Tag durch Affinitdtschromatographie mit einer Ni-NTA-Sdule aus dem
Ultrafiltrat (S100) der mit einer French-Press-Zelle aufgeschlossenen Zellen gereinigt.
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Abb. 15: TFE von Methanosarcina mazei nach der Reinigung durch Affinititschromatographie mit der
Ni-NTA-Séule

12%iges mit Coomassie-Blau gefirbtes SDS-PA-Gel. Uber den Spuren sind die Nummern der Fraktionen nach
der Ni-NTA-Sdule angegeben. Die Fraktionen 11, 12, 19 und 25 wurden vom Fraktionskollektor nicht
gesammelt. Das Molekulargewicht der Proteine des Standards (Protein-Mix 4 und 5 von Serva, Heidelberg) wird
durch Pfeile links vom Gel angezeigt. Das Molekulargewicht des Methanosarcina mazei TFE mit Hisg-Tag wird
durch einen Pfeil rechts vom Gel angezeigt.

Die Abb. 15 zeigt das Ergebnis der Reinigung von TFE mit der Ni-NTA-Sdule. Das
berechnete Molekulargewicht des Methanosarcina mazei TFE mit Hise-Tag betrigt 21,6 kDa.
Es ist zu erkennen, dass die Elution des Zielproteins von der Ni-NTA-S&ule iiber einen weiten
Bereich erfolgte. Alle auf dem SDS-PA-Gel analysierten Fraktionen enthalten das Zielprotein.
Die hochste Proteinkonzentration liegt in Fraktion 15 vor. In den davor und danach
gesammelten Fraktionen sinkt die Proteinkonzentration mit abnehmender bzw. zunehmender
Fraktionsnummer. Bis Fraktion 17 sind starke Nebenbanden zu beobachten, ab Fraktion 18
sind die Nebenbanden deutlich schwécher, und ab Fraktion 22 sind kaum noch Nebenbanden
zu detektieren. In den Fraktionen mit den hdchsten Proteinkonzentrationen war am néichsten
Tag Protein ausgefallen. Diese Fraktionen wurden zentrifugiert und die im Uberstand geldste
Proteinmenge nach BRADFORD (1976) bestimmt. Es zeigte sich, dass nur ein Teil des
Proteins ausgefallen war. Auch eine Analyse des Uberstands dieser Fraktionen auf einem
12%igen SDS-PA-Gel ergab, dass sich bei allen analysierten Fraktionen noch ungefahr gleich
viel TFE im Uberstand nachweisen lisst (Daten nicht gezeigt), wihrend einen Tag zuvor
unterschiedliche Mengen TFE vorhanden gewesen waren. Unter den gewéhlten Bedingungen
war die Menge des Proteins, das sich in Losung befindet offenbar stark begrenzt. Dieser
Effekt war zuvor auch schon beim Methanosarcina mazei TFB beobachtet worden.

Da das Zielprotein in den Fraktionen 22, 23, 24, 26 und 27 weitgehend rein vorliegt und in
diesen Fraktionen auch kein ausgefallenes Protein zu beobachten war, wurde entschieden,
diese Fraktionen fiir die in vitro Transkriptionsexperimente zu verwenden. Die Fraktion 27 ist
in der Abb. 15 nicht enthalten, sie wurde auf einem weiteren nicht gezeigten SDS-PA-Gel
analysiert. Sie wies anndhernd die gleiche Proteinkonzentration und Reinheit wie die Fraktion
26 auf. Die Fraktion 25 war vom Fraktionskollektor nicht gesammelt worden. Aufgrund der
mit einem Imidazolgradienten durchgefiihrten Elution von der Ni-NTA-Sdule wurden die
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vereinigten Fraktionen 22, 23, 24, 26 und 27 zur Entfernung des Imidazols gegen TENal0 pH
7.5 dialysiert. Die Proteinkonzentration der gegen TENalO pH 7.5 vereinigten Fraktionen 22,
23, 24, 26 und 27 wurde nach BRADFORD (1976) mit 335 ng/ul bestimmt. Es konnte
insgesamt ca. 840 pg Protein gewonnen werden. Das rekombinante TFE von Methanosarcina
mazei wurde dann aliquotiert bei —70 °C eingefroren.

11 In vitro Transkription mit Methanosarcina mazei TFE

Es sollte der Einfluss des rekombinanten Transkriptionsfaktors TFE aus Methanosarcina
mazei auf die in vitro Transkription untersucht werden. Es konnte bisher fiir das TFE einiger
Archaea gezeigt werden, dass es die in vitro Transkription stimulieren kann, so z. B. bei
Sulfolobus solfataricus und Methanobacterium thermoautotrophicum (BELL et al. 2001;
HANZELKA et al. 2001). Es sollte nun untersucht werden, ob TFE aus Methanosarcina
mazei die in vitro Transkription ebenfalls stimulieren kann.

11.1 Wirkung des Transkriptionsfaktors TFE aus Methanosarcina mazei auf die in vitro
Transkription

Als Matrize fiir die in vitro Transkription diente linearisiertes Plasmid pUC19, in welches der
Promotor und der Anfang des grpE Gens von Methanosarcina mazei inseriert worden war.
Der Transkriptionsstartpunkt des untersuchten grpE Gens war vorher durch Primer Extension
bestimmt worden, so dass bei einer Restriktionshydrolyse der Matrize mit Hincll ein ,,run-
off* Transkript mit 146 nt erwartet wurde. Es wurde bei den Ansdtzen jeweils ein
Pufferausgleich mit dem Puffer, in dem TFE vorliegt, vorgenommen, so dass die
Bedingungen in den Ansétzen bis auf die TFE Menge identisch waren.

TFE [ng]

*SeBW

1 2 3 4

335
1005
1675

Abb. 16: Wirkung unterschiedlicher Mengen des Transkriptionsfaktors TFE aus Methanosarcina mazei
auf die in vitro Transkription des grpE Gens

Autoradiogramm eines 10%igen PA-Harnstoff-Gels. Die Menge des eingesetzten TFE ist {iber den Spuren
angegeben. Die GroBe des Transkripts wird durch einen Pfeil angezeigt.

In Abb. 16 ist der Einfluss einer steigenden Menge rekombinanten TFEs auf die in vitro
Transkription des grpE Gens aus Methanosarcina mazei dargestellt. In Spur 1 ist zu erkennen,
dass auch ohne den Einsatz von TFE eine gute Transkriptionseffizienz erreicht werden
konnte. Der Einsatz von 335 ng TFE fiihrte aber dennoch zu einer leichten Stimulierung der
Transkription (Spur 2). Die Zugabe der dreifachen und fiinffachen Menge TFE mit 1005 ng
TFE und 1675 ng TFE fiihrte jeweils zu einer weiteren leichten Stimulierung der
Transkription (Spur 3 und 4). Es konnte also gezeigt werden, dass die in vitro Transkription
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des grpE Gens, welches auch ohne TFE mit guter Effizienz transkribiert wird, durch die
Zugabe von TFE leicht stimuliert wird.

11.2 Nachweis der Aktivitiit des Transkriptionsfaktors TFE

Es wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt, um nachzuweisen, dass die Stimulierung der
Transkription in den Transkriptionsansédtzen mit TFE tatsachlich auf eine Aktivitit des TFE
Proteins zuriickzufiihren ist. Dazu wurde die in vitro Transkription mit nativen TFE und mit
denaturierten TFE durchgefiihrt. Es wurde jeweils 2100 ng TFE eingesetzt. Zur
Denaturierung des TFE erfolgte eine Inkubation bei 94 °C fiir 15 min. Vor der Zugabe des
denaturierten ~TFE zum  Transkriptionsansatz ~wurde der Denaturierungsansatz
heruntergekiihlt. Als Matrize diente die auch im vorigen Versuch eingesetzte grpE-DNA. Es
wurde bei dem Ansatz ohne TFE ein Pufferausgleich mit dem Puffer in dem TFE vorliegt
vorgenommen, so dass die Bedingungen in den Ansédtzen mit und ohne TFE identisch waren.
Die Werte der relativen Transkriptionsaktivitéit stellen die Mittelwerte aus den Daten von
zwei Experimenten dar.

-+ +* | TFE

- .. <«— 146 nt

110
100 [ |

O Transkriptionsaktivitét [%]

Abb. 17: Nachweis der Aktivitiit des Transkriptionsfaktors TFE

Autoradiogramm eines 10%igen PA-Harnstoff-Gels. Die Zugabe von 2010 ng TFE zur in vitro Transkription des
grpE Gens wird iiber den Spuren mit einem ,,+* angegeben. Das mit einem Stern (*) markierte TFE wurde vor
der Zugabe zum in vitro Transkriptionsansatz fiir 15 min bei 94 °C inkubiert. Die GroBe des Transkripts wird
durch einen Pfeil angezeigt. Das Diagramm unter den Spuren gibt die relative Transkriptionsaktivitit in
Abhéngigkeit von der TFE Zugabe an, wobei der Wert fiir die Spur ohne TFE gleich 100% gesetzt wurde.
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In Spur 1 wurde der Transkriptionsansatz ohne TFE aufgetragen. Bei dieser Spur wurde der
Wert fiir die relative Transkriptionsaktivitit gleich 100% gesetzt. Beim Einsatz von 2100 ng
nativen TFE ist eine leichte Stimulierung der Transkription zu beobachten (Spur 2). Die
relative Transkriptionsaktivitdt steigt auf 130%. Beim Einsatz von 2100 ng TFE, das vorher
fiir 15 min bei 94 °C inkubiert wurde, ist hingegen kaum eine Stimulierung der Transkription
zu detektieren (Spur 3). Der Wert fiir die relative Transkriptionsaktivitit betrdgt nur 110%.
Das der Wert fiir die relative Transkriptionsaktivitit beim Ansatz mit dem denaturierten TFE
nicht 100%, sondern 110% betrdgt, konnte daran liegen, dass nicht die gesamte TFE Menge
inaktiviert wurde oder ein Teil des TFE sich korrekt zuriickfalten konnte. Durch die
Inkubation bei 94 °C fiir 15 min ist das TFE also zum Grof3teil inaktiviert worden, und damit
nicht mehr in der Lage die Transkription zu stimulieren. Die Ansédtze von Spur 3 und 4 sind
bis auf das inaktivierte TFE absolut identisch. Die Ansidtze wurden aus einem Master Mix
pipettiert und es musste auch kein Pufferausgleich vorgenommen werden, da die gleiche
Menge TFE eingesetzt wurde. Es konnte also gezeigt werden, dass eine leichte Stimulierung
der in vitro Transkription auf die Aktivitit des nativen TFE zurlickzufiihren ist.

11.3 Einfluss des Transkriptionsfaktors TFE auf die in vifro Transkription bei
suboptimalen TBP Mengen

Es sollte untersucht werden, ob TFE die in vitro Transkription bei suboptimalen TBP Mengen
starker stimuliert als bei optimalen Transkriptionsbedingungen mit 125 ng TBP. Dazu wurden
in vitro Transkriptionen mit unterschiedlichen TBP Mengen jeweils ohne und mit 75 ng TFE
durchgefiihrt. Die Zunahme der relativen Transkriptionsaktivitit beim Einsatz von TFE wurde
fiir jede verwendete TBP Menge einzeln berechnet, wobei die Werte fiir die Spuren ohne TFE
jeweils gleich 100 % gesetzt wurden. Als Matrize diente wieder die auch in den vorigen
beiden Versuchen verwendete grpE-DNA. Es wurde bei den Ansédtzen jeweils ein
Pufferausgleich mit dem Puffer in dem TFE und TBP vorliegen vorgenommen, so dass die
Bedingungen in den Ansitzen bis auf die TFE und TBP Menge identisch waren.
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Abb. 18: Einfluss des Transkriptionsfaktors TFE auf die in vitro Transkription des grpE Gens bei
suboptimalen TBP Mengen

Autoradiogramm eines 10%igen PA-Harnstoff-Gels. Die Menge des eingesetzten TBP ist iiber den Spuren
angegeben. Dariiber wird die Zugabe von 75 ng TFE mit einem ,,+“ angezeigt. Die Grofle des Transkripts ist
durch einen Pfeil gekennzeichnet. Das Diagramm unter den Spuren gibt fiir jede TBP Menge die Zunahme der
relativen Transkriptionsaktivitidt beim Einsatz von TFE an. Die Werte fiir die Spuren ohne TFE wurden bei der
Berechnung jeweils gleich 100% gesetzt.

Die Abb. 18 zeigt in vitro Transkriptionen mit suboptimalen TBP Mengen jeweils in An- und
Abwesenheit von TFE. Bei den Transkriptionsansédtzen ohne TBP kann weder mit noch ohne
TFE eine Bande beobachtet werden (Spur 1 und 2). Auch nach lingerer Exposition des Films
war kein Transkript zu detektieren (Daten nicht gezeigt). TBP ist also essentiell fiir die in
vitro Transkription und kann nicht durch TFE ersetzt werden. Da kein Transkript synthetisiert
wird ist gleichzeitig nachgewiesen, dass das eingesetzte rekombinante TFE keine TBP
Verunreinigung aufweist (Spur 2).

Beim Einsatz von 2,5 ng TBP steigt die relative Transkriptionsaktivitdt durch die Zugabe von
TFE um 304% im Vergleich zum Transkriptionsansatz ohne TFE (Spur 3 und 4). Die Bande
in Spur 3 ist auf dem prisentierten Autoradiogramm schwer zu erkennen, konnte aber auf
einem lénger exponierten Film und bei der Auswertung mit dem Phosphorlmager (FLA-5000,
Fujifilm) und dazugehoriger Software (Aida Image Analyzer, Raytest) eindeutig detektiert
werden. Bei 5 ng TBP steigert TFE die relative Transkriptionsaktivitidt um 259% (Spur 5 und
6) und bei 25 ng TBP steigert TFE die relative Transkriptionsaktivitdt noch um 101% (Spur 7
und 8). Eine Zunahme der relativen Transkriptionsaktivitit ist bei 75 ng TBP mit 8% (Spur 9
und 10) und 125 ng TBP mit 11% (Spur 11 und 12) jedoch kaum noch festzustellen. Es wurde
also nachgewiesen, dass TFE die in vitro Transkription bei suboptimalen TBP Mengen
deutlich stiarker stimuliert als bei optimaler TBP Menge.

Eine drastisch stirkere Stimulierung der Transkription durch TFE ist vor allem bei den sehr
geringen TBP Mengen 2,5 ng und 5 ng zu beobachten (Spur 3 bis 6). Die Transkription wird
um den Faktor 3 bzw. 2,6 stimuliert. Bei 25 ng TBP verdoppelt sich die
Transkriptionsaktivitit noch (Spur 7 und 8), wihrend bei der immer noch suboptimalen TBP
Menge von 75 ng TBP kaum noch eine Stimulierung zu beobachten ist (Spur 9 und 10),
genauso wie bei der optimalen TBP Menge von 125 ng (Spur 11 und 12). Es konnte also
gezeigt werden, dass der Stimulierungseffekt durch TFE mit abnehmender TBP Menge
zunimmt.

12 In vitro Transkription und Gel-Retardation mit dem potentiellen
Repressor AmtR aus Methanosarcina mazei

In dem etablierten zellfreien in vitro Transkriptionssystem mit den rekombinant hergestellten
basalen Transkriptionsfaktoren TBP und TFB aus Methanosarcina mazei und der gereinigten
RNA-Polymerase aus Methanococcus thermolithotrophicus sollte der Einfluss des
potentiellen Regulatorproteins AmtR aus Methanosarcina mazei auf die Transkription des in
vivo in Abhingigkeit vom Stickstoffangebot transkribierten glnK Gens aus Methanosarcina
mazei untersucht werden. Bei den ersten mit AmtR durchgefiihrten in vitro Transkriptionen
konnte allerdings unabhédngig vom untersuchten Gen mit zunehmender AmtR Konzentration
im Transkriptionsansatz eine Abnahme der Transkriptmenge beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Um die Moglichkeit auszuschlieBen, dass der beobachtete Effekt auf einer RNAse
Kontamination der AmtR Charge beruht und nicht auf eine Hemmung der Transkription
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zuriickzufiihren ist, sollte AmtR unter Transkriptionsbedingungen mit der RNA des grpE
Transkripts inkubiert werden. AuBlerdem war auf dem Autoradiogramm einiger in vitro
Transkriptionen, bei denen die Ansdtze AmtR enthielten, eine Bande hoheren
Molekulargewichts deutlich oberhalb der Bande des freien Transkripts zu detektieren (Daten
nicht gezeigt). Es wurde deshalb vermutet, dass AmtR in der Lage ist an die RNA zu binden
und eine Retardation erzeugt. Mit dem folgenden Versuch kann geklirt werden, ob die AmtR
Charge eine RNAse Aktivitdt aufweist und ob AmtR eine Retardation induzieren kann.

12.1 Test auf RNAse Aktivitit der AmtR Charge und Gel-Retardation von RNA durch
AmtR

Als Matrize fiir die in vitro Transkription diente linearisiertes Plasmid pUC19, in welches die
Region stromaufwiérts des grpE Gens von Methanosarcina mazei mit dem Promotor und dem
Anfang des Gens inseriert worden war. Das Plasmid war mit der Restriktionsendonuklease
Hincll, fiir die nur eine Schnittstelle vorhanden ist, hinter dem Insert geschnitten, was zu
einem 146 nt ,,run-off* Transkript fiihrt. Das rekombinante AmtR Protein wurde von Frau Dr.
Schmitz-Streit gereinigt zur Verfiigung gestellt. Durch SDS-PA-Gelektrophorese mit
anschlieender Coomassie-Blau-Farbung des Gels wurde die Reinheit iiberpriift. Es konnten
keine weiteren Banden als die 22 kDa Bande des AmtR Proteins detektiert werden (Daten
nicht gezeigt).
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Abb. 19: Test der AmtR Charge auf RNAse Aktivitit und Gel-Retardation von RNA durch AmtR
Autoradiogramm eines 10%igen PA-Harnstoffgels. Die Zugabe von AmtR und die Durchfithrung einer
Phenolextraktion nach Inkubation ist iiber den Spuren angegeben. Die GroBle des Transkripts wird durch einen
Pfeil angezeigt. Der AmtR-RNA Komplex ist ebenfalls mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Spur 1: Transkriptionsansatz

Spur 2: Transkriptionsansatz aus Spur 1 nach Phenol-Chloroform-Extraktion, Ethanol-Féillung und Resuspendierung im
Ausgangsvolumen Transkriptionspuffer

Spur 3: Aliquot des grpE Transkripts aus Spur 2 nach Inkubation fiir 30 min bei 37 °C mit Puffer
Spur 4: Aliquot des Ansatzes aus Spur 3 nach Phenolextraktion
Spur 5: Aliquot des grpE Transkripts aus Spur 2 nach Inkubation fiir 30 min bei 37 °C mit 377 ng/ul AmtR

Spur 6: Aliquot des Ansatzes aus Spur 5 nach Phenolextraktion
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In Spur 1 der Abb. 19 kann man das 146 nt Transkript des grpE Gens von Methanosarcina
mazei erkennen. In Spur 2 ist eine geringere Menge Transkript als in Spur 1 zu erkennen. Bei
der Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanol-Fillung ist es nicht zu vermeiden, dass ein
Teil der Probe verloren geht, und da das Prazipitat im Ausgangsvolumen Transkriptionspuffer
aufgenommen wurde, ist die Konzentration etwas geringer.

Bei den Ansédtzen aus Spur 3 und 4 wurde das grpE Transkript aus dem Ansatz von Spur 2 fiir
30 min bei 37 °C mit der Menge Puffer inkubiert, mit der auch AmtR fiir die Ansitze von
Spur 5 und 6 zugegeben wird. Dies wurde als Kontrolle durchgefiihrt, um eine Beobachtung
in Spur 5 und 6 als Puffereffekt auszuschlieBen. In Spur 3 ist keine Verdnderung zu Spur 2 zu
erkennen, womit ein Puffereffekt fiir Spur 5 ausgeschlossen ist. Auch eine anschlieBende
Phenolextraktion bewirkt, wie erwartet, keine Verdnderung (Spur 4). Da in Spur 3 und 4
keine Neusynthese von Transkript zu beobachten ist, ist gleichzeitig nachgewiesen, dass die
Phenol-Chloroform-Extraktion (nach Spur 1) erfolgreich war und die Proteine (TBP, TFB und
RNA-Polymerase) wirkungsvoll aus dem Transkriptionsansatz entfernt wurden.

Bei den Ansédtzen aus Spur 5 und 6 wurde das grpE Transkript aus dem Ansatz von Spur 2 fiir
30 min bei 37 °C mit 377 ng/ul rekombinanten AmtR inkubiert. In Spur 5 ist im Vergleich zu
den Spuren 2, 3 und 4 eine starke Abnahme der Bandenintensitdt auf der Laufhéhe des freien
grpE Transkripts zu erkennen. Dafiir kann eine Bande deutlich weiter oben im Gel detektiert
werden, die bei den anderen Spuren nicht vorkommt. Diese Bande konnte nach mehrmaliger
Durchfiihrung des Versuchs sicher bestitigt werden. Hierbei handelt es sich um eine
Retardation des grpE Transkripts durch das AmtR Protein. Nach Phenolextraktion des
Ansatzes zur Entfernung des AmtR Proteins ist diese Bande nicht mehr vorhanden (Spur 6).
Dafiir ist die Bandenintensitit auf der Laufhohe des freien grpE Transkripts wieder
vergleichbar mit den Spuren 3 und 4. Durch die Phenolextraktion wird die RNA freigesetzt
und lduft wieder auf der erwarteten Hohe. Es konnte also nachgewiesen werden, dass das
AmtR Protein unter in vitro Transkriptionsbedingungen in der Lage ist an RNA zu binden und
eine Gel-Retardation induzieren kann.

AulBlerdem konnte gezeigt werden, dass die AmtR Charge keine RNAse Aktivitdt aufweist. In
Spur 5 ist die Abnahme der Bandenintensitét auf der Hohe des freien grpE Transkripts nicht
auf RNA Abbau zuriickzufiihren. Die RNA ist noch vorhanden und lduft als AmtR-RNA
Komplex retardiert im Gel. Nach der Phenolextraktion lduft die RNA wieder frei im Gel
(Spur 6), und die Bandenintensitdt der freien RNA ist vergleichbar mit der in Spur 3 und 4.

Bei allen folgenden in vitro Transkriptionsexperimenten, bei denen der Einfluss des
potentiellen Regulatorproteins AmtR auf die Transkription untersucht werden sollte, wurden
die Ansdtze nach der Transkription und vor der Zugabe von Auftragspuffer einer
Phenolextraktion unterzogen. Damit war sichergestellt, dass die gesamte RNA frei im Gel
lauft und die Intensitit der Banden vergleichbar ist um eine eventuelle Hemmung der
Transkription durch AmtR zu detektieren. AuBlerdem wurde bei allen folgenden in vitro
Transkriptionen und Gel-Retardationsexperimenten die in diesem Versuch negativ auf RNAse
Aktivitét getestete AmtR Charge verwendet.

12.2 Wirkung des AmtR Proteins auf die in vitro Transkription
Es sollte der Einfluss des AmtR Proteins aus Methanosarcina mazei auf die in vitro

Transkription des ginK Gens von Methanosarcina mazei untersucht werden. Der
Transkriptionsstartpunkt des g/nK Gens war bekannt, so dass ein Transkript mit einer Grof3e
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von 149 nt erwartet wurde. Die verwendete g/nK-DNA enthélt die potentielle AmtR
Bindungsstelle 495 bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts. Als Kontroll-Gene wurden das
tRNA" Gen von Methanococcus vannielii und das grpE Gen von Methanosarcina mazei
gewidhlt. Die Transkriptionsstartpunkte dieser Gene waren ebenfalls bekannt, es wurden
Transkripte mit einer Gréf3e von 89 nt fiir das tRNA"* Gen und 146 nt fiir das grpE Gen
erwartet. Es handelt sich bei allen drei Transkripten um ,,run-off* Transkripte. Die Werte der
relativen Transkriptionsaktivitdt stellen die Mittelwerte aus den Daten zweier unabhéngiger
Experimente dar.
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Abb. 20: Wirkung des AmtR Proteins auf die in vitro Transkription der Gene tRNA", grpE und ginK
Autoradiogramm eines 10%igen PA-Harnstoff-Gels. Spur 1 - 4: tRNA" von Methanococcus vannielii; Spur 5 —
8: grpE von Methanosarcina mazei; Spur 9 — 12: glnK von Methanosarcina mazei. Die Menge des eingesetzten
AmtR ist {iber den Spuren angegeben. Es wurde jeweils ein Ausgleich mit dem Puffer in dem AmtR vorliegt
durchgefiihrt, so dass die Ansétze bis auf die AmtR Menge identisch waren. Die Grofle der Transkripte wird
durch Pfeile angezeigt. Das Diagramm unter den Spuren gibt die relative Transkriptionsaktivitit in Abhdngigkeit
von der AmtR Menge an, wobei die Werte fiir die Spuren ohne AmtR jeweils gleich 100% gesetzt werden.

In Spur 9 — 12 der Abb. 20 wird die Wirkung einer steigenden Menge AmtR auf die in vitro
Transkription des g/nK Gens von Methanosarcina mazei gezeigt. Bereits beim Einsatz von
1500 ng AmtR ist ein deutlicher Hemmeffekt zu beobachten. Die relative Transkriptionsrate
betrdgt nur noch 40%. Beim Einsatz von 3000 ng AmtR betrédgt die relative Transkriptionsrate
noch 15% und der Einsatz von 4500 ng AmtR fiihrt zur fast vollstindigen Hemmung der
Transkription mit einem Wert fiir die relative Transkriptionsrate von 3%.



111 Ergebnisse 73

In Spur 1 — 4 ist zu erkennen, dass AmtR auch die in vitro Transkription des tRNA"* Gens
von Methanococcus vannielii hemmt. Bei 1500 ng AmtR betrigt die relative
Transkriptionsrate 60%, bei 3000 ng AmtR 20% und bei 4500 ng AmtR 6%. Es ist zwar
deutlich eine Hemmung zu beobachten, aber der Hemmeffekt ist nicht so ausgepragt wie beim
glnK Gen.

Der Einfluss von AmtR auf die in vitro Transkription des grpE Gens von Methanosarcina
mazei ist in den Spuren 5 — 8 dargestellt. Durch den Einsatz von 1500 ng AmtR sinkt die
relative Transkriptionsaktivitdt auf 78%. Bei 3000 ng AmtR ist mit 48% fast nur noch die
Hilfte der relativen Transkriptionsaktivitit gegeben und bei 4500 ng AmtR sind es noch 23%.
Der Hemmeftfekt von AmtR auf die in vitro Transkription des grpE Gens ist zwar vorhanden,
aber viel geringer als beim g/nK Gen.

Der bei allen drei Genen beobachtete Effekt ist eindeutig auf eine Hemmung der
Transkription zuriickzufiihren. Eine RNAse Aktivitdt der AmtR Charge konnte mit dem zuvor
beschriebenen Versuch ausgeschlossen werden. Die RNA lduft auch frei im Gel, da vor dem
Auftrag auf das Gel eine Phenolextraktion durchgefiihrt wurde. Es ist also ebenfalls
ausgeschlossen, dass eine Teilmenge des Transkripts mit AmtR retardiert im Gel 14uft. Eine
spezifische Hemmung der in vitro Transkription des g/lnK Gens konnte aber nicht eindeutig
gezeigt werden, da auch die Transkription der beiden als Kontrolle gedachten Gene tRNA"
und grpE gehemmt wird. Auch die in vitro Transkription der Gene 16S ¥rRNA, gdh, hsp20 und
aaa” atpase von Pyrococcus furiosus wird durch AmtR inhibiert (Daten nicht gezeigt).

12.3 Einfluss verschiedener Vorinkubationen auf die in vitro Transkription des ginK
Gens

Es sollte geklirt werden, ob eine Vorinkubation der DNA mit AmtR die Reprimierung der in
vitro Transkription des glnK Gens von Methanosarcina mazei verstirkt bzw. ob eine
Vorinkubation der DNA mit TBP, TFB und der RNA-Polymerase den Hemmeffekt
verringert. AuBerdem sollte der Einfluss einer Vorinkubation der DNA mit TBP und TFB und
einer anschlieBenden Vorinkubation mit AmtR vor der Zugabe der RNA-Polymerase auf die
in vitro Transkription des g/nK Gens untersucht werden. Dies wurde durchgefiihrt, um zu
betrachten, ob AmtR die Anlagerung der RNA-Polymerase an den DNA-TBP-TFB Komplex
behindert. Es werden die relativen Transkriptionsraten der drei Versuchslinien miteinander
verglichen, um eine stirkere oder geringere Inhibierung der in vitro Transkription zu
ermitteln. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen kdnnten Hinweise auf den Ort der Bindung
des AmtR Proteins liefern. Als Matrize diente die auch im vorigen Versuch verwendete g/nK-
DNA, welche die Sequenz der potentiellen AmtR Bindungsstelle 495 bp stromaufwiérts des
Transkriptionsstarts enthélt.
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Abb. 21: Einfluss einer Vorinkubation der DNA mit AmtR oder Proteinen des Transkriptionsapparates
auf die in vitro Transkription des ginK Gens von Methanosarcina mazei

Autoradiogramm eines 10%igen PA-Harnstoff-Gels. Die Menge des eingesetzten AmtR ist iiber den Spuren
angegeben. Es wurde jeweils ein Ausgleich mit dem Puffer in dem AmtR vorliegt durchgefiihrt, so dass die
Ansitze bis auf die AmtR Menge identisch waren. Direkt dariiber ist angegeben, welche Proteine bei der ersten
und anschliefenden zweiten Vorinkubation zur DNA zugegeben wurden. Die Vorinkubationen erfolgten jeweils
10 min bei 37 °C. Die Grofle des Transkripts wird durch einen Pfeil angezeigt. Das Diagramm unter den Spuren
gibt die relative Transkriptionsaktivitdt in Abhdngigkeit von der AmtR Menge an, wobei die Werte fiir die
Spuren ohne AmtR jeweils gleich 100% gesetzt werden.

In den Spuren 1 - 4 der Abb. 21 sind die Auswirkungen einer Vorinkubation der DNA mit
verschiedenen AmtR Mengen auf die in vitro Transkription des g/inK Gens von
Methanosarcina mazei zu betrachten. Die relative Transkriptionsrate sinkt bei Zugabe von
1500 ng AmtR auf 35%, bei 3000 ng AmtR auf 10% und bei 4500 ng AmtR auf 2%. Der
Effekt einer Vorinkubation der DNA mit TBP, TFB und RNA-Polymerase auf die in vitro
Transkription dieses Gens mit unterschiedlichen AmtR Mengen ist in den Spuren 5 — 8
dargestellt. Die relative Transkriptionsrate betrdgt bei 1500 ng AmtR 41%, bei 3000 ng AmtR
10% und bei 4500 ng AmtR 2%. Es fallt auf, dass die Werte der relativen Transkriptionsrate
sehr dhnlich zu den Werten von Spur 1 — 4 sind. Die Spuren 9 — 12 zeigen den Einfluss einer
Vorinkubation der DNA mit TBP und TFB und einer anschliefenden zweiten Vorinkubation
bei der zusitzlich unterschiedliche AmtR Mengen im Ansatz vorhanden sind auf die in vitro
Transkription von g/nK. Die Werte fiir die relative Transkriptionsrate betragen bei 1500 ng
AmtR 42%, bei 3000 ng AmtR 11% und bei 4500 ng AmtR 2%. Die bei den drei
Versuchslinien ermittelten Werte fiir die relative Transkriptionsrate differieren kaum. Das
molare Verhéltnis von DNA zu AmtR war identisch mit den Werten des vorigen Versuchs,
und es ist zu erkennen, dass die Werte der relativen Transkriptionsraten aller drei
Versuchsreihen sehr dhnlich zu den im vorigen Versuch ermittelten Werten fiir g/nK sind.
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Es konnte gezeigt werden, dass AmtR wahrscheinlich nicht spezifisch an den Promotor des
glnK Gens von Methanosarcina mazei bindet. Wenn AmtR an die Promotorregion des g/nkK
Gens binden wiirde, konnte man erwarten, dass die Hemmung der in vitro Transkription nach
Vorinkubation mit AmtR stérker ausgepragt ist als nach Vorinkubation mit TBP, TFB und der
RNA-Polymerase. Aullerdem wird durch AmtR vermutlich nicht die Anlagerung der RNA-
Polymerase an den DNA-TBP-TFB Komplex, zur Ausbildung des vollstindigen
Préinitiationskomplexes, behindert. Die Vorinkubation mit TBP und TFB ermdoglichte die
Ausbildung des DNA-TBP-TFB Komplexes, wenn AmtR sich an diesen Komplex anlagern
wiirde oder an die DNA in der Néhe dieses Komplexes bindet und dadurch die Anlagerung
der RNA-Polymerase behindert, miissten die Werte fiir die relative Transkriptionsaktivitit
niedriger sein als bei Vorinkubation mit TBP, TFB und RNA-Polymerase, da sich dort schon
ein vollstandiger Priinitiationskomplex ausbilden konnte.

12.4 Gel-Retardation mit unterschiedlichen AmtR Mengen

In in vitro Transkriptionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass AmtR die Transkription
inhibiert. Um die Funktionsweise von AmtR zu untersuchen, wurden Gel-
Retardationsexperimente durchgefiihrt. Mit Gel-Retardationsexperimenten konnen die
Bindungseigenschaften von Proteinen an Nukleinsduren untersucht werden. Das
Laufverhalten der Nukleinsdure in der Gelmatrix wird durch gebundene Proteine verdndert. Je
mehr Proteine an die Nukleinsdure gebunden sind, desto stirker wird die Nukleinsdure in
threm Laufverhalten retardiert. Mit diesem Versuch sollte der Einfluss des AmtR Proteins auf
die Bindung von TBP und TFB an den Promotor des g/nK Gens von Methanosarcina mazei
untersucht werden. Die Abb. 22. zeigt das Ergebnis des Experiments.
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Abb. 22: Einfluss von unterschiedlichen AmtR Mengen auf das Laufverhalten der DNA und des DNA-
TBP-TFB Komplexes

Autoradiogramm eines 5%igen nativen PA-Gels. Die eingesetzte Menge AmtR ist direkt {iber den Spuren
angegeben. Dariiber wird im Versuchsansatz vorhandenes TBP (1740 ng) und TFB (224 ng) mit einem ,+*
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angezeigt. Es wurde jeweils ein Ausgleich mit den Puffern in denen TBP, TFB und AmtR vorliegen
durchgefiihrt, so dass die Ansdtze bis auf die eingesetzten Proteine identisch waren. Die auf dem
Autoradiogramm sichtbare freie DNA und die DNA-Protein Komplexe sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Das
Gel-Retardationsexperiment wurde mit einem radioaktiv markierten PCR-Produkt durchgefiihrt, dass die Region
von Position — 570 bis + 53 des g/nK Gens von Methanosarcina mazei enthdlt. Die potentielle AmtR
Bindungsstelle 495 bp stromaufwirts des Transkriptionsstarts ist also vorhanden.

In Spur 1 ist als Kontrolle nur freie DNA ohne Proteine aufgetragen worden. Bei den Spuren
3,5, 7 und 9 ist in den Ansdtzen eine zunechmende Menge AmtR vorhanden. Bei 100 ng
AmtR (Spur 3) und 200 ng AmtR (Spur 5) lduft die DNA noch nicht retardiert im Gel. Bei
400 ng AmtR (Spur 7) ist eine Retardation zu erkennen, und bei 800 ng AmtR (Spur 9) ist
eine noch stirkere Retardation zu detektieren. Es wird in Spur 7 jedoch keine diskrete Bande
ausgebildet, sondern die Bande zieht sich iiber einen weiten Bereich hin. Dies ist vermutlich
dadurch zu erkldren, dass eine unterschiedliche Anzahl von AmtR Molekiilen an die DNA
gebunden hat. Wenn groflere Mengen AmtR eingesetzt werden (Spur 9 und Abb. 23, Spur 3)
wird die Bande diskreter und lauft mit zunehmender AmtR Menge hoher im Gel. Es wurde in
einem weiteren Experiment in 1000 ng Schritten bis zu 9000 ng AmtR eingesetzt und es war
eine zunehmende Retardation mit diskreten Banden zu beobachten (Daten nicht gezeigt).

In Spur 2 ist zusétzlich zur freien DNA der DNA-TBP-TFB Komplex zu erkennen. Bei den
Ansédtzen von Spur 4, 6, 8 und 10 war aullerdem eine zunechmende Menge AmtR im
Bindungsansatz vorhanden. In diesen Spuren ist der DNA-TBP-TFB Komplex nicht mehr zu
detektieren und auBerdem ist keine freie DNA mehr vorhanden. Es erscheint eine Bande
héheren Molekulargewichts, die mit zunehmender AmtR Menge hoher im Gel lduft. Diese
Bande lauft jeweils hoher als der DNA-AmtR Komplex, womit nachgewiesen ist, dass es sich
hierbei tatsdchlich um den DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex und nicht um einen DNA-AmtR
Komplex handelt. Der DNA-TBP-TFB Komplex ist vollstindig retardiert durch die
zusétzliche Bindung von AmtR.

In Spur 4 ist eine Doppelbande zu beobachten. Hierbei handelt es sich vermutlich um DNA-
TBP-TFB-AmtR Komplexe mit einer unterschiedlichen Anzahl von AmtR Molekiilen. Um
einen DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex und um einen DNA-AmtR Komplex kann es sich
hierbei nicht handeln, da die in diesem Ansatz eingesetzte Menge AmtR noch keinen DNA-
AmtR Komplex ausbildet.

12.5 Einfluss von Vorinkubationen auf die Gel-Retardation mit AmtR

Es sollte untersucht werden, ob eine Vorinkubation der DNA mit TBP und TFB die Bindung
von AmtR beeinflusst bzw. ob eine Vorinkubation der DNA mit AmtR die Bindung von TBP
und TFB beeinflusst. In Abb. 23 ist das Ergebnis der verschiedenen Vorinkubationen mit
anschliefendem Gel-Retardationsexperiment dargestellt.
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Abb. 23: Einfluss einer Vorinkubation der DNA mit TBP und TFB oder AmtR auf die Ausbildung der
Komplexe

Autoradiogramm eines 5%igen nativen PA-Gels. Im Versuchsansatz vorhandene Proteine werden iiber den
Spuren mit einem ,,+* angezeigt (TBP 1740 ng, TFB 224 ng, AmtR 2000 ng). Es wurde jeweils ein Ausgleich
mit den Puffern in denen TBP, TFB und AmtR vorliegen durchgefiihrt, so dass die Ansédtze bis auf die
eingesetzten Proteine identisch waren. Dariiber ist angegeben mit welchen Proteinen 15 min bei 37 °C
vorinkubiert wurde. Die auf dem Autoradiogramm sichtbare freie DNA und die DNA-Protein Komplexe sind
mit Pfeilen gekennzeichnet. Das Gel-Retardationsexperiment wurde mit einem radioaktiv markierten PCR-
Produkt durchgefiihrt, dass die Region von Position — 570 bis + 53 des g/nK Gens von Methanosarcina mazei
enthilt. Die potentielle AmtR Bindungsstelle 495 bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts ist also vorhanden.

In Spur 1 ist als Kontrolle nur freie DNA ohne Proteine aufgetragen worden. In Spur 2 ist der
DNA-TBP-TFB Komplex zu erkennen und in Spur 3 ist der DNA-AmtR Komplex
dargestellt. Bei den Ansdtzen von Spur 4, 5 und 6 war TBP, TFB und AmtR im
Bindungsansatz enthalten. Bei Spur 4 erfolgte die Zugabe von TBP, TFB und AmtR zum
Ansatz gleichzeitig, bei Spur 5 wurde die DNA mit TBP und TFB vorinkubiert vor der
Zugabe von AmtR und bei Spur 6 wurde die DNA mit AmtR vorinkubiert vor der Zugabe von
TBP und TFB. In den Spuren 4, 5 und 6 ist eine Bande hoheren Molekulargewichts zu
erkennen als in Spur 2 (DNA-TBP-TFB Komplex) und Spur 3 (DNA-AmtR Komplex), es
handelt sich hierbei also um einen DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex. Der DNA-TBP-TFB-
AmtR Komplex in den Spuren 4, 5 und 6 1duft anndhernd auf gleicher Hohe. Die Reihenfolge
der Zugabe der einzelnen Proteine ist also unerheblich fiir die Anzahl der gebundenen AmtR
Molekiile im DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex.

Es wurden die gleichen Vorinkubationsversuche mit 100 ng, 200 ng, 400 ng und 800 ng
AmtR durchgefiihrt um den Einfluss einer Vorinkubation mit geringerer AmtR Menge auf die
Ausbildung der Komplexe zu untersuchen (Daten nicht gezeigt). Es konnten dabei
iibereinstimmende Beobachtungen zu dem présentierten Versuch gemacht werden. Eine
Vorinkubation mit TBP und TFB behindert nicht die Bindung von AmtR und eine
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Vorinkubation mit AmtR behindert nicht die Bindung von TBP und TFB. Die verschiedenen
Vorinkubationen fiihren zur Bildung von identischen DNA-TBP-TFB-AmtR Komplexen.

12.6 Nachweis eines DNA-TBP-AmtR Komplexes und AmtR induzierte Gel-
Retardation mit unterschiedlicher DNA

Es sollte der Einfluss von AmtR auf das Laufverhalten der DNA, des DNA-TBP-TFB
Komplexes und des DNA-TBP-TFB-RNA-Polymerase Komplexes in Abhédngigkeit von
unterschiedlicher DNA untersucht werden. AuBlerdem wird die Ausbildung eines DNA-TBP-
AmtR Komplexes nachgewiesen.
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Abb. 24: Einfluss von AmtR auf das
Laufverhalten der DNA, des DNA-
TBP-TFB Komplexes, des DNA-
TBP-TFB-RNA-Polymerase
Komplexes und Nachweis eines
DNA-TBP-AmtR Komplexes
Autoradiogramme von 5%igen nativen
PA-Gelen. Im Versuchsansatz
vorhandene Proteine werden in der
Tabelle iiber den Spuren mit einem
»1T angezeigt (RNAP 400 ng, TFB
224 ng, TBP 1500 ng, AmtR 400 ng).
Das Auftragsschema der Gele war
einheitlich, so dass die Tabelle fiir alle
drei Autoradiogramme Anwendung
findet. Es wurde jeweils ein Ausgleich
mit den Puffern in denen die RNA-
Polymerase, TFB, TBP und AmtR
vorliegen durchgefiihrt, so dass die
Ansdtze bis auf die eingesetzten
Proteine identisch waren. Die auf den
Autoradiogrammen  sichtbare freie
DNA und die DNA-Protein Komplexe
sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

A: Das verwendete radioaktiv
markierte PCR-Produkt enthielt die
Region von Position — 173 bis + 129
des grpE Gens von Methanosarcina
mazei.

B: Das verwendete radioaktiv
markierte PCR-Produkt enthielt die
Region von Position — 138 bis + 53
des glnK Gens von Methanosarcina
mazei. Die  potentielle =~ AmtR
Bindungsstelle 495 bp stromaufwirts
des Transkriptionsstarts ist also nicht
vorhanden.

C: Das verwendete radioaktiv
markierte PCR-Produkt enthielt die
Region von Position — 570 bis + 53
des glnK Gens von Methanosarcina
mazei. Die  potenticlle = AmtR
Bindungsstelle 495 bp stromaufwirts
des Transkriptionsstarts ist also
vorhanden.

In Spur 1 ist jeweils freie DNA zu erkennen. In den Ansétzen der Spur 3 ist jeweils zusétzlich
zur DNA auch AmtR im Bindungsansatz vorhanden. In Abb. 24A ist eine leichte Retardation
der grpE-DNA in Spur 3 zu erkennen. In Spur 3 von Abb. 24B ist keine Retardation zu
detektieren und in Spur 3 von Abb. 24C ist eine deutliche Retardation festzustellen. Bei der
gleichen Menge AmtR wird die untersuchte DNA also eindeutig unterschiedlich retardiert.
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Dies weist auf eine spezifische Bindung von AmtR an die g/lnK-DNA mit der potentiellen
AmtR Bindungsstelle 495 bp stromaufwiérts des Transkriptionsstarts hin.

In den Ansétzen der Spur 2 ist jeweils zusétzlich zur DNA auch TBP im Bindungsansatz
vorhanden. Es kann keine Retardation der untersuchten drei unterschiedlichen DNAs
festgestellt werden. Es ist jeweils nur die freie DNA zu beobachten. TBP ist also nicht in der
Lage eine Retardation zu erzeugen. In der Spur 4 wurde jeweils der Ansatz aufgetragen, der
TBP und AmtR zusétzlich zur DNA enthielt. Auf allen drei Autoradiogrammen ist eine
deutliche Retardation zu detektieren. Es ist jeweils keine freie DNA mehr zu erkennen,
sondern eine Bande deutlich hoheren Molekulargewichts. TBP und AmtR sind also,
unabhingig von der untersuchten DNA, gemeinsam in der Lage eine Retardation zu
induzieren, obwohl TBP allein (Spur 2) und AmtR allein mit der grpE-DNA (Abb. 24A, Spur
3) und der g/nK-DNA ohne AmtR Bindungsstelle (Abb. 24B, Spur 3) dies nicht vermogen.

In der Spur 5 ist jeweils der DNA-TBP-TFB Komplex dargestellt. In Spur 6 wurden die
Ansitze, die zusitzlich zur DNA, TBP und TFB auch AmtR enthielten aufgetragen. Es ist
jeweils nur der DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex zu erkennen. Freie DNA, DNA-AmtR
Komplexe oder DNA-TBP-TFB Komplexe kdnnen nicht nachgewiesen werden. Der DNA-
TBP-TFB Komplex ist vollstidndig retardiert durch die zusitzliche Bindung von AmtR. Es ist
aullerdem festzustellen, dass der DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex in Spur 6 jeweils hoher im
Gel lauft, als der DNA-TBP-AmtR Komplex jeweils in Spur 4. Dies zeigt, dass der DNA-
TBP-TFB-AmtR Komplex in Spur 6 tatsdchlich TFB enthilt.

Die Ansitze, die jeweils in Spur 7 aufgetragen wurden, enthielten zusétzlich zur DNA, TBP
und TFB auch RNA-Polymerase. Bei den Ansidtzen, die jeweils in Spur 8 aufgetragen
wurden, war weiterhin noch AmtR enthalten. In Abb. 24A und 24B sind in der Spur 7 jeweils
der DNA-TBP-TFB-RNA-Polymerase Komplex und der DNA-TBP-TFB Komplex zu
erkennen. Die Bande des DNA-TBP-TFB Komplexes weist allerdings eine wesentlich
geringere Intensitét auf als in Spur 5, weil ein Grof3teil des DNA-TBP-TFB Komplexes durch
die zusitzlich gebundene RNA-Polymerase retardiert ist. In Abb. 24C ist in Spur 7 kein
DNA-TBP-TFB Komplex mehr zu erkennen, der DNA-TBP-TFB Komplex lduft durch die
zusétzlich gebundenen RNA-Polymerase vollstindig retardiert. Wenn auch noch AmtR im
Ansatz vorhanden ist (Spur 8), ist keine eindeutige weitere Retardation zu beobachten.
Lediglich in Abb. 24B lduft die Bande in Spur 8 etwas hoher als in Spur 7. Allerdings ist in
Abb. 24A und 24B der in Spur 7 noch mit schwacher Intensitit erkennbare DNA-TBP-TFB
Komplex nicht mehr vorhanden. Es wire moglich, dass der DNA-TBP-TFB Komplex mit
AmtR retardiert ist und einen DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex formiert hat. Da dieser
Komplex bei den Versuchen A und B nahezu auf gleicher Hohe im Gel lduft wie der DNA-
TBP-TFB-RNA-Polymerase Komplex, sind diese auf den Autoradiogrammen nicht zu
unterscheiden. Auflerdem ist eventuell die Differenz des Molekulargewichts zwischen DNA-
TBP-TFB-RNA-Polymerase =~ Komplex und DNA-TBP-TFB-RNA-Polymerase-AmtR
Komplex zu gering, um im Gel zwei Banden unterschiedlicher Lauthohe zu detektieren. Es
muss auch darauf hingewiesen werden, dass auf den Originaldaten in Abb. 24A und 24B in
Spur 7 und Spur 8 bei genauer Betrachtung eine Doppelbande zu erkennen war. Diese
entsteht vermutlich aufgrund unspezifischer Bindung der RNA-Polymerase an die DNA.
Ebenso ist in Abb. 24B in Spur 6 im Original eine Doppelbande zu sehen, vermutlich
aufgrund multipler AmtR Bindung.

Es geht also aus Spur 8 der Abb. 24A und 24B nicht eindeutig hervor, ob AmtR an den DNA-
TBP-TFB-RNA-Polymerase Komplex binden kann und es sich damit um einen DNA-TBP-
TFB-RNA-Polymerase-AmtR Komplex handelt. Es wire auch moglich, dass es sich um einen
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DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex, wie in Spur 6 handelt, und damit AmtR die Bindung der
RNA-Polymerase verhindert. In der Spur 8 der Abb. 24C kann man erkennen, dass AmtR
anscheinend die Anlagerung der RNA-Polymerase nicht behindert, da die Bande auf der
gleichen Hohe, wie in Spur 7 ohne AmtR lauft, und nicht auf der Hohe des bei dieser DNA
niedriger laufenden DNA-TBP-TFB-AmtR Komplexes (Spur 6). Aber auch hier bleibt unklar,
ob AmtR an den DNA-TBP-TFB-RNA-Polymerase Komplex gebunden hat.

12.7 Native PA-Gelelektrophorese zur Priifung auf Protein-Protein Interaktion
zwischen AmtR und TBP

In Gel-Retardationsexperimenten konnte gezeigt werden, dass AmtR und TBP zusammen an
DNA binden, wihrend die beiden Proteine dazu bei den eingesetzten Mengen jeweils einzeln
nicht in der Lage waren. Es sollte nun untersucht werden, ob zwischen den Proteinen AmtR
und TBP von Methanosarcina mazei bereits in Losung ohne DNA eine Interaktion stattfindet.
Dazu wurden 4900 ng AmtR und 2500 ng TBP einzeln und zusammen fiir 30 min bei 37 °C
in Transkriptionspuffer mit 10% Glyzerin inkubiert. Das molare Verhidltnis von TBP zu
AmtR betrug 1:1,96. Zur Analyse wurden die Ansédtze auf einem nativen PA-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt.

AmtR
AmtR TBP +
TBP

. H <+— AmtR

= 9 «— 18P

1 2 3

Abb. 25: Native PA-Gelelektrophorese mit Methanosarcina mazei AmtR und TBP

16,7%iges mit Coomassie-Blau gefirbtes natives PA-Gel. Uber dem Trenngel ist das 6,7%ige Sammelgel zu
erkennen. Im Versuchsansatz vorhandene Proteine sind iiber den Spuren angegeben. Die Position von AmtR und
TBP im Gel wird durch Pfeile angezeigt.

In Spur 1 der Abb. 25 ist zu beobachten auf welcher Hohe im Gel AmtR allein lduft und in
Spur 2 ist zu erkennen auf welcher Hohe im Gel TBP allein liduft. Bei gemeinsamer
Inkubation von AmtR und TBP sind zwei Banden zu detektieren (Spur 3). Die untere Bande
lauft auf der gleichen Hohe im Gel wie die TBP-Bande in Spur 2. Die untere Bande in Spur 3
stellt also frei im Gel laufendes TBP dar. Die untere Begrenzung der oberen Bande in Spur 3
lauft auf der gleichen Hohe im Gel wie bei der AmtR-Bande in Spur 1. Die obere Begrenzung
der oberen Bande in Spur 3 lduft etwas tiefer im Gel als bei der AmtR-Bande in Spur 1. Die
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obere Bande in Spur 3 ist also gestauchter als die AmtR-Bande in Spur 1, stellt aber trotz
dieses kleinen Unterschieds frei im Gel laufendes AmtR dar. Wenn die obere Bande in Spur 3
einen AmtR-TBP Komplex darstellen wiirde, miisste die Intensitét der unteren TBP-Bande in
Spur 3 schwicher werden. Dies ist aber nicht der Fall. In Spur 3 kann weiterhin keine
zusitzliche Bande, die einen AmtR-TBP Komplex darstellen konnte, detektiert werden.

Es konnte gezeigt werden, dass AmtR und TBP von Methanosarcina mazei nach
gemeinsamer Inkubation frei in einem nativen PA-Gel laufen und kein zusétzlicher AmtR-
TBP Komplex zu detektieren ist. Es findet also keine AmtR-TBP Interaktion in Losung ohne
DNA statt.
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IV Diskussion

Uber die Transkription der Archaea sind mittlerweile viele Studien durchgefiihrt worden.
Dabei wurde insbesondere die spezifische Initiation der Transkription ausgiebig untersucht.
Es stellte sich heraus, dass die beteiligten Komponenten zu dem eukaryellen RNA-
Polymerase Il System eine gro3e Sequenziibereinstimmung besitzen und daraus folgernd auch
ein dhnlicher Mechanismus besteht, wiahrend zu den Bacteria hingegen iiberraschend wenig
Ahnlichkeiten gefunden wurden (THOMM, 1996; BELL & JACKSON, 1998a; SOPPA,
1999b). Vor allem die Entwicklung zellfreier Transkriptionssysteme ermdglichte die
Identifizierung der beteiligten Faktoren und sie leisteten auch eine groBle Hilfe bei der
Aufkldrung ihrer Funktion. In den letzten Jahren riickte zunehmend die Entschliisselung der
Regulation der Genexpression in den Mittelpunkt der archaeellen Transkriptionsforschung.
Im Gegensatz zu den Komponenten der basalen Transkriptionsmaschinerie werden die
meisten potentiellen archaeellen Regulatoren dagegen als Homologe der Bacteria eingestuft
(KYRPIDES & OUZOUNIS, 1999; ARAVIND & KOONIN, 1999). Auch bei der Analyse
der an der Regulation der Transkription beteiligten Proteine spielen in vitro
Transkriptionssysteme eine groBe Rolle. Um die Regulation der Genexpression bei
Methanosarcina mazei zu untersuchen wurde daher zundchst ein zellfreies
Transkriptionssystem erstellt.

1 Aufbau des in vitro Transkriptionssystems

Zur Erstellung des in vitro Transkriptionssystems waren die beiden essentiellen archaeellen
Transkriptionsfaktoren TBP und TFB, RNA-Polymerase, eine geeignete DNA-Matrize,
Ribonukleosidtriphosphate und praktikable Pufferbedingungen erforderlich. Die Sequenzen
der thp und /b Gene von Methanosarcina mazei waren nicht bekannt, weshalb die Gene
zundchst in genomischer DNA identifiziert werden mussten, um sie in E. coli zu klonieren
und anschlieBend rekombinantes Protein herzustellen. Die Charakterisierung der
Gensequenzen mit der Analyse der Promotor und Terminationssignale erfolgte bereits bei der
Prasentation der Sequenzen im Ergebnisteil, weshalb hier nur auf die abgeleitete
Aminosduresequenz eingegangen wird.

Die ermittelte Sequenz des thp Gens von Methanosarcina mazei S-6 kodiert ein Protein mit
183 Aminosduren. Die GroBBe des Methanosarcina mazei TBP Proteins liegt damit im Bereich
anderer archaeeller TBP Proteine, die 181 bis 222 Aminosduren aufweisen. Dabei liegt die
GroBBe des TBP aller methanogenen Archaea im unteren angegebenen Bereich. Auch der
berechnete isoelektrische Punkt des Proteins von 4,7 ist dhnlich dem anderer archaeeller TBP
Proteine, die einen durchschnittlichen isoelektrischen Punkt von 4,9 aufweisen. Die
eukaryellen Homologe besitzen hingegen einen deutlich hoéheren isoelektrischen Punkt
(THOMSEN et al., 2001). Das Methanosarcina mazei Molekiil ist, wie alle archaeellen TBP
Proteine, kleiner als die eukaryellen Homologe, die zusétzlich einen in Lénge und Sequenz
variablen N-terminalen Bereich aufweisen, der jedoch fiir die Funktion des Proteins nicht
essentiell ist (ROWLANDS et al., 1994). Bei allen bisher bekannten archaeellen sowie im C-
terminalen Abschnitt der eukaryellen TBP Sequenzen ist eine direkte Sequenzwiederholung
festgestellt worden. Das archaeelle TBP besteht nur aus diesen zwei direkten
Sequenzwiederholungen (SOPPA, 1999b). Diese direkten Sequenzwiederholungen konnten
auch beim TBP von Methanosarcina mazei gefunden werden.
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Abb. 26: Direkte Sequenzwiederholung des TBP von Methanosarcina mazei S-6

Der Sequenzvergleich zur Darstellung der direkten Sequenzwiederholung wurde mit dem Programm GAP
(HUSAR 5.0, Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg) unter Verwendung der Standardeinstellungen
durchgefiihrt. Ein vertikaler Strich zeigt Positionen mit identischen Aminosduren in beiden Hélften des Molekiils
an, ein Doppelpunkt markiert Positionen mit Aminosduren dhnlicher Eigenschaften, ein Punkt gibt Positionen
mit Aminosduren entfernt dhnlicher Eigenschaften an und eine Liicke kennzeichnet Positionen mit einem nicht
konservativen Aminoséureaustausch.

Die Abb. 26 zeigt die beim TBP von Methanosarcina mazei S-6 identifizierte direkte
Sequenzwiederholung. Es ist deutlich zu erkennen, dass das TBP Protein aus zwei Doméanen
besteht, die je eine Hilfte des Molekiils umspannen und eine hohe Ubereinstimmung
zueinander aufweisen. Aus dem Vergleich der Sequenzwiederholungen ergibt sich eine
Ubereinstimmung von 36% der Aminosiuren in den beiden konservierten Dominen des
Proteins. Bei Betrachtung der identischen und &hnlichen Aminosduren ergibt sich sogar eine
Deckung von 59%. Bei den archaeellen TBP Proteinen weisen die zwei Doménen mit
durchschnittlich 42% eine hohere Sequenziibereinstimmung auf, als die zwei C-terminalen
Doménen des eukaryellen TBP, die eine Sequenziibereinstimmung von ca. 24% besitzen
(SOPPA, 1999b). Das TBP von Methanosarcina mazei besitzt mit 36% identischen
Aminoséduren in den beiden Doménen einen &hnlichen Wert wie die archaeellen Homologe.
Beim Methanosarcina mazei TBP sind auBBerdem fast alle Aminosauren, die den Kontakt zur
TATA-Box vermitteln konserviert (THOMSEN, 1998).

Das im Rahmen dieser Arbeit beschriebene und verwendete thp Gen von Methanosarcina
mazei S-6 wurde vor der Genomsequenzierung von Methanosarcina mazei Goel identifiziert,
sequenziert und kloniert. Bei der spéter erfolgten Genomsequenzierung von Methanosarcina
mazei Goel konnten dann drei unterschiedliche tbp Gene identifiziert werden
(DEPPENMEIER et al., 2002). Die drei Proteine haben die Accession Numbers ,,Q8PY37
(TBP1), ,,Q8PY36*“ (TBP2) und ,,Q8PUZ4* (TBP3). Das verwendete Methanosarcina mazei
S-6 Protein représentiert TBP1 von Methanosarcina mazei Goel. Lediglich an Position 94
kommt bei Methanosarcina mazei Goel ein Asparagin-Rest statt eines Aspartat-Rests vor.
Bei TBP2 von Methanosarcina mazei Goel sind 6% der Aminosduren unterschiedlich zum
verwendeten TBP von Methanosarcina mazei S-6. TBP3 weist 35% unterschiedliche
Aminosduren zum verwendeten Methanosarcina mazei S-6 TBP auf. Trotz der groen Anzahl
unterschiedlicher Aminosduren von TBP3 sind aber fast alle Aminosiduren, die den Kontakt
des TBP zur TATA-Box vermitteln konserviert (Daten nicht gezeigt). Auf die mogliche
Bedeutung der verschiedenen TBPs fiir die Genregulation wird spater bei der Diskussion der
Hitzeschockantwort eingegangen.

Bei der Genomsequenzierung von Methanosarcina mazei Goel konnte nur ein #b Gen
identifiziert werden (DEPPENMEIER et al., 2002). Die Aminosaduresequenz des TFB von
Methanosarcina mazei S-6 ist identisch mit der Sequenz des TFB von Methanosarcina mazei
Goel (Accession Number ,,Q977U3%). Das tfb Gen von Methanosarcina mazei S-6 kodiert
ein Protein mit 337 Aminoséuren. Die Gro3e des Methanosarcina mazei TFB Proteins liegt
damit im Bereich anderer archaeeller und eukaryeller TFB bzw. TFIIB Proteine, und auch der
isoelektrische Punkt des Proteins von 9,6 ist dhnlich dem anderer archaecller TFB Proteine
(THOMSEN et al., 2001). Das tfb Gen von Methanococcus jannaschii bildet eine Ausnahme,
es ist deutlich groBer als die homologen Gene. Es enthélt innerhalb der Sequenz fiir das TFB
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Protein die Sequenz eines Inteins. Das reife TFB Protein von Methanococcus jannaschii hat
mit 338 Aminosduren aber eine typische Grofle (Accession Number ,,Q58192; BULT et al.,
1996).

Archaeelle und eukaryelle TFB bzw. TFIIB Proteine besitzen in der Ndhe des N-Terminus ein
Zinkfinger-Motiv und in der Ndhe des C-Terminus ein Helix-Turn-Helix-Motiv. Diese
Motive sind hochkonserviert (LAGRANGE et al., 1998; BELL & JACKSON, 1998b;
SOPPA, 1999b; ARAVIND & KOONIN, 1999; THOMSEN et al., 2001). Fiir das
konservierte Helix-Turn-Helix-Motiv konnte gezeigt werden, dass es den Kontakt zum BRE
vermittelt (LITTLEFIELD et al., 1999). Das TFB Protein von Methanosarcina mazei weist
diese charakteristischen Motive an den entsprechenden Positionen ebenfalls auf. N-terminal
konnte das Zinkfinger-Motiv CxxC-N;5-CxxC identifiziert werden und C-terminal wurde ein
Helix-Turn-Helix-Motiv detektiert.

TBP und TFB von Methanosarcina mazei weisen die typischen Charakteristika ihrer
archaeellen Homologe auf. Die phylogenetischen Stammbaume dieser Proteine verdeutlichen
die geringe evolutive Distanz der Methanosarcina mazei Molekiile zu denen anderer Archaea.
Die groBte Ubereinstimmung besteht jeweils zu Archaeoglobus fulgidus. Die Analyse der
Sequenzen der klonierten Gene von Methanosarcina mazei zeigt, dass es sich bei den
kodierten Proteinen um die beiden basalen archaeellen Transkriptionsfaktoren TBP und TFB
handelt.

Nachdem die Sequenzanalyse typische Merkmale archaeeller TBP bzw. TFB Proteine
offenbarte, wurde die funktionelle Aktivitit der rekombinanten Proteine im in vitro
Transkriptionssystem von Methanococcus thermolithotrophicus nachgewiesen (FREY et al.,
1990, HAUSNER & THOMM, 1993). Es wurde gezeigt, dass beim Einsatz von
Methanosarcina mazei TBP und TFB eine korrekte Initiation der Transkription mit effizienter
Bildung spezifischer Transkripte stattfindet. Auch der Einsatz von Methanosarcina mazei
TBP und  Methanococcus  thermolithotrophicus ~ TFB ~ bzw.  Methanococcus
thermolithotrophicus TBP und Methanosarcina mazei TFB ermdglichte eine spezifische
Initiation der Transkription. Diese Austauschbarkeit verdeutlicht die hohe Konservierung der
homologen Proteine. Auch fiir rekombinantes TBP von Thermococcus celer wurde schon
gezeigt, dass es im Methanococcus thermolithotrophicus in vitro Transkriptionssystem in der
Lage ist, TBP von Methanococcus thermolithotrophicus zu ersetzen (HAUSNER &
THOMM, 1995). Sogar humanes TBP und TBP von Hefe konnen Methanococcus
thermolithotrophicus TBP im zellfreien Transkriptionssystem dieses Archaeons ersetzen
(WETTACH et al., 1995). Dies verdeutlicht nicht nur die doméneniibergreifende
Konservierung von TBP, sondern auch die Homologie des gesamten basalen
Transkriptionsapparates. Wéhrend TBP von Pyrococcus furiosus im in vitro
Transkriptionssystem von Pyrococcus furiosus gegen TBP von Methanococcus
thermolithotrophicus austauschbar ist, kann TFB dieser Organismen nicht ausgetauscht
werden (HETHKE et al., 1996). Fir Methanosarcina mazei und Methanococcus
thermolithotrophicus TFB konnte aber in dieser Arbeit auch deren Austauschbarkeit gezeigt
werden.

Zur Erstellung eines homogenen in vitro Transkriptionssystems fiir Methanosarcina mazei
wurde die RNA-Polymerase aus diesem Organismus gereinigt. Dies war zuvor schon versucht
worden, wobei im TCA-Test eine unspezifische Aktivitdt festgestellt wurde, aber eine
spezifische Aktivitdt im zellfreien Transkriptionssystem nicht vorhanden war. Es wurde
vermutet, dass im letzten Reinigungsschritt, der Gelfiltration mit einer Superdex-200-Séule,
eine Untereinheit der RNA-Polymerase abgetrennt worden war (NAJI, 2000). Deshalb wurde
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die Reinigung der RNA-Polymerase wéhrend dieser Arbeit nur bis zu diesem
Reinigungsschritt durchgefiihrt. Es liel sich im TCA-Test auch eine unspezifische Aktivitit
der RNA-Polymerase nachweisen, aber die spezifische Transkription blieb trotz der Anderung
verschiedener Parameter ohne Erfolg. Eine RNAse-Aktivitit der gereinigten Probe konnte
ebenfalls ausgeschlossen werden. Der Grund fiir die nicht vorhandene spezifische Aktivitit
der gereinigten RNA-Polymerase von Methanosarcina mazei blieb unklar.

Um die Genregulation von Methanosarcina mazei in vitro zu studieren war jedoch ein
funktionelles zellfreies Transkriptionssystem erforderlich. Es wurde daher beschlossen die
RNA-Polymerase von Methanococcus thermolithotrophicus zu verwenden. Fiir diese RNA-
Polymerase war beim Nachweis der funktionellen Aktivitdt von Methanosarcina mazei TBP
und TFB schon gezeigt worden, dass sie zu einer effizienten spezifischen Transkription mit
den rekombinanten Methanosarcina mazei Transkriptionsfaktoren fahig ist. Die
Untersuchungen zur Genregulation bei Methanosarcina mazei sollten bei 37 °C durchgefiihrt
werden, da dies die optimale Wachstumstemperatur dieses Archacons ist. Das
Temperaturoptimum der RNA-Polymerase von Methanococcus thermolithotrophicus betragt
55 °C (FREY et al., 1990; HAUSNER & THOMM, 1993), sie arbeitet aber auch bei 37 °C
effizient, was nicht bei allen bisher untersuchten archaeellen RNA-Polymerasen der Fall ist.
Die Bedingungen fiir die in vitro Transkription mit Methanococcus thermolithotrophicus
RNA-Polymerase und Methanosarcina mazei TBP und TFB bei 37 °C wurden optimiert, um
eine optimale Ausbeute an spezifischen Transkripten zu erzielen. Da potentielle
Regulatorproteine eventuell auch eine Interaktion mit der RNA-Polymerase eingehen
konnten, wire es flir die Untersuchungen zur Genexpression bei Methanosarcina mazei
vorteilhaft gewesen, ein homogenes zellfreies Transkriptionssystem von Methanosarcina
mazei zu verwenden. Aufgrund der hohen Konservierung der gesamten archaeellen basalen
Transkriptionsmaschinerie erscheint jedoch auch das geschilderte Vorgehen als sinnvoll.
Jedoch stehen getroffene Aussagen unter dem Vorbehalt der Verwendung einer RNA-
Polymerase aus einem anderen Organismus.

2 In vitro Transkription der Hitzeschockgene grpE, dnaK und dnaJ

Die Analyse der in vitro Transkription der Hitzeschockgene grpE, dnaK und dnaJ von
Methanosarcina mazei ergab, dass sich nur das grpE Gen transkribieren lasst. Beim dnaK
Gen lésst sich nur ein sehr schwaches Transkript beobachten, wobei es sich dabei auch um ein
unspezifisches Produkt handeln kénnte. Das dnaJ Gen ldsst sich in vitro nicht transkribieren.

Da diese drei Hitzeschockgene bei Methanosarcina mazei in der Reihenfolge 5’-grpE-dnaK-
dnaJ-3’ direkt hintereinander liegen (CONWAY de MACARIO et al., 1994), liegt die
Vermutung nahe, dass es sich um ein Operon handelt und damit die Gene polycistronisch
transkribiert werden. Dies wiirde erkldren, dass bei Verwendung der jeweiligen
Stromaufwirtsregion der drei Hitzeschockgene als Matrize in der in vitro Transkription nur
das in vivo in Richtung der Transkription zuvorderst liegende grpE Gen transkribiert wird.
Fiir ein Operon spricht auch, dass diese Anordnung der drei Hitzeschockgene bei allen bisher
bei den Archaea gefundenen Homologen identisch ist (MACARIO & CONWAY de
MACARIO, 1999), auch wenn nicht alle Archaea diese Hitzeschockgene besitzen. Es
kommen bei den Archaea aber entweder diese drei Hitzeschockgene in der erwihnten
Anordnung vor, oder es kann keines dieser Hitzeschockgene identifiziert werden (MACARIO
et al., 1999). AuBlerdem &dhneln die archaeellen Hitzeschockproteine, vor allem die
Hauptkomponente DnaK, in Sequenz und Struktur stark den Homologen der gram-positiven
Bacteria (MACARIO et al.,, 1991; GUPTA & SINGH, 1992), und fiir die bacteriellen
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Hitzeschockgene ist bekannt, dass sie ein Operon bilden und ihre Transkription
dementsprechend polycistronisch erfolgt (BARDWELL et al., 1986; GOMES et al., 1990;
NARBERHAUS et al., 1992; HOMUTH et al., 1997).

Es gibt aber bei Methanosarcina mazei mehrere Hinweise auf eine monocistronische
Transkription der Gene grpE, dnaK und dnaJ. Bei Northern Blot Analysen der gesamten
RNA aus Methanosarcina mazei Zellen konnte mit drei unterschiedlichen Sonden fiir jedes
der drei Hitzeschockgene jeweils ein Transkript festgestellt werden, dessen Lange ungefihr
der jeweiligen Gensequenz entspricht. Es konnten ausschlieSlich diese monocistronischen
Transkripte detektiert werden, d. h. es war kein ldngeres Transkript nachweisbar, das ein
zuséatzliches polycistronisches Transkript angezeigt hdtten, von dem die kiirzeren mRNAs
abstammen konnten. Diese Beobachtungen wurden sowohl bei der optimalen
Wachstumstemperatur als auch nach Hitzeschock gemacht. AuBlerdem konnte stromaufwarts
jedes Gens eine Promotorsequenz und stromabwirts jedes Gens ein Terminationssignal
gefunden werden (CLARENS et al.,, 1995; CONWAY de MACARIO et al., 1995). Die
Promotoren weisen keine fiir Bacteria typische Sequenzmotive auf, und es konnten auch
keine Regulatorelemente der Bacteria entdeckt werden, obwohl die Gene Proteine bacteriellen
Typs kodieren. Alle drei Gene besitzen archaeelle Promotoren (CLARENS et al., 1995;
MACARIO & CONWAY de MACARIO, 1997). Die TATA-Box ist allerdings, wie die Abb.
27 zeigt, unterschiedlich stark konserviert. Die ermittelten in vivo Orte des Starts und der
Termination der Transkription korrelieren auch gut mit der Lage der Promotoren und
Terminationssignale. Der ermittelte in vivo Transkriptionsstartpunkt der drei Hitzeschockgene
ist bei optimaler Wachstumstemperatur und nach Hitzeschock jeweils identisch (CLARENS
etal., 1995; CONWAY de MACARIO et al., 1995).

Fiir das grpE Transkript wurde in dieser Arbeit das Startnukleotid der in vitro Transkription
mittels Primer Extension bestimmt. Es wurde ein Cytosin-Rest 20 bp stromabwiérts der
TATA-Box und 45 bp stromaufwirts des Translationsstarts ermittelt. Der in vitro
Transkriptionsstart ist damit identisch mit dem in vivo Transkriptionsstart. Fiir dnaK und dnaJ
konnte aufgrund des nicht vorhandenen Transkripts keine Bestimmung des in vitro
Transkriptionsstarts durchgefiihrt werden. Alle drei Hitzeschockgene werden in vivo schwach
konstitutiv transkribiert. Es kann in vivo am meisten Transkript von grpE detektiert werden,
etwas weniger von dnaK und von dnaJ ist nur sehr wenig mRNA zu beobachten (CLARENS
et al., 1995; CONWAY de MACARIO et al., 1995). Auch in vitro konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass grpE sich effektiv transkribieren ldsst, wogegen bei dnaK nur eine sehr
schwache und bei dnaJ keine Transkription zu beobachten ist. Die Ergebnisse stimmen
tendenziell {iberein, wobei die in vitro Transkription von dnak viel schwicher ist als es die in
vivo mRNA Menge vermuten ldsst. Von dnaJ ist in vitro kein Transkript, im Gegensatz zu
einer sehr geringen in vivo mRNA Menge, festzustellen. Es ist aber zu bedenken, dass die in
vivo festgestellte unterschiedliche mRNA Menge von den drei Genen auch auf ungleiche
Abbauraten der mRNA zuriickzufiihren sein kann. Bei einer gleichmifigen Abbaurate der
drei mRNAs wire die gezeigte unterschiedliche in vivo Menge aber ein weiteres Indiz fiir eine
monocistronische Transkription. Nach Hitzeschock steigen die mRNA Mengen der drei
Hitzeschockgene in vivo auch in unterschiedlichem Ausmall an. Dies ist sowohl bei
unterschiedlichen Temperaturen, als auch bei unterschiedlicher Dauer des Hitzeschocks zu
beobachten (CLARENS et al., 1995; CONWAY de MACARIO et al., 1995; LANGE et al.,
1997). Unter dem Vorbehalt einer gleichmaBigen Abbaurate der mRNA weist dies auf eine
unterschiedlich starke Stimulierung der Transkription der Hitzeschockgene hin. Auch dies
spricht fiir eine monocistronische Transkription.
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grpE dnaK dnaJ
*k*kk*k*%k * * k%% * * * % * %
S5Y-TTTATAGA-3" S5Y-TTTAATTA-3" 5Y-TGTTCACA-3"'

Abb. 27: TATA-Box Sequenzen der Gene grpE, dnaK und dnaJ von Methanosarcina mazei (MACARIO et
al., 1999)

Nukleotide die mit der Konsensussequenz der TATA-Box methanogener Archaea iibereinstimmen, welche die
Sequenz 5’-YTTATATA-3’ besitzt (SOPPA, 1999a), sind mit einem Stern gekennzeichnet.

Die Abb. 27 zeigt die Sequenzen der TATA-Box der Hitzeschockgene grpE, dnaK und dnaJ
von Methanosarcina mazei. Es ist zu erkennen, dass die TATA-Box von grpE bis auf ein
Nukleotid der Konsensussequenz der TATA-Box methanogener Archaea entspricht. Bei der
TATA-Box von dnaK entsprechen zwei Nukleotide nicht der Konsensussequenz und die
TATA-Box von dnaJ weist nur noch eine entfernte Ahnlichkeit mit der Konsensussequenz
auf. Die unterschiedlich starke Konservierung der TATA-Box bei den drei Hitzeschockgenen
konnte ihre unterschiedlich starke in vitro Transkription erklaren. Wahrend sich das grpE Gen
mit der am stirksten konservierten TATA-Box effizient transkribieren ldsst, war bei dnaK mit
zwei ausgetauschten Nukleotiden zur Konsensussequenz nur ein sehr schwaches Transkript
zu detektieren. dnaJ lieB sich vermutlich aufgrund der stark von der Konsensussequenz
abweichenden TATA-Box nicht in vitro transkribieren. Interessant ist in diesem
Zusammenhang vor allem die Position 5 der TATA-Box, denn eine Punktmutation der
Konsensussequenz an dieser Position fiihrt beim tRNA"* Gen von Methanococcus vannielii
und beim gdh Gen von Pyrococcus furiosus zum vollstindigen Verlust der
Transkriptionsaktivitit (HAUSNER et al., 1991; HETHKE et al., 1996). Bei dnaK und dnaJ
von Methanosarcina mazei entspricht die TATA-Box unter anderem an dieser Position nicht
der Konsensussequenz, wéhrend bei grpE nur ein Austausch an einer anderen Position
vorkommt Gleichwohl ist in vivo durch eine bisher unbekannte Stimulierung eine
Transkription von drnaK und dnaJ moglich.

Bei einer monocistronischen Transkription der Hitzeschockgene konnte auch eine
unterschiedliche Regulation der Transkription erfolgen. In diesem Zusammenhang ist eine
auffillige fiinffache direkte Sequenzwiederholung stromaufwirts des dnaK Gens, mit der
Sequenz  5’-ATGGAAATAACCGGCTAAACCAAAGAATTG-3’, interessant. Diese
Sequenz konnte allerdings nicht stromaufwirts des dnaJ Gens gefunden werden. Eine
Datenbankrecherche ergab zwar keine signifikante Ubereinstimmung mit einer bekannten
Sequenz, aber bei dieser fiinffachen direkten Sequenzwiederholung 82 bp stromaufwérts des
in vivo Transkriptionsstarts von dnaK konnte es sich um ein regulatorisches Element handeln.
Vor den Hitzeschockgenen der Eukarya liegen mehrfache direkte Sequenzwiederholungen,
die sogenannten Hitzeschockelemente, an die der eukaryelle trimere Hitzeschockfaktor bindet
und die Transkription der Hitzeschockgene stimuliert. Das zu DnaK homologe eukaryelle
Protein Hsp70 reguliert durch Verhinderung der Trimerisierung des Hitzeschockfaktors unter
anderem die Induktion seines eigenen Gens (MORIMOTO, 1998; SATYAL et al., 1998)
Auch wenn die bei Methanosarcina mazei entdeckte direkte fiinffache Sequenzwiederholung
keine Sequenziibereinstimmung zu den eukaryellen Hitzeschockelementen aufweist, konnte
es sich doch um einen dhnlichen Mechanismus der Regulation handeln.

Die in vitro Transkription des dnaK Gens von Methanosarcina mazei wurde sowohl mit einer
DNA-Matrize durchgefiihrt, die diese fiinffache direkte Sequenzwiederholung enthélt, als
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auch mit einer DNA-Matrize, die diesen Bereich nicht aufweist. Es konnte dabei keine
unterschiedliche  Transkriptionsaktivitit festgestellt werden. Eventuell fehlte ein
Aktivatorprotein, das an diesen Sequenzabschnitt bindet und die Transkription stimuliert.
Dies kann allerdings erst durch weitere Studien geklidrt werden. Es sollte auch versucht
werden aus hitzegeschockten und nicht hitzegeschockten Methanosarcina mazei Zellen ein
potentielles DNA-bindendes Regulatorprotein mittels immobilisierter DNA zu isolieren, aber
der gewéhlte Versuchsaufbau erwies sich bereits im Vorversuch bei der versuchten Isolierung
von TBP und TFB mittels immobilisierter grpE Promotor-DNA als nicht geeignet.

Interessanterweise wurden bei der Genomsequenzierung von Methanosarcina mazei Goel
drei verschiedene thp Gene festgestellt (DEPPENMEIER et al., 2002). Auch bei Haloferax
volcanii sind drei verschiedene thp Gene und sechs verschiedene #/b Gene gefunden worden,
und auch Pyrococcus furiosus besitzt zwei verschiedene tfb Gene. Bei Haloferax volcanii und
Pyrococcus furiosus wird die Transkription jeweils eines #fb Gens spezifisch nach
Hitzeschock induziert (THOMPSON et al., 1999; SHOCKLEY et al., 2003). Es wére deshalb
moglich, dass bei diesen Organismen die Transkription der Hitzeschockgene durch
Verwendung eines nach Hitzeschock induzierten TFBs reguliert wird. Dies wire ein zu den
alternativen ¢-Faktoren der Bacteria dhnlicher Mechanismus. Bei Pyrococcus furiosus wurde
inzwischen zwar eine negative Regulation der Hitzeschockgene 4sp20 und aaa" atpase durch
den Repressor Phr gezeigt (VIERKE et al., 2003), und Pyrococcus furiosus besitzt die
Hitzeschockgene grpE, dnaK und dnaJ auch nicht (MACARIO et al., 1999), aber eine
Regulation der Transkription weiterer Hitzeschockgene bei Pyrococcus furiosus durch
Verwendung eines alternativen nach Hitzeschock induzierten TFB ist, wie auch bei Haloferax
volcanii, nicht auszuschlieBen. Bei den Genen grpE, dnaK und dnaJ von Methanosarcina
mazei konnten die flir die Bindung von Phr bei Pyrococcus furiosus essentiellen
Sequenzelemente nicht gefunden werden, was auf eine andere Regulation dieser Gene
schlieBen ldsst. Methanosarcina mazei besitzt zwar nur ein ¢fb Gen, aber drei verschiedene
tbp Gene. Ob bei Methanosarcina mazei eine unterschiedliche Expression der multiplen thp
Gene nach Hitzeschock erfolgt ist bisher nicht bekannt. Auch bei Eukarya konnten
verschiedene Varianten von TBP gefunden werden, fiir die gezeigt wurde, dass sie nur an eine
sehr begrenzte Anzahl von Promotoren binden (HANSEN et al., 1997). Es wire also
interessant, die in vitro Transkription der Hitzeschockgene von Methanosarcina mazei mit
den drei unterschiedlichen TBP Varianten aus diesem Organismus zu untersuchen. Hierbei
wére vor allem der Einfluss auf die in vitro Transkription des dnaK und dnaJ Gens von
Interesse, da sich diese Gene mit der verwendeten TBP Variante nicht bzw. nur sehr schwach
transkribieren lassen.

3 Stimulierung der in vitro Transkription durch TFE

Das tfe Gen von Methanosarcina mazei kodiert ein Protein mit 167 Aminosduren. Damit ist
das Methanosarcina mazei TFE etwas kleiner als archaeelle Homologe. Alle archaeellen TFE
Proteine sind jedoch deutlich kleiner als die homologe o-Untereinheit des allgemeinen
eukaryellen Transkriptionsfaktors TFIIE, die einen zusétzlichen C-terminalen Bereich
aufweist. Dieser C-terminale Bereich ist fiir die Funktion des Proteins aber entbehrlich,
wihrend der N-terminale Bereich essentiell ist (OHKUMA et al., 1995; KULDELL &
BURATOWSKI, 1997; SAKURALI et al., 1997). Das archaeelle TFE entspricht also der
essentiellen N-terminalen Region des eukaryellen TFIIEo (BELL et al., 2001). Bei der
Analyse der Aminosduresequenz des Methanosarcina mazei TFE wurde im N-terminalen
Bereich ein Helix-Turn-Helix-Motiv und im C-terminalen Bereich ein Zinkfinger-Motiv
identifiziert. Diese Motive sind hochkonserviert und konnen bei allen archaeellen TFE
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Proteinen an den gleichen Positionen gefunden werden (SOPPA, 1999b; BELL et al., 2001).
Auch beim eukaryellen TFIIEq ist der Zinkfinger vorhanden, und es konnte gezeigt werden,
dass er essentiell ist fiir die Funktion des Proteins (MAXON & TJIAN, 1994). Bei einigen
archaeellen Homologen ist allerdings ein Aminosdureaustausch in der Sequenz des
Zinkfingers erfolgt. Bei Sulfolobus solfataricus und Archaeoglobus fulgidus ist der zweite
Cystein-Rest konservativ ausgetauscht. Bei den Pyrococcus Arten und bei Methanobacterium
thermoautotrophicum ist dagegen ein nicht konservativer Aminosiureaustausch des zweiten
Cystein-Rests erfolgt (BELL et al., 2001). Kurz darauf folgt jedoch ein Histidin-Rest, der
ebenfalls zur Koordination eines Metall-lons féhig ist. TFE von Methanosarcina mazei besitzt
jedoch ein typisches Zinkfinger-Motiv mit der Sequenz CxxxC-N4-CxxC.

Es konnte gezeigt werden, dass TFE von Methanosarcina mazei die in vitro Transkription des
grpE Gens leicht stimuliert. Auch fiir TFE von Methanobacterium thermoautotrophicum und
Sulfolobus solfataricus st schon gezeigt worden, dass es die in vitro Transkription einiger
Gene stimulieren kann. Es konnte allerdings nicht bei allen untersuchten Promotoren eine
Stimulierung der Transkription beobachtet werden (HANZELKA et al., 2001; BELL et al.,
2001). Die detektierte Stimulierung war allerdings z. T. deutlich stirker als die beim grpE
Gen von Methanosarcina mazei festgestellte Stimulierung. Das grpE Gen von
Methanosarcina mazei lasst sich aber auch ohne TFE effizient transkribieren, so dass eine
starke Stimulierung auch nicht zu erwarten war. Auch fiir Methanobacterium
thermoautotrophicum TFE konnte gezeigt werden, dass es im zellfreien Transkriptionssystem
dieses Archaeon die Transkription eines bereits ohne TFE effektiv transkribierten Promotors
nicht weiter steigern kann (HANZELKA et al., 2001) Es wurde auch der Einfluss von TFE
auf die Transkription der Gene dnaK und dnaJ von Methanosarcina mazei untersucht. Bei
diesen Genen kann in vitro nur eine sehr schwache bzw. keine Transkription beobachtet
werden. Es erfolgte aber keine Stimulierung der in vitro Transkription dieser Gene durch TFE
(Daten nicht gezeigt). TFE ist also offensichtlich nicht der Aktivator fiir die Transkription
dieser Gene.

In vitro Transkriptionsanalysen von BELL et al. (2001) mit mutierten TATA-Box Sequenzen
von fir TFE nicht sensitiven Promotoren zeigen, dass ein im Vergleich zum Wildtyp
schwicher transkribierter Promotor fiir TFE sensitiv wird. Auch Versuche mit suboptimalen
TBP Konzentrationen weisen darauf hin, dass bei Bedingungen, bei denen die TBP-TATA-
Box Interaktion nicht optimal ist, eine Stimulierung durch TFE erfolgen kann, denn ein bei
optimaler TBP Konzentration fiir TFE nicht sensitiver Promotor wird bei suboptimalen TBP
Konzentrationen fiir TFE sensitiv. Da die Transkription des grpE Gens von Methanosarcina
mazei bei optimaler TBP Konzentration nur leicht stimuliert wird, wurde die in vitro
Transkription dieses Gens bei verschiedenen suboptimalen TBP Konzentrationen untersucht.
Es konnte in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von BELL et al. (2001) eine stirkere
Stimulierung der Transkription bei suboptimalen TBP Konzentration detektiert werden.
Dieser Effekt ist umso ausgeprégter, je geringer die gewiéhlte TBP Konzentration ist. Es
konnte eine bis zu 3-fache Stimulierung beobachtet werden. Diese Ergebnisse zeigen
eindeutig die Aktivitdit des TFE von Methanosarcina mazei. Die bei optimaler TBP
Konzentration schwichere Stimulierung der Transkription bei diesem Versuch, als bei den
beiden vorher prédsentierten Versuchen, bei denen nur die optimale TBP Konzentration
eingesetzt wurde, ist darauf zuriickzufiihren, dass bei diesem Experiment eine sehr viel
geringere TFE Menge (75 ng) eingesetzt wurde als zuvor (bis zu 2100 ng). Trotz der viel
groferen TFE Menge war eine nur leicht stirkere Stimulierung bei optimaler TBP
Konzentration zu beobachten. Auch dies weist darauf hin, dass TFE die Transkription nur bei
nicht optimaler TBP-TATA-Box Interaktion zu stimulieren vermag. Es konnte auch gezeigt
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werden, dass TBP nicht durch TFE ersetzt werden kann. TBP ist also essentiell fur die
Transkription, und TFE tlibernimmt nicht die Funktion von TBP.

Fiir eukaryelles TFIIEx ist beschrieben, dass es die Bindung von TBP an die TATA-Box
stimuliert (YOKOMORI et al., 1998). Die Funktionsweise von TFE ist dagegen noch
unbekannt. Es wird aber spekuliert, dass TFE die Dimerisierung von TBP verhindert und
dadurch die TATA-Box Erkennung von TBP begiinstigt wird (BELL et al.,, 2001).
HANZELKA et al. (2001) haben gezeigt, dass rekombinantes TFE von Archaeoglobus
fulgidus nicht im Methanobacterium thermoautotrophicum in vitro Transkriptionssystem die
Transkription von Promotoren stimulieren kann, die von rekombinanten Methanobacterium
thermoautotrophicum TFE stimuliert werden. TFE von verschiedenen Organismen scheint
also nicht austauschbar zu sein. In dieser Arbeit wurde ein zellfreies Transkriptionssystem mit
rekombinanten Methanosarcina mazei TBP und TFB und gereinigter RNA-Polymerase von
Methanococcus thermolithotrophicus verwendet, und es konnte die funktionelle Aktivitit des
Methanosarcina mazei TFE in diesem Transkriptionssystem gezeigt werden. Dies kdnnte
einen Hinweis auf den Interaktionspartner von TFE liefern, denn wenn TFE von
Methanosarcina mazei im homogenen Methanococcus thermolithotrophicus in vitro
Transkriptionssystem auch nicht funktionell aktiv wére, was noch gezeigt werden muss, dann
fallt die RNA-Polymerase als Interaktionspartner von TFE aus, da die Verwendung von
Methanosarcina mazei TBP und TFB geniigen wiirde, damit TFE wirken kann. TFB kommt
als Interaktionspartner von TFE vermutlich auch nicht in Frage, da bei optimaler TBP Menge
und suboptimalen TFB Mengen keine Stimulierung der Transkription beobachtet wurde
(BELL et al., 2001). Unter der Primisse der Nichtaustauschbarkeit von Methanosarcina
mazei TFE in einem homogenen Methanococcus thermolithotrophicus in vitro
Transkriptionssystem wére also vermutlich TBP der Interaktionspartner von TFE. Dies wiirde
die These der Verhinderung der Dimerisierung von TBP durch TFE unterstiitzen.

4 Der potentielle Repressor AmtR aus Methanosarcina mazei

Bei dem gram-positiven Bakterium Corynebacterium glutamicum ist AmtR der globale
Regulator fiir die Gene des Stickstoffmetabolismus (BURKOVSKI, 2003). Das AmtR Protein
fungiert als Repressor, indem es an einen bekannten Sequenzabschnitt stromaufwérts der von
ithm regulierten Gene bindet und deren Transkription inhibiert. Auch die Transkription des
glnK Gens, welches im amtB/ginK/glnD Operon lokalisiert ist, wird in Abhdngigkeit vom
Stickstoffangebot durch AmtR reguliert (JAKOBY et al,, 2000). Bei dem Archaeon
Methanosarcina mazei wird in vivo die Transkription des g/nK Gens ebenfalls in
Abhingigkeit von der Stickstoffverfiigbarkeit reguliert. Bei ausreichendem Stickstoffangebot
ist die Transkription fast vollstindig reprimiert, wéhrend bei Stickstofflimitierung das
ginK/amtB/orfX Operon stark induziert wird (EHLERS et al., 2002a). Die Regulation ist
allerdings noch unbekannt. Methanosarcina mazei besitzt aber ein Gen, von dem die
abgeleitete Aminosiuresequenz Ahnlichkeit mit dem AmtR Protein aus Corynebacterium
glutamicum aufweist. Dieses Gen wurde von der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Schmitz-Streit
in Gottingen identifiziert, in E. coli kloniert, das kodierte Protein rekombinant hergestellt und
anschlieend gereinigt. Aullerdem wurde 495 bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts des
glnK Gens von Methanosarcina mazei eine Sequenz mit groBer Ahnlichkeit zur
Konsensussequenz des Bindungsmotivs von AmtR aus Corynebacterium glutamicum
entdeckt (SCHMITZ-STREIT, nicht publiziert). Eine weitere Sequenz mit Ahnlichkeit zum
Bindungsmotiv wurde im Bereich der TATA-Box des glnK Gens gefunden (Abb. 1B und
Tab. 1).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde in dem etablierten zellfreien in vitro Transkriptionssystem
mit den rekombinant hergestellten basalen Transkriptionsfaktoren TBP und TFB aus
Methanosarcina mazei und der gereinigten RNA-Polymerase aus Methanococcus
thermolithotrophicus der Einfluss des potentiellen Regulatorproteins AmtR aus
Methanosarcina mazei auf die Transkription des in vivo in Abhingigkeit vom
Stickstoffangebot transkribierten g/lnK Gens aus Methanosarcina mazei untersucht. Auflerdem
wurde in Gel-Retardationsexperimenten untersucht, ob das potentielle Regulatorprotein AmtR
die Bindung von TBP/TFB und, bzw. oder, der RNA-Polymerase an den Promotor des g/nK
Gens aus Methanosarcina mazei beeinflusst. Dies wurde in Abhingigkeit vom Vorhandensein
der potentiellen Bindungsstelle 495 bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts durchgefiihrt.

Die ersten in vitro Transkriptionsexperimente mit AmtR zeigten, dass AmtR die Transkription
aller untersuchten Gene inhibiert. Es war erwartet worden, dass AmtR eventuell die
Transkription des g/nK Gens von Methanosarcina mazei hemmt, da 495 bp stromaufwirts des
Transkriptionsstarts eine potentielle Bindungsstelle fiir AmtR vorhanden ist. Es wurde aber
ebenfalls eine Abnahme der Transkriptmenge mit zunehmender AmtR Menge im
Transkriptionsansatz bei der Transkription des in vivo konstitutiv exprimierten Gens tRNA"*
von Methanococcus thermolithotrophicus (HAUSNER et al., 1991) und des gdh Gens von
Pyrococcus furiosus (HETHKE et al., 1996), und auch bei der Transkription des in vivo
regulierten Gens grpE von Methanosarcina mazei (CONWAY de MACARIO et al., 1995)
sowie der Gene hsp20 und aaa’ atpase von Pyrococcus furiosus (VIERKE et al., 2003),
beobachtet. Daher war zunichst eine RNAse Kontamination der AmtR Charge vermutet
worden. Anstatt des Transkripts erwarteter Grofle konnte bei einigen Transkriptionen aber
eine Bande hoheren Molekulargewichts detektiert werden. Um die Ursache dieser Bande zu
ergriinden und die AmtR Charge auf RNAse Aktivitit zu testen’, wurde deshalb ein
Kontrollexperiment durchgefiihrt. Daflir wurde in einem Standard Transkriptionsansatz
Methanosarcina mazei grpE Transkript synthetisiert. Zur Entfernung der RNA-Polymerase
und der Transkriptionsfaktoren wurde der Ansatz einer Phenol-Chloroform-Extraktion
unterzogen. Das Transkript wurde dann unter Transkriptionsbedingungen mit AmtR inkubiert
(ohne RNA-Polymerase und Transkriptionsfaktoren) und anschlieBend gelelektrophoretisch
analysiert. Es war zusitzlich zur Bande des freien grpE Transkripts wieder die Bande deutlich
hoheren Molekulargewichts zu beobachten, wiahrend in einem Ansatz ohne AmtR nur freies
grpE Transkript zu detektieren war. Eine Kontrolle zeigte aulerdem, dass keine Neusynthese
von Transkript erfolgte. Die Bande hoheren Molekulargewichts musste deshalb eine
Retardation des grpE Transkripts durch AmtR darstellen. Nach einer Phenolextraktion zur
Entfernung von AmtR aus dem Ansatz war wieder die Ausgangsmenge des freien grpE
Transkripts zu detektieren. Es konnte also kein Abbau von RNA beobachtet werden, womit
gezeigt war, dass die AmtR Charge keine RNAse Aktivitdt aufweist.

Es konnte gezeigt werden, dass AmtR unter in vitro Transkriptionsbedingungen in der Lage
ist, an RNA zu binden und eine Gel-Retardation induzieren kann. Es ist jedoch
bemerkenswert, dass diese Gel-Retardation in einem denaturierenden Gel beobachtet werden
konnte. Das 10%ige PA-Gel enthielt 7 M Harnstoff. AuBerdem wurde den Ansétzen vor dem
Auftrag auf das Gel dreifacher Auftragspuffer mit 98% Formamid, 0,1% Bromphenolblau,
0,1% Xylencyanol und 10 mM EDTA pH 8.0 zugegeben und die Ansidtze 3 min bei 85 °C
inkubiert. Es ist erstaunlich, dass unter diesen Bedingungen und nach der geschilderten
Behandlung des Ansatzes eine Gel-Retardation durch AmtR beobachtet werden kann. Ob
AmtR tatsdchlich an einzelstringige Ribonukleinsdure bindet, miisste noch gezeigt werden.
Es ist trotz der geschilderten Behandlung des Ansatzes vor dem Auftrag auf das Gel ein
RNA-DNA-Hybrid nicht auszuschlieBen. Durch Autoradiographie nachgewiesen wurde zwar
nur die radioaktiv markierte RNA, aber die DNA-Matrize war aus dem Ansatz nicht entfernt



IV Diskussion 93

worden. In den Kontrollen konnte zwar kein zusitzliches RNA-DNA-Hybrid detektiert
werden, aber es wire moglich, dass AmtR diesen Zustand stabilisiert, und daher ein RNA-
DNA-AmtR Komplex detektiert wurde. Bei allen folgenden in vitro Transkriptionen wurden
die Ansdtze nach der Transkription und vor der Zugabe von Auftragspuffer einer
Phenolextraktion unterzogen. Damit war sichergestellt, dass die gesamte RNA frei im Gel
lauft.

Es zeigte sich aber, dass AmtR tatsdchlich sowohl die Transkription des g/inK Gens von
Methanosarcina mazei als auch die Transkription des grpE Gens von Methanosarcina mazei
und die des tRNA" Gens von Methanococcus thermolithotrophicus inhibiert. Eine
spezifische Hemmung der in vitro Transkription des g/nK Gens konnte somit nicht eindeutig
gezeigt werden. Der bei allen drei Genen beobachtete Effekt ist aber eindeutig auf eine
Hemmung der Transkription zurlickzufithren. Eine RNAse Aktivitit der AmtR Charge
konnte, wie zuvor beschrieben, ausgeschlossen werden. Die RNA lief auch frei im Gel, da vor
dem Auftrag auf das Gel eine Phenolextraktion durchgefiihrt wurde. Es ist also ebenfalls
ausgeschlossen, dass eine Teilmenge des Transkripts mit AmtR retardiert im Gel lief. Die
Hemmung der in vitro Transkription der Gene tRNA"" und grpE erfolgt eventuell aufgrund
einer unspezifischen Bindung von AmtR an die DNA, wéhrend beim g/nK Gen noch eine
spezifische Bindung von AmtR an die DNA hinzutritt. Hierfiir spricht, dass der Hemmeftfekt
beim g/nK Gen bei der gleichen Menge AmtR signifikant grofer ist bei der in vitro
Transkription der beiden anderen Gene. Bei 1500 ng AmtR ist die relative
Transkriptionsaktivitit beim g/nK Gen ca. um den Faktor zwei, bei 3000 ng AmtR ca. um den
Faktor drei und bei 4500 ng AmtR sogar fast um den Faktor acht geringer als beim grpE Gen.
Es mussten bei der in vitro Transkription allerdings relativ grole Mengen AmtR eingesetzt
werden um einen Hemmeffekt zu beobachten. Das molare Verhdltnis von DNA zu AmtR
betrdgt fiir alle drei untersuchten Gene bei 1500 ng AmtR 1:883, bei 3000 ng AmtR 1:1766
und bei 4500 ng AmtR 1:2649. Aber auch bei Gel-Retardationsexperimenten mit
Corynebacterium glutamicum AmtR ist beschrieben, dass erst grole Mengen AmtR zu einer
Retardation fithren (JAKOBY et al., 2000).

Die Werte der relativen Transkriptionsaktivitit der drei untersuchten Gene nehmen bei der
jeweils gleichen AmtR Menge unterschiedlich stark ab. Wenn die Hemmung bei allen drei
Genen nur einen unspezifischen Effekt darstellen wiirde, miisste die relative
Transkriptionsaktivitit bei gleicher AmtR Menge um den gleichen Wert abnehmen. Die
ungleichmiflige Abnahme der relativen Transkriptionsaktivitidt deutet zumindest darauf hin,
dass der beobachtete Hemmeffekt sequenzspezifisch ist, da alle anderen Bedingungen
identisch waren. Eine Sequenz, die als Bindungsstelle fiir eine spezifische Bindung von AmtR
in Frage kommt, liegt 495 bp stromaufwairts des Transkriptionsstarts von g/lnK (Abb. 1B).
Diese Sequenz besitzt groBe Ahnlichkeit zur Konsensussequenz des Bindungsmotivs von
AmtR aus Corynebacterium glutamicum (Tab. 1). Die bei der in vitro Transkription des g/nK
Gens verwendete DNA war so konstruiert, dass sie diesen Sequenzabschnitt enthielt. Eine
weitere Sequenz mit Ahnlichkeit zum Bindungsmotiv liegt im Bereich der TATA-Box des
glnK Gens.

Ein Vergleich der relativen in vitro Transkriptionsraten nach Vorinkubation der DNA-Matrize
mit AmtR oder Proteinen des Transkriptionsapparates sollte einen Hinweis auf den Ort der
Bindung von AmtR liefern. Es zeigte sich, dass unabhingig von den bei der Vorinkubation
vorhandenen Proteinen eine gleich starke Inhibierung zu beobachten ist. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass die Inhibierung der in vitro Transkription des g/nK Gens von
Methanosarcina mazei nicht durch eine Bindung von AmtR an die Promotorregion vermittelt
wird. Die sich im Bereich der TATA-Box befindende Sequenz mit Ahnlichkeit zur
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Konsensussequenz des Bindungsmotivs von AmtR aus Corynebacterium glutamicum scheint
also keine spezifische Bindungsstelle von AmtR darzustellen. Wenn AmtR an die TATA-Box
des g/lnK Gens binden wiirde, konnte man erwarten, dass die Hemmung der in vitro
Transkription nach Vorinkubation mit AmtR stirker ausgeprdgt ist als nach Vorinkubation
mit TBP, TFB und der RNA-Polymerase. Bei der Vorinkubation mit AmtR wiirde AmtR an
die Promotorregion binden und die TATA-Box wire fiir TBP wahrscheinlich schlechter
zugénglich, wodurch die Ausbildung des Préinitiationskomplexes behindert wére und die
Transkription inhibiert wird. Bei Vorinkubation mit TBP, TFB und der RNA-Polymerase
wiirde sich schon vor der Zugabe von AmtR der Préinitiationskomplex mit der Bindung von
TBP an die TATA-Box, dem Hinzutreten von TFB mit gleichzeitiger Stabilisierung dieses
Komplexes und schlielich der Anlagerung der RNA-Polymerase ausbilden. AmtR kdénnte in
diesem Fall nicht mehr an die TATA-Box binden und die Transkription wiirde zumindest
deutlich schwicher inhibiert werden. Da aber die relativen Transkriptionsraten nach
Vorinkubation mit AmtR und nach Vorinkubation mit TBP, TFB und der RNA-Polymerase
fast gleich sind ist davon auszugehen, dass keine Konkurrenz zwischen AmtR und dem
Préinitiationskomplex bzw. TBP um die Bindung im Bereich der TATA-Box besteht.

Eine Vorinkubation der DNA mit TBP und TFB und anschlieender zweiter Vorinkubation
mit unterschiedlichen Mengen AmtR vor der Zugabe der RNA-Polymerase fiihrte ebenfalls
zu fast identischen Werten der relativen Transkriptionsaktivitit wie bei Vorinkubation mit
AmtR oder Vorinkubation mit TBP, TFB und RNA-Polymerase. Dies deutet darauf hin, dass
AmtR nicht die Anlagerung der RNA-Polymerase an den DNA-TBP-TFB Komplex
behindert. Die Vorinkubation mit TBP und TFB ermdglichte die Ausbildung des DNA-TBP-
TFB Komplexes, wenn AmtR sich an diesen Komplex anlagern wiirde oder an die DNA in
der Néhe dieses Komplexes bindet und dadurch die Anlagerung der RNA-Polymerase
behindert, miissten die Werte fiir die relative Transkriptionsaktivitdt niedriger sein als nach
Vorinkubation mit TBP, TFB und RNA-Polymerase, da sich dort schon ein vollstindiger
Préinitiationskomplex ausbilden konnte.

Eine Bindung von AmtR an die potentielle Bindungsstelle 495 bp stromaufwérts des
Transkriptionsstarts des glnK Gens ist aber moglich. Bei der Vorinkubation mit AmtR wiirde
AmtR an die Bindungsstelle 495 bp stromaufwirts des Transkriptionsstarts binden und nach
Zugabe von TBP, TFB und RNA-Polymerase der Préinitiationskomplex ausgebildet werden.
Bei der Vorinkubation mit TBP, TFB und RNA-Polymerase wiirde der Préinitiationskomplex
schon ausgebildet werden konnen und nach Zugabe von AmtR dieses an seine potentielle
Bindungsstelle treten. Bei der Vorinkubation mit TBP und TFB und anschlieBender zweiter
Vorinkubation mit AmtR wiirden alle Proteine an ihre jeweilige Bindungsstelle treten und
nach Zugabe der RNA-Polymerase diese den Préinitiationskomplex vervollstindigen. Bei
diesem Modell der unabhéngigen Bindung von AmtR an seine potentielle Bindungsstelle 495
bp stromaufwiérts des Transkriptionsstarts ist allerdings die Vermittlung der Inhibierung der
Transkription noch zu kléren. Jedenfalls scheint AmtR nicht die Ausbildung des
Préinitiationskomplexes von seiner Position 495 bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts zu
storen. Denn in diesem Fall miissten die Werte der relativen Transkription nach
Vorinkubation mit AmtR geringer sein als nach Vorinkubation mit TBP, TFB und RNA-
Polymerase.

Die Gel-Retardationsexperimente zeigen eine zunehmende Retardation der g/nK-DNA,
welche die potentielle AmtR Bindungsstelle 495 bp stromaufwirts des Transkriptionsstarts
enthilt, bei steigender AmtR Menge. Die Anzahl der im DNA-AmtR Komplex vorhandenen
AmtR Molekiile ist zumindest im untersuchten Bereich also nicht begrenzt. Eventuell
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begiinstigt gebundenes AmtR die Bindung weiterer AmtR Molekiile. Diese Ergebnisse lassen
eine unspezifische Bindung von AmtR an DNA vermuten.

Ferner konnte gezeigt werden, dass der DNA-TBP-TFB Komplex vollstindig durch die
zusitzliche Bindung von AmtR retardiert wird. TBP, TFB und AmtR kénnen also gemeinsam
an die DNA binden. Der Promotor mit der TATA-Box steht fiir die Bindung von TBP und
TFB zur Verfiigung und wird nicht von AmtR blockiert. Dies steht in Ubereinstimmung mit
dem Ergebnis der in vitro Transkription, bei der eine Vorinkubation mit AmtR durchgefiihrt
wurde. Auch dort zeigte sich, dass eine Vorinkubation mit AmtR zu keiner verstdrkten
Inhibierung der Transkription fiihrt. Auerdem scheint der DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex
stabiler zu sein als der DNA-TBP-TFB Komplex, da weder der DNA-TBP-TFB Komplex, der
DNA-AmtR Komplex noch freie DNA zu erkennen sind, wenn zusétzlich AmtR im Ansatz
vorhanden ist. Es ist also die gesamte DNA mit TBP-TFB-AmtR Komplexen beladen. Bei
dem Ansatz nur mit TBP und TFB war hingegen zusétzlich zum DNA-TBP-TFB Komplex
auch noch freie DNA zu beobachten. Aullerdem ist bei 100 ng AmtR und 200 ng AmtR noch
kein DNA-AmtR Komplex zu erkennen, aber diese Mengen AmtR sind in der Lage den
DNA-TBP-TFB Komplex zu retardieren. Dies zeigt, dass AmtR eine hohere Affinitit zum
DNA-TBP-TFB Komplex besitzt als zur DNA allein.

Es wurden zusitzlich auch Gel-Retardationsexperimente nach verschiedenen Vorinkubationen
durchgefiihrt. Es sollte gekliart werden, ob auch nach Vorinkubation der DNA mit AmtR noch
eine Bindung von TBP und TFB beobachtet werden kann bzw. ob nach einer Vorinkubation
der DNA mit TBP und TFB die Bindung von AmtR beeinflusst wird. Es war zwar schon
gezeigt worden, dass die Bindung von TBP, TFB und AmtR gemeinsam mdglich ist, aber
eventuell wird nach einer Vorinkubation mit AmtR aufgrund von unspezifischer AmtR
Bindung die Bindung von TBP und TFB an die TATA-Box verhindert. Es zeigte sich aber,
dass TBP und TFB nach Vorinkubation der DNA mit AmtR ebenso gut binden, als wenn die
Zugabe gleichzeitig erfolgt oder mit AmtR vorinkubiert wird. Wenn die Bindung von TBP
und TFB aufgrund der schon erfolgten Bindung von AmtR behindert wére, miisste ein DNA-
AmtR Komplex erwartet werden, dieser war aber nicht zu beobachten. Wenn andersherum die
Bindung von AmtR aufgrund der schon erfolgten Bindung von TBP und TFB behindert wire,
miisste ein DNA-TBP-TFB Komplex erwartet werden, aber auch dieser war nicht zu
detektieren. Der DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex lief bei gleichzeitiger Zugabe der Proteine,
Vorinkubation mit TBP und TFB oder Vorinkubation mit AmtR auf fast gleicher Héhe im
Gel. Die Reihenfolge der Zugabe der einzelnen Proteine ist also auch unerheblich fiir die
Anzahl der gebundenen AmtR Molekiile im DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex. Auch bei
diesem Versuch konnte bei gleichzeitiger Anwesenheit von TBP, TFB und AmtR weder ein
DNA-TBP-TFB Komplex, DNA-AmtR Komplex noch freie DNA beobachtet werden. Der
DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex scheint also, wie zuvor schon diskutiert, bevorzugt formiert
zu werden.

Es wurde auch untersucht, ob AmtR g/nK-DNA ohne die potentielle Bindungsstelle 495 bp
stromaufwirts des Transkriptionsstarts oder grpE-DNA retardiert. Es wurde festgestellt, dass
bei der gleichen Menge AmtR die untersuchten DNAs unterschiedlich retardiert werden. Die
grpE-DNA und die g/nK-DNA ohne die potentielle AmtR Bindungsstelle 495 bp
stromaufwérts des Transkriptionsstarts werden nicht retardiert. Die g/nK-DNA mit der
potentiellen AmtR Bindungsstelle 495 bp stromaufwirts des Transkriptionsstarts wird
hingegen retardiert. Dies weist auf eine spezifische Bindung von AmtR an die glnK-DNA mit
der potentiellen AmtR Bindungsstelle 495 bp stromaufwirts des Transkriptionsstarts hin. Es
wurde bei diesem Experiment jeweils ungefdhr die gleiche Menge markierte DNA eingesetzt,
die DNAs wiesen allerdings unterschiedliche GroBen auf. Zur Kompensation und zur
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Verhinderung unspezifischer Bindung wurde jedoch ein hoher Uberschuss (ca. 300-fach)
Kompetitor-DNA eingesetzt, dies sollte die Spezifitit der beobachteten Retardation
sicherstellen.

Der DNA-TBP-TFB Komplex wurde unabhingig von der verwendeten DNA durch AmtR
retardiert. Es war jeweils eine vollstindige Retardation zu beobachten, d. h. es war weder
freie DNA, ein DNA-AmtR Komplex oder ein DNA-TBP-TFB Komplex zu detektieren. Es
wurde also nachgewiesen, dass diese zuvor schon bei der g/nK-DNA mit der potentiellen
Bindungsstelle gemachte Beobachtung unabhidngig von der untersuchten DNA ist. Die
vollstindige Retardation des DNA-TBP-TFB Komplexes durch AmtR sowie die bevorzugte
Ausbildung eines DNA-TBP-TFB-AmtR Komplexes, gegeniiber DNA-AmtR Komplexen
und DNA-TBP-TFB Komplexen, was sich aus dem Nichtvorhandensein dieser Komplexe
ableitet, ist also unabhéngig von der AmtR Bindungsstelle. Dies deutet auf eine Interaktion
zwischen AmtR und TBP oder TFB hin.

Es konnte nicht ermittelt werden, ob AmtR die Anlagerung der RNA-Polymerase an den
DNA-TBP-TFB Komplex verhindert. Es lduft zwar unabhingig von einer AmtR Zugabe ein
Komplex auf gleicher Hohe im Gel wenn TBP, TFB und RNA-Polymerase im Ansatz
vorhanden sind, was dafiir spricht, dass die Anlagerung der RNA-Polymerase an den DNA-
TBP-TFB Komplex nicht durch AmtR verhindert wird, aber der DNA-TBP-TFB-RNA-
Polymerase Komplex lauft z. T. auf einer Hohe im Gel mit dem DNA-TBP-TFB-AmtR
Komplex. Dadurch ist eine Unterscheidung zwischen dem DNA-TBP-TFB-AmtR Komplexes
und dem DNA-TBP-TFB-RNA-Polymerase Komplexes nicht méglich. Eine Unterscheidung
zwischen einem DNA-TBP-TFB-RNA-Polymerase Komplex und DNA-TBP-TFB-RNA-
Polymerase-AmtR  Komplex war ebenfalls nicht moglich. Die Differenz des
Molekulargewichts zwischen DNA-TBP-TFB-RNA-Polymerase Komplex und DNA-TBP-
TFB-RNA-Polymerase-AmtR Komplex ist eventuell zu gering um im Gel zwei Banden
unterschiedlicher Lauthohe zu detektieren. Zur Identifikation der beteiligten Proteine an den
Komplexen konnten sogenannte ,,Supershifts®, Gel-Retardationsexperimente mit spezifischen
Antikorpern, beitragen. Dann wiren den Komplexen einzelne Proteine sicher zuzuordnen.

Es konnte jedoch eindeutig die Ausbildung eines DNA-TBP-AmtR Komplexes nachgewiesen
werden. Eine Retardation der drei unterschiedlichen untersuchten DNAs allein mit TBP
wurde nicht festgestellt. Es war jeweils nur die freie DNA zu beobachten. Wenn jedoch TBP
und AmtR zusammen mit der DNA inkubiert wurden war eine deutliche Retardation zu
detektieren. Es war jeweils keine freie DNA mehr zu erkennen, sondern eine Bande deutlich
hoheren Molekulargewichts. TBP und AmtR sind also unabhingig von der untersuchten DNA
gemeinsam in der Lage eine Retardation zu induzieren, obwohl TBP allein und die
eingesetzte Menge AmtR allein mit der grpE-DNA und der g/inK-DNA ohne potentielle
AmtR Bindungsstelle dies nicht vermdgen. Das molare Verhidltnis von AmtR zu TBP im
Bindungsansatz betrug jeweils 1:3,8. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde iiberpriift, ob AmtR
bei der in vitro Transkription TFB ersetzen kann. Dazu wurden mit dem grpE Gen in vitro
Transkriptionen mit unterschiedlichen TBP und AmtR Mengen durchgefiihrt, bei denen keine
TFB Zugabe erfolgte. Es zeigte sich aber, dass TFB, wie auch TBP, essentiell ist fiir die in
vitro Transkription, und TFB nicht durch AmtR ersetzt werden kann (Daten nicht gezeigt).

Es wurde gezeigt, dass AmtR vermutlich eine spezifische Bindung an die potentielle
Bindungsstelle 495 bp stromaufwiérts des Transkriptionsstarts des g/nK Gens eingeht. Da aber
AmtR in Kombination mit anderen Proteinen auch an die g/mK-DNA ohne diese
Bindungsstelle binden kann, muss es noch andere Bindungsmoglichkeiten geben. Es ist zu
vermuten, dass eine Interaktion mit TBP hierbei eine Rolle spielt, da AmtR nicht nur den
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DNA-TBP-TFB Komplex retardiert, sondern auch mit TBP einen DNA-TBP-AmtR Komplex
auszubilden vermag, obwohl AmtR und TBP allein jeweils nicht zu einer Retardation dieser
glnK-DNA fahig sind. Bei einer Interaktion von AmtR mit TBP wird aber nicht die
Anlagerung von TFB verhindert, da auch der DNA-TBP-TFB-AmtR Komplex formiert
werden kann. Dieser Komplex enthilt eindeutig TFB, da er hoher im Gel lauft als der DNA-
TBP-AmtR Komplex. Eine direkte Interaktion zwischen AmtR und TBP von Methanosarcina
mazei nach gemeinsamer Inkubation unter in vitro Transkriptionsbedingungen ohne DNA
wurde aber nicht beobachtet.

Der Ort der Bindung von AmtR und TBP bei dem beobachteten DNA-TBP-AmtR Komplex
ist noch nicht aufgeklart. Es wire sowohl moglich, dass TBP es AmtR ermdglicht
unspezifisch an DNA zu binden, als auch eine gemeinsame Bindung von TBP und AmtR an
die TATA-Box, denn bei allen Untersuchungen wies die verwendete DNA einen Promotor
mit TATA-Box auf. Weitere Erkenntnisse iiber den Ort der Bindung konnten Gel-
Retardationen liefern, bei denen die TATA-Box deletiert oder mutiert wird. Dann kann
geklirt werden, ob die TATA-Box essentiell ist fiir die Ausbildung des DNA-TBP-AmtR
Komplexes. Es ist auBerdem zu vermuten, dass in vivo die AmtR-TBP Interaktion reguliert
wird. Das hochkonservierte TBP ist ein basaler Transkriptionsfaktor und somit ein
essentielles Protein fiir das Wachstum von Methanosarcina mazei, wie auch fiir alle anderen
Archaea. Aufgrund der Bedeutsamkeit dieses Transkriptionsfaktors ist eine Interaktion mit
thm wahrscheinlich reguliert. Es wire moglich, dass eine Modifikation von AmtR erfolgen
kann, oder AmtR durch einen anderen bisher unbekannten Mechanismus kontrolliert wird.
Die Transkription des amtR Gens und die Synthese des AmtR Proteins erfolgt jedenfalls
unabhéngig vom Stickstoffangebot und scheint somit nicht reguliert zu sein (SCHMITZ-
STREIT, nicht publiziert).

Bei dem ebenfalls methanogenen Archaeon Methanococcus maripaludis wurde vor kurzem
das Regulatorprotein NrpR identifiziert (LIE & LEIGH, 2003). Es bindet bei diesem
Organismus an die fiir methanogene Archaea postulierte Repressor Bindungsstelle vor Genen
des Stickstoffmetabolismus (LIE & LEIGH, 2002). Bei Methanosarcina mazei konnte dieses
Sequenzmotiv jedoch weder vor dem g/nK Gen, noch vor anderen Genen des
Stickstoffmetabolismus identifiziert werden (EHLERS et al., 2002a). Ein zu NrpR homologes
Protein konnte auch nur bei einigen Euryarchaeota gefunden werden, wobei manche
Homologe nicht alle bei NrpR von Methanococcus maripaludis vorhandenen Proteindoméinen
aufweisen, so auch das Homolog von Methanosarcina mazei (LIE & LEIGH, 2003). Auch
wenn die Konsensussequenz der NrpR Bindungsstelle bei Methanosarcina mazei nicht
gefunden wurde und das NrpR Homolog vermutlich eine deutlich andere Struktur aufweist,
wire es sehr interessant, den Einfluss dieses Proteins auf die Transkription des g/inK Gens zu
untersuchen. Bei Methanococcus maripaludis wird davon ausgegangen, dass die
Bindungsaffinitit von NrpR an die Repressor Bindungsstelle durch einen bisher unbekannten
Mechanismus reguliert wird. Diese Regulation der Bindungsaffinitit des NrpR Homologs
konnte eine Funktion von AmtR sein, fiir das gezeigt wurde, dass es die Bindungsaffinitit
bzw. Bindungsstabilitit von TBP zur DNA beeinflussen kann.
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V Zusammenfassung

Fiir die Untersuchungen zur Regulation der Transkription bei Methanosarcina mazei wurde
ein in vitro Transkriptionssystem mit gereinigter Methanococcus thermolithotrophicus RNA-
Polymerase und rekombinanten Methanosarcina mazei TBP und TFB etabliert. Das #/b Gen
wurde zunéchst in einer genomischen A-Genbank von Methanosarcina mazei S-6 identifiziert
und anschliefend sequenziert und kloniert. Die Analyse der Aminosduresequenz von TBP
und TFB offenbarte charakteristische archaeelle Merkmale dieser Proteine. TBP und TFB
wurden dann in E. coli exprimiert und sdulenchromatographisch gereinigt. Die funktionelle
Aktivitidt des rekombinanten TBP und TFB von Methanosarcina mazei wurde im in vitro
Transkriptionssystem von Methanococcus thermolithotrophicus nachgewiesen. Da die
gereinigte RNA-Polymerase von Methanosarcina mazei keine spezifische Aktivitit aufwies,
wurde die RNA-Polymerase von Methanococcus thermolithotrophicus zur Verwendung in
dem zellfreien Transkriptionssystem gereinigt.

Die Analyse der in vitro Transkription der Hitzeschockgene grpE, dnaK und dnaJ von
Methanosarcina mazei, die in vivo in der Anordnung 5’-grpE-dnaK-dnaJ-3’ vorkommen,
zeigte, dass nur eine Transkription des grpE Gens erfolgt. Das durch Primer Extension
bestimmte Startnukleotid der in vitro Transkription von grpE ist identisch mit dem in vivo
Transkriptionsstart. Bei der Transkription des dnaK Gens ist nur ein sehr schwaches,
eventuell sogar unspezifisches Transkript zu detektieren, und dnaJ ldsst sich in vitro nicht
transkribieren. Da es in vivo Hinweise auf eine monocistronische Transkription dieser Gene
gibt, ist vermutlich eine Aktivierung der Transkription von dnaK und dnaJ erforderlich,
worauf auch die wenig konservierte TATA-Box dieser Gene hindeutet. Eine auffillige
fiinffache direkte Sequenzwiederholung stromaufwirts des dnaK Gens war ohne Einfluss auf
die in vitro Transkription.

AuBerdem wurde das Gen des archaeellen Transkriptionsfaktors TFE kloniert, das Protein
anschlieend in E. coli exprimiert und sdulenchromatographisch gereinigt. Die analysierte
Aminosduresequenz von TFE zeigt die typischen Charakteristika archaeeller Homologe. Die
funktionelle Aktivitit des rekombinanten Proteins wurde in dem etablierten zellfreien
Transkriptionssystem nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass TFE die Transkription
bei suboptimalen TBP Konzentrationen stark stimuliert, wihrend bei optimaler TBP
Konzentration kaum Stimulierung zu beobachten ist.

Eine eindeutige spezifische Inhibierung der in vitro Transkription des g/nK Gens von
Methanosarcina mazei durch den potentiellen Repressor AmtR konnte nicht gezeigt werden,
da das Protein auch die Transkription anderer Gene, vermutlich durch unspezifische DNA
Affinitdt, hemmt. Die Transkription des g/lnK Gens wird aber stdrker inhibiert, und es konnte
gezeigt werden, dass AmtR wahrscheinlich an eine potentielle Bindungsstelle 495 bp
stromaufwérts des Transkriptionsstarts des g/nK Gens bindet. Vorinkubationen von AmtR
bzw. TBP und TFB mit dem Promotor des g/nK Gens mit anschlieBender in vitro
Transkription oder Gel-Retardationsexperimenten zeigten, dass AmtR nicht spezifisch an eine
weitere potentielle Bindungsstelle im Bereich der TATA-Box bindet. AmtR retardiert aber
unabhingig von der verwendeten DNA den DNA-TBP-TFB Komplex und vermag sogar
einen DNA-TBP-AmtR Komplex auszubilden. Es erfolgt also in Anwesenheit von DNA eine
Interaktion zwischen TBP und AmtR, ohne DNA konnte hingegen keine direkte TBP-AmtR
Interaktion beobachtet werden. Diese Ergebnisse weisen auf eine regulatorische Funktion von
AmtR hin.
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VI Summary

To investigate the Methanosarcina mazei regulation of transcription, an in vitro transcription
system with purified Methanococcus thermolithotrophicus RNA polymerase and recombinant
TBP and TFB from Methanosarcina mazei was established. First, the #/b gene was identified
in a genomic A-genebank of Methanosarcina mazei S-6, then the gene was sequenced and
cloned. Analysis of TBP and TFB amino acid sequences revealed characteristic archaeal
features for these proteins. Then TBP and TFB were expressed in E. coli and purified by
means of column-chromatography. The functional activity of recombinant TBP and TFB was
demonstrated in the in vitro transcription system of Methanococcus thermolithotrophicus. The
purified RNA polymerase from Methanosarcina mazei showed no specific activity, therefore
the RNA polymerase from Methanococcus thermolithotrophicus was purified for the use in
the cell-free transcription system.

Analysis of in vitro transcription of the Methanosarcina mazei heat shock genes grpE, dnak,
and dnaJ, which have the in vivo organization 5’-grpE-dnaK-dnaJ-3°, showed only
transcription of grpE. The in vitro transcriptional start site of grpE, determined by means of
primer extension, is identical with the in vivo transcriptional start site. In transcription of the
dnakK gene there is only a weak transcript detectable, which is possibly an unspecific one, and
there is no transcription of dnaJ. In vivo there are hints for a monocistronic mode of
transcription for these genes, so probably activation for transcription of dnaK and dnaJ is
required, which is also suggested by the weakly conserved TATA-box of these genes. A
noticeable fivefold direct repeat upstream of dnaK had no influence on in vitro transcription.

The gene of the archaeal transcription factor TFE was also cloned, afterwards the protein was
expressed in E. coli and purified by means of column-chromatography. Analysis of the amino
acid sequence revealed the typical characteristics of archaeal homologues. The functional
activity of the recombinant protein was demonstrated in the established cell-free transcription
system. It was shown that there is a strong stimulation of transcription when sub-optimal TBP
concentrations were used, whereas at optimal TBP concentration only a weak stimulatory
effect is detectable.

It was not possible to show a clear specific in vitro transcription inhibition for the g/nK gene
from Methanosarcina mazei by the potential repressor AmtR, because of the inhibitory effect
of the protein on transcription of other genes as well, which is probably caused by an
unspecific DNA affinity. Nevertheless the inhibitory effect on transcription of g/inK is
stronger, and it was shown that there is probably a binding of AmtR to a potential binding site
495 bp upstream of the transcriptional start site of the g/nK gene. Preincubation of AmtR and
TBP/TFB, respectively, with promoter DNA of g/nK, followed by in vitro transcription or gel
retardation assays showed that there is no specific binding of AmtR to another potential
binding site in the TATA-box region. AmtR shifts unaffected by the used DNA the DNA-
TBP-TFB complex, and AmtR even can form a DNA-TBP-AmtR complex. So in the
presence of DNA there is an interaction between TBP and AmtR, but without DNA, there was
no direct interaction detectable. These results indicate a regulatory function of AmtR.
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Abb. Abbildung

AMV Avian-Myeloblastosis-Virus

APS Ammoniumperoxodisulfat

bp Basenpaare

BRE Transcription factor B recognition element

BSA bovine serum albumin

cDNA copy-DNA

Ci Curie

cpm counts per minute

ddNTP Didesoxyribonucleosidtriphosphat

DEAE Diethylaminoethyl

DIG Digoxigenin

DNA Desoxyribonukleinséure

DNasel Desoxyribonukleasel, Endonukleasel

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

et al. et alii (und andere)

FPLC Fast Performance Liquid Chromatography

h Stunde

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

M Molar (Mol pro Liter)

mA Milliampere

min Minute

mRNA messenger Ribonukleinsdure

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsdure

nm Nanometer

nt Nukleotide

NTP Ribonukleosidtriphosphat

OD optische Dichte

PA Polyacrylamid

PCR Polymerase Chain Reaction

PEG Polyethylenglykol

pfu plaque forming units

pH negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration

poly-[d(A-T)] poly-Desoxyadenosin-Desoxythymidin

poly-[d(I-C)] poly-Desoxyinosin-Desoxycytidin

Pwo Pyrococcus woesei

RBS Ribosomenbindungsstelle

RNA Ribonukleinsdure

RNAse Ribonuklease

rpm rounds per minute

S100 nach Zentrifugation bei 100000 g in der Ultrazentrifuge
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Desoxyadenosin/-cytidin/-guanosin
Desoxyadenosin/-thymidin

Desoxycytidin/-inosin

SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunde

Tab. Tabelle

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA

TBP TATA-Binde-Protein

TCA Tri-chloro acetic acid (Trichloressigsdure)

TE Tris-EDTA

TEMED N, N, N’,N’-Tetramethyletylendiamin

TFB Transkriptionsfaktor B (archaeelles Homolog zu TFIIB)
TFIIB Transkriptionsfaktor B der eukaryellen RNA-Polymerase II
TFIIE Transkriptionsfaktor E der eukaryellen RNA-Polymerase 11
TFE Transkriptionsfaktor E (archaeelles Homolog zu TFIIE)
TRIS Tris-(Hydroxymethyl-)aminomethan

tRNA transfer Ribonukleinsdure

U Unit

(v/v) Volumen pro Volumen

(W/v) Gewicht pro Volumen

Symbole fiir den Nukleinsdurecode:

A Desoxyadenosin

B Desoxycytidin/-guanosin/-thymidin

C Desoxycytidin

D Desoxyadenosin/-guanosin/-thymidin

G Desoxyguanosin

H Desoxyadenosin/-cytidin/-guanosin

I Desoxyinosin

K Desoxyguanosin/-thymidin

M Desoxyadenosin/-cytidin

N Desoxyadenosin/-cytidin/-guanosin/-thymidin

R Desoxyadenosin/-guanosin

S Desoxycytidin/-guanosin

T Desoxythymidin

U Uracil

A%

W

X

Y

Symbole fiir den Aminosédurecode:

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile
Lys
Leu

CATIZEQTE@mOoa»>

Desoxycytidin/-thymidin

Alanin M Met Methionin
Cystein N Asn Asparagin
Asparaginsdure P Pro Prolin
Glutaminsdure Q Gln Glutamin
Phenylalanin R Arg Arginin
Glycin S Ser Serin
Histidin T Thr Threonin
Isoleucin \Y Val Valin
Lysin W Trp Tryptophan
Leucin Y Tyr Tyrosin
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