Transkriptionskontrolle des nuoA-N Operons (NADH-

Dehydrogenase I) von Escherichia coli

Dissertation
zur Erlangung des Grades

,,Doktor der Naturwissenschaften‘

am Fachbereich Biologie
der Johannes Gutenberg Universitét

in Mainz

Yvonne Nicole Zeuner

geb. in Bad Kreuznach

Mainz, August 2002



Dekan:
1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:

Tag der miindlichen Priifung: 2002



Inhaltsverzeichnis

Seite
1. Zusammenfassung 1
2. Einleitung 2
3. Material und Methoden 10
3.1 Verwendete Stimme von Escherichia coli 10
3.2 Medien und Zucht 15
3.3 Molekulargenetische Methoden 17
3.4 Biochemische Methoden 25
4. Ergebnisse 31
4.1 Expression und Transkriptionskontrolle durch zwei Promotoren 31
4.2 Spezifische Bindung von ArcA an die beiden ArcA-Bindestellen 35
4.3 Mutagenese der ArcA-Bindestellen 38
4.4 In vitro Transkription der beiden nuo-Promotoren 50
4.5 Glucoserepression von nuo 53
4.6 NarL abhéngige Transkriptionskontrolle von nuo 55
5. Diskussion 61
5.1 Architektur des regulatorischen Bereichs vor nuo 61
5.2 Aufbau der ArcA-Bindestellen 63
5.3 Der ArcA-Konsensus 66
5.4 Transkriptionskontrolle der beiden nuo-Promotoren 69
5.5 Modell zur Expressionskontrolle des nuoA-N Operons 71
5.6 Glucoserepression, welches Protein ist daran beteiligt? 76
5.7 Funktion der beiden Palindrome im intergenischen Bereich vor nuoA 77
5.8 In vitro Transkription 79
5.9 NarL-Regulation des nuoA-N Operons 80
6. Veroffentlichungen 82
7. Literatur 83

Anhang



Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Das Elektronentransportsystem von E. coli enthdlt zwei verschiedene NADH-Dehydro-
genasen. Die NADH-Dehydrogenase 1 (nuod-N) koppelt im Gegensatz zur NADH-
Dehydrogenase II die Oxidation von NADH an eine Protonentranslokation und trigt zur
Energiekonservierung bei. Das nuoA-N-Operon ist durch eine groBe intergenische Region
gekennzeichnet. Die NADH-Dehydrogenase I wird iiber die beiden Promotoren P1 und P2

exprimiert und besitzt mehrere Bindestellen fiir verschiedene Regulatoren.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass beide Promotoren beim aeroben sowie
anaeroben Wachstum einen unterschiedlichen Beitrag zur Expression leisten. Die separate
Klonierung der Promotoren, transkriptionelle und translationelle /acZ-Fusionen, Inaktivierung
von Transkriptionsfaktoren, sowie die Nutzung mutierter Regulatorbindestellen in vivo
zeigen, dass der Promotor Pl im wesentlichen die Expressionshohe bestimmt. Er wird
geringfligig durch den Transkriptionsregulator ArcA (aerobic respiration control) kontrolliert
und ist unter aecroben und anaeroben Bedingungen aktiv. Der Promotor P2 trigt in wesentlich
geringerem Malle als P1 zur Expression des Enzyms bei. Er ist stark abhidngig von den
Transkriptionsfaktoren ArcA und IHF (integration host factor). Der aus P1 und P2
zusammengesetzte Gesamtpromotor erreichte in seiner Expressionshohe nicht den Wert des
separaten Promotors P1 alleine. Somit wirken beide Promotoren in ihrer Leistung nicht
additiv.

Unter anaeroben Bedingungen wird die Transkription von nuo durch das Zweikomponenten-
System ArcB/A reprimiert. ArcA bindet unabhidngige und mit unterschiedlicher Affinitdt an
die beiden Bindestellen arc/ und arc2. Von den 8 ArcA-Konsensussequenzen, von denen
jeweils vier in den Bindestellen arc/ und arc2 lokalisiert sind, filhren nur Mutationen der
Konsensussequenzen arclab in vitro zu verminderter Bindungsaffinitit von ArcA an die
Bindestelle arci. Dieselbe fiihrt in vivo unter anaeroben Bedingungen zur Derepression des
Promotors P1 bzw. P1+P2. Unter aeroben Bedingungen zeigen nur Mutationen in arc2 eine
Derepression, die nicht durch ArcA vermittelt wird. Der verdffentliche ArcA-Konsensus
scheint deshalb in dieser einfachen Form nicht giiltig zu sein.

Beim Wachstum von E. coli auf Glucose als C-Quelle wird die Expression von nuo
reprimiert. Die Glucoserepression ist nicht von den Regulatoren CRP/cAMP, Mlc und NagC
abhédngig. Im Promotorbereich von nuo wurden zwei ausgeprigte Palindrome identifiziert.

Die Bedeutung dieser beiden Palindrome fiir die Regulation von nuo ist bisher ungeklart.
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2. Einleitung

Aufbau und Funktion der Elektronentransportkette

Die Elektronentransportkette des Enterobakteriums Escherichia coli besteht aus
verschiedenen Dehydrogenasen und terminalen Reduktasen. Diese sind iiber
membranassozierte Elektronencarrier mit den Chinonen Ubichinon, Menachinon und
Desmethylmenachinon verbunden. Sie konnen zur Energiekonservierung durch
Elektronentransportphosphorylierung  eine  Vielzahl von  Elektronendonoren und
Elektronenakzeptoren nutzen. Neben Sauerstoff kdnnen auch Nitrat, Nitrit, Fumarat, DMSO
(= Dimethylsulfoxid) oder TMAO (= Trimethylamin-N-oxid) als Elektronenakzeptoren
verwendet werden. Bei diesen Elektronentransferreaktionen wird ein transmembranes
Protonenpotential  generiert, das z.B. zur ATP-Synthese, zum Transport von
Kohlenstoffquellen oder zur Zellmotilitit notwendig ist (Gunsalus, 1992; Unden et al., 1994;
Unden and Bongaerts, 1997).

Regulation und Expression

Die Expression der terminalen Reduktasen wird durch die An- bzw. Abwesenheit der
Elektronenakzeptoren reguliert. Die Nutzung folgt einer strengen Hierarchie, bei der immer
der elektropositivste Elektronenakzeptor bevorzugt wird, der in der Regel einen hoheren H'/e”
Quotienten hat und damit eine hohere ATP-Ausbeute ermdglicht. Sauerstoff (Eq = + 0,82 V)
ist dabei der bevorzugte Elektronenakzeptoren und reprimiert die Synthese aller Reduktasen
der anaeroben Atmung. Nitrat, der elektropositivste Akzeptor unter anaeroben Bedingungen
(Eo =+ 0,43 V) reprimiert den Elektronentransfer zu Fumarat (Ey = + 0,03 V) oder DMSO
(Eo’ =+ 0,13 V) und die Fermentation (Gunsalus, 1992; Unden et al., 1994; Tuchi and Lin,
1991; Guest et al., 1996; Unden, 1998).

Um diese Hierarchie zu gewéhrleisten, wird die Expression der terminalen Reduktasen durch
Transkriptionsregulatoren kontrolliert, deren Aktivitit durch Umweltsignale beeinflusst wird
Die Abwesenheit von Sauerstoff wird durch das Zweikomponentensystem ArcB/A (aerobic
respiration control) (ITuchi and Lin, 1988; Iuchi et al.,1989) und den Regulator FNR
(fumarate/nirate regulator) (Shaw et al.,1982) erkannt. Ist Nitrat oder Nitrit vorhanden, erfolgt
die Regulation iiber das Zweikomponentensystem NarX/L und NarQ/P (nitrate respiration)
(Stewart, 1993; Stewart and Rabin, 1995). Diese Transkriptionsregulatoren wirken allein oder
in Kombination, so dass die Expression der terminalen Reduktasen in Abhdngigkeit des
bevorzugten Elektronenakzeptors mit der hochsten H'/e-Rate und der hochsten ATP-

Ausbeute erfolgt (Unden and Bongaerts, 1997).
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Aufbau und Regulation der NADH-Dehydrogenasen

NADH ist der wichtigste Elektronendonor in der Atmungskette von E. coli beim Wachstum
mit vielen Substraten (Tran ef al., 1997). E. coli besitzt zwei NADH-Dehydrogenasen (Young
et al., 1981; Matsushita et al., 1987; Calhoun and Gennis, 1993b) (Abb. 1). Die NADH
Dehydrogenase I (NADH: Ubichinon Oxidoreduktase, nuo) (Weidner et al., 1993, Friedrichs
et al., 1995) wird durch 13 Strukturgene (nuoA-N) codiert, da nuoC und nuoD eine
gemeinsames Gen bilden. Dieser Multienzymkomplex ist auf Minute 51 des E. coli
Chromosoms lokalisiert und besteht aus 13 Untereinheiten (Spehr ef al., 1999). Das Enzym
koppelt die NADH-Oxidation mit der Translokation von 3-4 H' iiber die Cytoplasmembran
und trdgt so zur Generation eines Protonenpotentials bei. Die NADH-Dehydrognase I

entspricht in Aufbau und Funktion dem mitochondrialen Atmungskomplex I (Weidner ef al.,

1993; Leif et al., 1995)

NADH+H NAD +2H' NADH + H* NAD +2H'
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Abb. 1: Membrantopologie und H'-Translokation der NADH-Dehydrogenase I (nuo) und II (ndh). Der E.
coli Komplex I (nuo) besteht aus drei verschiedenen Subkomplexen, die wiederum aus verschiedenen
Untereinheiten aufgebaut sind: der periphere (NuoEFG) (griin), der verbindende (NuoBCDI) (braun) und der
Membran- (NuoAHJN) Subkomplex (gelb). Das periphere Fragment besitzt die NADH-Dehydrogenaseaktivitit
und oxidiert NADH zu NAD". Das Membranfragment katalysiert die Reduktion von Ubichinon (UQ) oder
Menachinon (MK) zu Ubichinol (UQH,) oder Menachinol (MKH,). Die NADH-Dehydrogenase II (Ndh) besteht
nur aus einem monomeren Flavoprotein (FAD).

Das alternative Enzym, die NADH-Dehydrogenase II wird durch das ndh Gen codiert.
Hierbei handelt es sich um ein membrangebundenes monomeres Flavoprotein (FAD) (Green

et al., 1997), das die gleiche Reaktion wie nuo katalysiert. Dieses Enzym ist allerdings nicht
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an der Energiekonservierung beteiligt. Beide Enzyme werden unter verschiedenen
Bedingungen synthetisiert (Calhoun et al., 1993a; Calhoun und Gennis, 1993b). Das nuo-
Operon wird sowohl unter aeroben, als auch unter anaeroben Bedingungen exprimiert. Die
NADH- Dehydrogenase II wird hauptséchlich wihrend des aeroben Wachstums synthetisiert
und unter anaeroben Bedingungen durch den Sauerstoffregulator FNR reprimiert (Spiro et
al., 1989; Green and Guest, 1994). Der Gebrauch der NADH-Dehydrogenase I1 unter aeroben
Bedingungen hat zur Folge, dass wegen der fehlenden H'-Translokation die H'/e" und ATP/e’
Quotienten nicht den maximal mdglichen entsprechen.

E. coli ist in der Lage, durch den Gebrauch von verschiedenen regulatorischen Elementen fiir
die Dehydrogenasen und terminalen Reduktasen ein Gleichgewicht zwischen Umsatzrate und
hohem ATP Gewinn zu finden, um ein optimales Wachstum zu gewéhrleisten (Unden und

Bongaerts, 1997; Unden und Schirawski, 1997).

Die physiologische Bedeutung der NADH-Dehydrogenase 1 spiegelt sich in der
transkriptionellen Regulation (Abb. 2) durch die entsprechenden Umweltsignale wider
(Bongaerts et al., 1995), besonders in Abhéngigkeit von den terminalen Elektronenakzeptoren
Sauerstoff, Nitrat, Fumarat und DMSO. (Bongaerts et al., 1995; Wackwitz et al., 1999; Green
und Guest., 1994; Green et al.; 1996; Tran et al., 1997). Unter fermentativen Bedingungen,
d.h. in Abwesenheit eines e-Akzeptors ist die Aktivitdt am geringsten. Die Transkription von
nuo wird auBerdem durch die C-Quelle beeinflusst. Dementsprechend wird die Expression
von nuoA’ unter aeroben Bedingungen von Glucose reprimiert und ist beim Wachstum mit
nicht fermentierbaren Substraten wie den C4-Dicarboxlaten Fumarat oder Succinat, oder
Glycerin am hochsten (Bongaerts et al., 1995; Tran et al., 1997). Die Regulatoren und ihre
Bindestellen am Promotor von nuo sind bereits identifiziert worden (Bongaerts ef al., 1995;

Wackwitz et al, 1999; Wackwitz, 1999).

Die Sauerstoff-abhdngige Regulation der NADH-Dehydrogenase 1 wird durch das
Zweikomponentensystem ArcB/A  vermittelt (Bongaerts et al, 1995). ArcB ist eine
membranstindige Sensorkinase und ArcA der cytoplasmatische Responseregulator. Dieser
bindet mit seiner DNA-bindenden (Helix-Turn-Helix) Doméne an die Promotorregion seiner
Zielgene. Unter anaeroben Bedingungen wird ArcB autophosphoryliert. ArcB bildet mit fiinf
weiteren Proteinen (BarA, EvgS, TorS und YoiN) eine neuen Klasse von
Hybridsensorkinasen (Matsushika und Mizuno, 1998). Diese besitzen neben der iiblichen

Transmitterdoméne  (Hisyg;) eine Receiverdomidne (Aspsz) und eine  weitere
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Transmitterdoméne (His7;7) (Tsuzuki und Mizuno, 1995). Der Phosphoryltransfer von ArcB
zu ArcA erfolgt vermutlich iiber das Histidin an Position 292. Das Signal fiir die
Autophosphorylierung von ArcB ist bisher noch nicht eindeutig identifiziert. Sauerstoff kann
als direktes Signal ausgeschlossen werden. Stattdessen konnten Chinone in oxidierter Form
als Signal fir ArcB dienen, die dem Arc-System den Redoxzustand der
Elektronentransportkette vermitteln (Georgellis und Lin, 2001).

Das phosphorylierte ArcB iibertrdgt die Phosphatgruppe auf den Responseregulator ArcA
(Tuchi und Lin, 1995), der dadurch in die aktivierte Form iiberfiihrt wird. ArcA-P bindet an
die DNA in der Promotorregion von nuo und reprimiert dessen Expression. Fiir ArcA-P
konnten zwei Bindestellen am nuo-Promotor identifiziert werden (arcl und arc2) (Abb. 2).
Die Bindestelle arc/ umfasst den Bereich von -283 bis -345 und hat ihr Zentrum bei -315. Die
zweite ArcA-Bindestelle reicht von Position -44 bis -122 und hat ihr Zentrum bei -83
(Wackwitz, 1999). Die Grofe der geschiitzten Bereiche mit mehr als 60 bp ist deutlich grof3er
als der Bereich, der von den meisten dimeren (Helix-Turn-Helix) DNA-Bindeproteinen
geschiitzt wird. Er ist aber typisch flir ArcA regulierte Promotoren (Lynch und Lin., 1996).
ArcA bindet in der Regel an sehr groe Bereiche seiner Ziel-DNA. In Genen wie pfl, cyd und
sodA bindet ArcA-P an einen regulatorischen Bereich von ca. 60 bp und in oriC sogar 150 bp
(Jeon et al., 2001).

Liegt Nitrat unter anaeroben Bedingungen als alternativer Elektronenakzeptor vor, so erfolgt
eine zusitzliche Regulation von nuo tliber das NarX/L Zweikomponentensystem (Stewart und
Rabin, 1995). In Anwesenheit von Nitrat wird die membranstindige Sensorkinase NarX
phosphoryliert und tibertrégt die Phosphatgruppe auf den Responseregulator NarL. NarL-P ist
ein positiver Regulator von nuo und aktiviert dessen Expression. Eine mogliche NarL-P
Konsensussequenz (TACYNMT, mit Y=C oder T; M=A oder C) (Li und Stewart, 1992)
befindet sich in Position -277 vor dem nuo-Promotor (Bongaerts et al., 1995).

Der generelle Regulator IHF (integration host factor, Friedman, 1988), dessen Funktion bisher
noch nicht geklért ist, reprimiert die Expression von nuo unter allen getesteten Bedingungen.
Das IHF-Protein bindet im Bereich der arc2 Bindestelle (Wackwitz, 1999). Zusétzlich wird in
der frithen exponentiellen Wachstumsphase die Expression der NADH-Dehydrogenase I
durch das Fis Protein (factor of inversion stimulation) aktiviert. Fiir Fis konnten drei

Bindestellen am nuo-Promotor identifiziert werden (Wackwitz, 1999).
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Abb. 2: Signale und Regulatoren der Transkription von nuo. Dargestellt ist der komplette intergenische
Bereich vor nuoA’ mit dem Translationsstart (+91) und den beiden Trankriptionsstartpunkten T1 und T2, sowie
die bekannten Regulatoren mit ihren Bindestellen (ArcA, Fis, IHF und NarL) und die bekannten Signale
(Glucose, Fumarat, DMSO, TMAO).

Strukturelemente prokaryotischer RNA-Polymerasen

Prokaryotische RNA-Polymerasen bestehen aus fiinf Untereinheiten (Yager und Hippel,
1987). Das Kern-Enzym setzt sich aus 4 Untereinheiten (0,-, f- und [B’-Untereinheit)
zusammen (Abb. 3). Das aktive Zentrum zur Synthese von RNA aus Nucleosidtriphosphaten
(NTP’s) befindet sich in der B-Untereinheit, wéhrend die ’-Untereinheit unspezifisch an die
DNA bindet (Ishihama, 1993). Die beiden a Untereinheiten sind fiir die Stabilisierung des
Kern-Enzyms verantwortlich. Der C-terminale Bereich der a-Untereinheiten reguliert die
Initiation der Transkription, indem er entweder mit der DNA in Kontakt tritt oder
Wechselwirkung mit Transkriptionsaktivatoren eingeht. Der Zusammenhang zwischen
Promotorstruktur und Transkriptionsaktivierung wurde vor allem in E. coli intensiv untersucht

und modellhaft beschrieben (Busby und Ebright, 1993).

Abb. 3: Modell der RNA-Polymerase aus E. coli (verindert nach Busby und Ebright, 1993) Gezeigt sind
die 4 verschiedenen Untereinheiten (o, (aC und aN), B und B’) der RNAP und der Sigma(c)-Faktor mit den
spezifischen Erkennungssequenzen fiir 6'’-regulierte Promotoren: -10, -35-Region.
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Die spezifische Erkennung von Promotoren und die Initiation der Transkription werden durch
den Sigma(c)-Faktor vermittelt (Helmann und Chamberlain, 1988). Das Holoprotein Ec’’,
das fiir die Transkription der meisten Gene in E. coli verantwortlich ist, erkennt drei DNA
Sequenzelemente. Die -10 Region mit der Konsensusequenz TATAAT befindet sich 10 bp
vor dem Transkriptionsstartpunkt. Die -35 Region mit der Konsensussequenz TTGACA
befindet sich 16 bis 19 bp stromabwirts von der -10 Region (Gross ef al., 1992). Stromauf des
-35 Hexamers, welches von der C-terminalen Domine der a-Untereinheit erkannt wird,
befindet sich ein weiteres Element, eine AT-reiche Region (Newlands ef al., 1992; Ross et al.,
1993; Rao et al, 1994). Je groBer die Ahnlichkeiten der Sequenzen zu den

Konsensussequenzen sind, desto besser bindet die RNA-Polymerase an diese Bereiche.

Der regulatorische Bereich vor dem nuo-Operon

Das nuoA-N Operon zeichnet sich durch einen gro3en, 650 bp langen intergenischen Bereich
vor dem Operon aus. In diesem Bereich vor nuoA4 konnten zwei Transkriptionsstartpunkte T1
(-172/173) und T2 (+6) identifiziert werden (Bongaerts et al., 1995). Diesen
Transkriptionsstartpunkten konnten durch Vergleich mit den in Abb. 4 dargestellten

Konsensussequenzen potentielle Promotorregionen zugeordnet werden (Bongaerts, 1996).

,» - 35 Region* ,»- 10 Region“
TTGACA 16- 19 bp TATAAT

Pl 0 T T|T C|C A] ttgcttcacaacgga CAICGIAT

P2 5 |TT|A GIC|T gtataaaagaatttctac A G TI|G|A T

Abb. 4: Potentielle Promotoren des nuo-Operons. Ubereinstimmungen der Konsensussequenzen mit der ,,-10-
Region* und ,,-35-Region* sind umrandet und in rot dargestellt.

Promotor P1 befindet sich stromauf des Haupttranskriptes T1 und besitzt eine schwach
konservierte -10 und eine gut konservierte -35 Region. Der zweite Promotor P2 befindet sich
stromauf des Transkriptionsstartpunktes T2. Seine -10, -35 Regionen sind weniger gut
konserviert. Auffillig ist die Lage der beiden ArcA-Bindestellen (arcl, arc2) stromauf der
beiden Transkriptionsstartpunkte. Arc/ befindet sich 110 bp vor T1 und arc2 50 bp vor T2.
Die beiden ArcA-Bindestellen arc/ und arc2 enthalten palindromische Sequenzen (Abb. 5).
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Promoter P1 mit erstem Palindrom in arcl:

AACGTACAAA ACTGTTCATT TTTCAACCAC CAGAGATTCA CGTCCCGAAC GCACAAATAA TCGCCTGAAA

arcl fis3
<

Palindrom

AAGCGTGICA CAGATCAAGR AARTRETUTS ©TTA0Rams FommaToans ACAMITTocT ST 5 Ar s

—

-35 (P1) -10 (P1) |-|—> T1 [-172/173]
ACCCGTATTT TTTCCATTGC TTCACAACGG ACACGATTCA ACAACATCTA

Abb. 5: Molekulare Architektur des nuo-Promotors (P1+P2) (a) und der Region des Palindroms in arcl
stromauf von Promotor P1 (b). Die ArcA (rot), Fis (grau) und IHF (gelb) Bindestellen und die beiden
Promotoren P1 und P2 sind dargestellt. Das Palindrom am Beispiel der Bindestelle arc/ ist durch schwarze
Pfeile gekennzeichnet.

Der Einfluss dieser Strukturelemente auf die Regulation der NADH-Dehydrogenase I ist noch
nicht bekannt. Durch Vergleiche von Konsensussequenzen Glucose abhingiger Aktivatoren
oder Repressoren konnten zwei Proteine, Mlc (making lager colonies) und NagC (Repressor
des N-Acetylglucosaminoperons), identifiziert werden, deren Konsensusregionen eine grof3e
Ahnlichkeit zu den Palindromen des nuo-Promotors aufweisen (Abb. 6) (Plumbridge, 2001b;
Tanak et al., 1999; Plumbridge, 1998).

AT-reiche Region GC-reiche Region AT-reiche Region

mlc, nagC

[ — | [ — |
B £ T - (G C G) | 2 » N Konsensus

Pal wvon nuo

GTTATGGAATGCAC G Pal in arcl
GTTAAAGTTGACAA GG Pal in arc2

Abb. 6: Vergleich der beiden Palindrome (Pal) des nuo-Promotors mit der Mlc und NagC Konsensus-
sequenz. Ubereinstimmende Regionen sind farbig markiert.
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Aufgaben und Fragestellungen

Ziel der Arbeit war, die Architektur und Funktion der groflen regulatorischen Region vor
nuoA mit den beiden Promotoren und Bindestellen fiir Regulatoren aufzukliaren. Dazu musste
zundchst der Beitrag der einzelnen Promotoren (P1 und P2) zu der Gesamtexpression der
NADH-Dehydrogenase I bestimmt werden. Danach galt es deren Abhingigkeit von den
Regulatoren ArcA und IHF zu analysieren. Die beiden Promotoren wurden in vivo und in
vitro getrennt untersucht, um eine Interaktion mit dem Nachbarpromotor zu vermeiden. Da
bisher nur die Bindung und Regulation des anaeroben Regulators ArcA fiir den kompletten
Promotor bekannt war, wurde die Bindung von ArcA an die beiden einzelnen Bindestellen
untersucht.

Die Expression der beiden getrennten Promotoren und der Einfluss von ArcA und IHF
wurden unter aeroben und anaeroben Bedingungen in vivo anhand von Reportergenfusionen
getestet. So konnte der Einfluss der beiden isolierten Promotoren auf die Expression von nuo
untersucht werden. Weiterhin wurde durch Mutagenese der ArcA-Konsensussequenzen der
Bindestellen arc/ und arc2 der molekulare Mechanismus der ArcA Regulation
charakterisiert.

Die Bindung von ArcA an den intergenischen Bereich vor nuod wurde durch
Gelretardationsanalysen und DNasel Footprints mit gereinigtem Protein untersucht.

Mit der in vitro Transkription kann man die Beteiligung von Genregulatoren und anderen
Faktoren ohne storende Einfliisse anderer Faktoren aus der Zelle untersuchen. Um die
Transkription der NADH-Dehydrogenase 1 und deren Repression durch den anaeroben
Regulator ArcA besser untersuchen zu konnen, wurden in vitro Transkriptionsexperimente
mit den beiden Promotoren durchgefiihrt.

Als weiteres Ziel der Arbeit sollte die Beteiligung der Regulatorproteine des Glucose und C-
Stoffwechsels Mlc, NagC oder CRP (cAMP-Rezeptor-Protein) untersucht werden. Hier galt
es, zu prifen, ob eine genetische Inaktivierung dieser Gene unter aeroben Bedingungen
Auswirkungen auf die durch Glucose vermittelte Repression von nuo haben.

Letztlich sollte der Einfluss von NarL an der Regulation der NADH-Dehydrogenase I unter
anaeroben Bedingungen untersucht werden. Dazu wurde die Bindung von NarL mit Hilfe von
Gelretardationsanalysen und DNasel Footprints mit dem gereinigten aktivierten
Transkriptionsfaktor iiberpriift. Eine mdgliche Wechselwirkung mit ArcA wurde durch

Expressionsstudien mit Reportergenfusionen bestimmt.
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3. Material und Methoden

3.1. Verwendete Stimme von E. coli
Tab. 1: Verwendete E. coli Stimme, Plasmide und Phagen

Stamm Genotyp Herkunft

MC4100 F- araD139 A(argF-lac)U169 rpsL150 relA1 Silhavy et al., 1984
fIbB530 deoC1 ptsF25 rbsR

BL21 E. coli B, F' hsdS gall DE3 Studier und Moffat, 1986

RM312 MC4100, aber A3(ihfB), Cam® Sawers und Suppmann,

1992
RM313 MC4100, aber arcAl zjj::Tnl0 (Tet)® Sawers und Suppmann,
1992

RM600 MC4100, aber narL zjj::Tnl0 (Tet) " Sawers, 1993

IMW17 MC4100, aber arcl zjj::Tnl0 (Tet)* Bongaerts et al., 1995
narL219::Tn5 (Kan)®

IBPC536 thi-1, argGo6,argE3,his-4, xyl-5, mtl-1, tsx-29, rpsL, Plumbridge (1991)
AlacX74, mlc-1 nagC::tc

KD413 araD139 deoC1 fIbB5301 ptsF25 rbsR relAl Boos, 2001
rpsL150 A(argF-lac)U169 mic::Tn10 (Tet)®

IMW33 MC4100, aber A(D( P1yrerwP2arcome -nuoAB'- Bongaerts et al., 1995
'lacZ)hyb, bla+)

IMW35 MC4100, aber arcAl zjj::Tnl0 MWD Bongaerts et al., 1995
(P1arerwiP2arcowe -nuoAB'-"lacZ)hyb, bla+t)

IMW36 MC4100, aber narL215::Tnl0 (Tet)® A(d Bongaerts ef al , 1995
(P1arerwP2areowe -nuoAB'-"lacZ)hyb, bla+)

IMW37 MC4100, aber , del3 himD, (Cm) ®, M(® Bongaerts et al., 1995
(P1arerwiP2are2wr-nuoAB'-'lacZ)hyb, bla+)

IMW286 wie IMW33, aber Pl ,c1a6P2arcout -nuoAB'-"lacZ Wackwitz, 1999

IMW287 wie IMW35, aber P1,c1a6P2ure2we -nuuoAB'-"lacZ Wackwitz, 1999

IMW288 wie IMW37, aber P1,,c146P24rc2w -nuu0AB-"lacZ P1(IMW37) x IMW286

IMW296 wie IMW36, aber Pl 4c1apP2arcowe -nut0AB-"lacZ AMW136 x RM600

IMW297 wie IMW30, aber P1,,c1a0P2 472wt -nu0AB'-"lacZ AMW136 x IMW30

IMW300 wie IMW311, aber P1,,c;4pP24rcone-nuoAB'-"lacZ AMW136 x IMW17

IMW301 wie IMW311, aber P1,,c1wiP2urc2a-nti0AB'-"lacZ AMW158 x IMW17

IMW302 wie IMW311, aber Pl ,c106P20rc2ap-n1U0AB'-lacZ AMW160 x IMW17

IMW303 wie IMW33, aber Pl ,c1wiP24rc2ap -nuu0AB-"lacZ AMW158 x MC4100

IMW304 wie IMW35, aber Pl c1wiP24rc2ap -nu0AB-"lacZ AMW158 x RM313

IMW305 wie IMW37, aber P1c1wiP24rc2ap -n10AB'-"lacZ P1(IMW37) x IMW303

IMW307 wie IMW33, aber Pl c1a6P24rc2ap -n0AB'-"lacZ AMW160 x MC4100

IMW308 wie IMW35, aber Plc1a6P2arc2a -nuuoAB'-"lacZ AMW160 x RM313

IMW309 wie IMW37, aber Pl 4c1a6P2arc2a -nuuoAB'-"lacZ P1(IMW37) x IMW307

IMW312 wie IMW36, aber P1,,c1viP2arc2ap -nuoAB-'lacZ AMW158 x RM600

IMW313 wie IMW36, aber P1,,c106P2uc2a0 -nt0AB'-"lacZ AMW160 x RM600
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IMW311

IMW341
IMW342
IMW343
IMW344
IMW345
IMW346
IMW62

IMW357

IMW358

IMW359
IMW360
IMW361
IMW362
IMW367

IMW368

IMW347

IMW348

IMW349
IMW350
IMW351
IMW352

MC4100, aber arcAl zjj::Tnl0 (Tet) X, narL::Tn5
(Kan) X, M@ (P1ayerniP2areom-nuoAB'-"lacZ)hyb,
blat)

wie IMW33, aber P1,c1wiP2wc2abed -0 AB-"lacZ
wie IMW35, aber P1,,c1wiP2arc2abca -nuuoAB'-"lacZ
wie IMW37, aber Pl ,c;1wP2urc2apca-ntoAB'-"lacZ
wie IMW33, aber P1,,c1a6P2wc2abcd -ntoAB'-"lacZ
wie IMW35, aber P1,c1a6P2urc2abcad -u0AB-"lacZ
wie IMW37, aber Pl ac1abP2arc2abed -HUOAB-"lacZ
wie IMW33, (P1c/wiP2arcowt -nuoAB'-'lacZ), aber
Acya851

MC4100 M D(nuoP2,,cowi-lacZ))hyb, bla+) (EcoRI-
BamHI (203bp) nuo-Promotor Fragment nur mit
Promotor2 in pMW 174 kloniert (fiir
trankriptionelle Fusionen))

MC4100 M D(nuoP2,cow-lacZ))hyb, bla+) arcAl
Zjj::Tn10, (Tet)® (EcoRI-BamHI (203bp) nuo-
Promotor Fragment nur mt Promotorl in pMW174
kloniert (fiir trankriptionelle Fusionen))

wie IMW 357, aber (nuoP2,,c24p-lacZ)

wie IMW 358, aber (nuoP2,c20p-lacZ)

wie IMW 357, aber (nuoP2,,c2apca-lac”)

wie IMW 358, aber (nuoP2,,c2qpca-lacZ)

MC4100 M(D (nuoP1 4pe1wP24rc2wm-lacZ)hyb, blat)
(EcoRI-BamHI (598bp) nuo-Promotor wt
Fragment in pMW 174 kloniert (fiir trankriptionelle
Fusionen)

MC4100 M D( nuoP1 gpejwiP2urcowt-lacZ)hyb, bla+)
arcAl zjj::Tnl0, (Tet)® (EcoRI-BamHI (598bp)
nuo-Promotor Fragment in pMW 174 kloniert (fiir
transkriptionelle Fusionen)

MC4100 (D (nuoP1 4rc1apP2arcow-lacZ)hyb, bla+)
(EcoRI-BamHI (598bp) nuo-Promotor Fragment in
pMW174 kloniert (fiir trankriptionelle Fusionen))
mit erster ArcA Bindestelle (1ab) mutiert
MC4100 M(D( nuoP1 4rc1apP2arcow-lacZ)hyb, bla+)
arcAl zjj::Tnl0, (Tet)® (EcoRI-BamHI (598bp)
nuo-Promotor Fragment in pMW 174 kloniert (fiir
trankriptionelle Fusionen)) mit erster ArcA
Bindestelle (1ab) mutiert

wie IMW367, aber (nuoP1 e 1wiP2urc2apea-lacZ)
wie IMW368, aber (nuoP1 4 ciwiP2urc2abca-lacZ)
wie IMW367, aber (nuoP1 4c1a6P24rc2apca-lacZ)
wie IMW368, aber (nuoP1 ,,c1a6P2arc2apca-lacZ)

AMW6 x IMW17

AMW265 x MC4100
AMW265 x RM313
AMW265 x IMW17
AMW264 x MC4100
AMW264 x RM313
AMW264 x IMW17
Bongaerts et al., 1995

AMW201 x MC4100

AMW201 x RM313

AMW202 x MC4100
AMW202 x RM313
AMW203 x MC4100
AMW203 x RM313
AMW206 x MC4100

AMW206 x RM313

AMW210 x MC4100

AMW210 x RM313

AMW209 x MC4100
AMW209 x RM313
AMW208 x MC4100
AMW208 x RM313
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IMW383
IMW419
IMW384
IMW420
IMW412
IMW410
IMW411

IMW363

IMW364

IMW365
IMW366
IMW382
IMW421
IMW408

IMW409

IMW378

IMWA401

IMW402

IMW403

IMW404

IMW405

IMW406

IMW407

IMW413

IMW423
IMW422

wie IMW367, aber (nuoP1rc1apcaP2arc2ap-lacZ)
wie IMW368, aber (nuoP1 ,ciapcdP2arc2ap-lacZ)
wie IMW367 aber (nuoP1 4 1apcdP2arcowi-lacZ)
wie IMW368, aber (nuoP1 ,c1apcaP2urc2w-lacZ)
wie IMW368, aber (nuoPla,dabchZa,cgabcd-lacZ)
wie IMW367 (nuoP1 e ;wiP2urcw-lacZ), aber del3
himD, (Cm)®

wie IMW368 (nuoP1 41w P2urc2w-lacZ), aber del3
himD, (Cm)®

MC4100 M(D( (nuoP1 cjwi-lacZ))hyb, bla+)
(EcoRI-BamHI (406bp) nuo-Promotor Fragment
nur mit Promotorl in pMW 174 kloniert (fiir
trankriptionelle Fusionen))

MC4100 M(D( (nuoP1 e rwi-lacZ))hyb, bla+) arcAl
Zjj::Tnl0, (Tet)® (EcoRI-BamHI (406bp) nuo-
Promotor Fragment nur mit Promotorl in pMW 174
kloniert (fiir trankriptionelle Fusionen))

wie IMW 363, aber (nuoP1 ,cjap-lacZ)

wie IMW 364, aber (nuoP1 ,c1ap-lacZ)

wie IMW 363, aber (nuoP1 ,c14pca-lacZ)

wie IMW 364, aber (nuoP1 ,,ciapca-lacZ)

wie IMW363(nuoPl,,.w-lacZ), aber del3 himD,
(Cm)*®

wie IMW364(nuoP1,,..w-lacZ), aber del3 himD,
(CmR)

wie IMW33 Pl c1wP2urc2w -nuoAB'-"lacZ, aber
milc::Tn10(Kan)®

wie IMW357 (nuoP2,,.ow-lacZ), aber del3 himD,
(Cm)*®

wie IMW359 (nuoP2,,c2a-lacZ), aber del3 himD,
(Cm)*

wie IMW361 (nuoP2,c2avcq-lacZ), aber del3 himD,
(Cm)*®

wie IMW358 (nuoP2,,couw-lacZ), aber del3 himD,
(Cm)*

wie IMW360 (nuoP2,c20p-lacZ), aber del3 himD,
(Cm)*®

wie IMW362(nuoP2 ,c2apca-lacZ), aber del3 himD,
(Cm)*

wie IMW33 (P1laeiwiP2arcow -nuuoAB'-"lacZ), aber
NagC:tet

wie IMW367, aber (nuoP1 sc1apeaP2arc2apea-lac)
wie IMW368, aber (nuoP1,,c106P24rc2a0-lacZ)

wie IMW367, aber (nuoP1,c;a6P24rc2a0-lacZ)

AMW215 x MC4100
AMW215 x RM313
AMW216 x MC4100
AMW216 x RM313
AMW252 x RM313
P1(IMW37) x IMW367
P1(IMW37) x IMW368

AMW204 x MC4100

AMW204 x RM313

AMW205 x MC4100
AMW205 x RM313
AMW214 x MC4100
AMW214 x RM313
P1(IMW37) x IMW363

P1(IMW37) x IMW364

P1(KD413) IMW33
P1(IMW37) x IMW357
P1(IMW37) x IMW359
P1(IMW37) x IMW361
P1(IMW37) x IMW358
P1(IMW37) x IMW360
P1(IMW37) x IMW362
P1(IBPC536) x IMW33
AMW252 x MC4100

AMW207 x MC4100
AMW206 x MC4100
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Plasmide

pMW5

pMW164
pMW166
pMW217
pMW218
pMW174
pMW6

pMW136
pMWI158

pMW160
pMW264
pMW265
pETArcA-1
pMW150

pMW206

pMW207
pMW208
pMW209
pMW210
pMW215
pMW216
pMW252
pMW204

pMW205
pMW214

pBlue KS-, (Ap)*, enthilt 577-bp
Clal/EcoRV-nuo-Promotor (nuoP1 e jwiP2arc2wt)
wie pMWS5, aber nuoP1 c1a6P2 arcowt

wie pMWS35, aber nuoP1c1a6P2arc2ap
wie pMWS5, aber nuoPluciabcaP2arc2ab
wie pMWS3, aber nuoP1 ,c1apeaP2arcowt

wie pJL30, aber Ps#l/Hindlll Linker von
pME3535fiir transkriptionelle Fusionen

MC4100, p(®( nuoP1 4c1wiP2arcowt -nu0AB'-
'lacZ)hyb, bla+)

wie pMWo6, aber nuoP1 c146P2 4rc2me -nuoAB'-"lacZ
wie pMWo6, aber nuoP1 c1,P24rc2a -nuoAB'-"lacZ

wie pMWe6, aber nuoP1 ,,c1a6P24rc2ap -nu0AB'-"lacZ

wie pMWo6, aber nuoP1 c146P2 arc2abca -nt0AB'-
'lacZ

wie pMWe6, aber nuoP1 4, 1vP2urc2abca -nu0AB -
lacZ

ArcA-Gen im pET28a(+)(Novagen), zur
Uberproduktion von ArcA mit His-Taq

NarL-Gen Gen im pET28a(+)(Novagen) (Ndel/
EcoRlI), zur Uberproduktion von NarL mit His-Taq
598bp EcoRI-BamHI Fragment des nuo-Promotors
mit erstem und zweitem Promotor in pMW174
EcoRI-BamHI einkloniert (nuoP1 ¢ 1/P2arcwi-
lacZ)

wie pMW206, aber (nuoP1 ,c146P2 4rc2ap-lacZ)

wie pMW206, aber (nuoP1 4c146P2urc2apca-lacZ)
wie pMW206, aber (nuoP1 e iwiP24rc2abca-lacZ)
wie pMW206, aber (nuoP14c146P2 4rcow-lacZ)

wie pMW206, aber (nuoP1 ¢ 14pcaP2arc2ap-lacZ)
wie pMW206, aber (nuoP1 ,c1apcaP2arc2wi-lacZ)
wie pMW206, aber (nuoPlardabchZamgabcd-lacZ)
406bp EcoRI-BamHI Fragment des nuo-Promotors
nur mit erstem Potmoter in pMW174 EcoRI-
BamHI einkloniert (nuoP1 4, jwi-lacZ)

wie pMW204, aber (nuoP1 ,c1ap-lacZ)

wie pMW204, aber (nuoP1ciapca-lac”)

Bongaerts, 1996

Site-Directed Mutagenese
von pMW5

Site-Directed Mutagenese
von pMW166
Site-Directed Mutagenese
von pMW166
Site-Directed Mutagenese
von pMW 164

Blumer, personlich

Bongaerts et al., 1995

Wackwitz, 1999
Site-Directed Mutagenese
von pMW6

Site-Directed Mutagenese
von pMW136
Site-Directed Mutagenese
von pMW160
Site-Directed Mutagenese
von pMW158

Sawers, 1997

PCR-Produkt + pET28a

PCR-Produkt + pMW174

PCR-Produkt + pMW174
PCR-Produkt + pMW174
PCR-Produkt + pMW174
PCR-Produkt + pMW174
PCR-Produkt + pMW174
PCR-Produkt + pMW174
PCR-Produkt + pMW174
PCR-Produkt + pMW174

PCR-Produkt + pMW174
PCR-Produkt + pMW174
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pMW201

pMW202
pMW203
pMT504

pMW224
pMW225
pMW239
pMW240
pMW241

pMW242

Phagen
P1 ke

ARZS5
AMW201
AMW202
AMW203
AMW204
AMW205
AMW206
AMW207
AMW208
AMW209
AMW210
AMW214
AMW215
AMW216
AMW252
AMW6
AMW136
AMWI158
AMW160
AMW265
AMW264

203bp EcoRI-BamHI Fragment des nuo-Promotors

nur mit zweitem Promotor in pMW174 EcoRI-
BamHI einkloniert (nuoP2,,.;w-lacZ)
wie pMW201, aber (nuoP2,,c2ap-lacZ)

wie pMW201, aber (nuoP2,c24pca-lacZ)

Derivat von pGem-7Zf(+) Promega mit G-less
Kassette fiir in vitro Transcription

381 bp EcoRI/EcoRV nuo-Promotor in pMT504
(nuoP1 4y 1-Gless)

381 bp EcoRI/EcoRV nuo-Promotor in pMT504
(I’ZMOP 1 arcIabcd'Gless)

171 bp EcoRI/EcoRV nuo-Promotor in pMT504
(nuoP24,c24~Gless)

171 bp EcoRl/EcoRV nuo-Promotor in pMT504
(nuopzardabcd'Gless)

561 bp EcoRl/EcoRV nuo-Promotor in pMT504
(nuoP1 yre1wP2arc2w-Gless)

561 bp EcoRI/EcoRV nuo-Promotor in pMT504
(nuoP1 4re1wP2arc2w-Gless)

\ ’bla,’lacZ, lacY"

MO(nuoP2pcowi-lacZ)hyb, bla”
MO(nuoP2c2ap-lacZ)hyb, bla”
MO(nuoP24pc2apca-lacZ)hyb, bla”’

MO(nuoP1 4crwi-lacZ)hyb, bla”

MO (nuoPl 4pciap-lacZ)hyb, bla”

MO(nuoP1 yre1yiP2arc2w-lacZ)hyb, bla”
MO(nuoP1 4rc1abP2arc2ap-lacZ)hyb, bla”
MD(1110P1 4ye1apP2urc2abea-lacZ)hyb, bla”

MO (nuoP1 4y 1wiP2arc2apca-lacZ)hyb, bla"
MO(nuoP1 4rc1abP2arc2wt-lacZ)hyb, bla”
MO(nuoPl ypc1apea-lacZ)hyb, bla”’

MD(1110P1 4ye 1apedP2arc2ap-lacZ)hyb, bla”

MO (nuoP1 4rc1apcdP2arc2wt-lacZ)hyb, bla"
)\.((D(I’ZMOP 1 mlabchZQrcgabcd-lacZ)hyb, bla+
MO(nuoP1 gre1yiP2arc2w -nuoAB'-"lacZ )hyb, bla’
MO(nuoP1 4re1abP2arc2we -nuuoAB-"lacZ )hyb, bla®
MO(nuoP1 4 1wiP2urc2ap -nuoAB'-"lacZ )hyb, bla”
MO(nuoP1 4rc1abP2arc2ap -nuoAB'-"lacZ )hyb, bla”
MO(nuoP1 gre1yiP2arc2abca -nu0AB-"lacZ )hyb, bla®
MO(nuoP1 4re1a6P2arc2aped -nuuoAB'-"lacZ )hyb, bla"

PCR-Produkt + pMW174

PCR-Produkt + pMW174
PCR-Produkt + pMW174
Ming Tan, 1996

PCR-Produkt + pMT504
PCR-Produkt + pMT504
PCR-Produkt + pMT504
PCR-Produkt + pMT504
PCR-Produkt + pMT504

PCR-Produkt + pMT504

Miller, 1992
Ostrow et al., 1986
pMW201 x ARZS
pMW202 x ARZS5
pMW203 x ARZS
pMW204 x ARZS5
pMW205 x ARZS5
pMW206 x ARZ5
pMW207 x ARZS
pMW208 x ARZ5
pMW209 x ARZS
pMW210 x ARZS5
pMW214 x ARZS5
pMW215 x ARZS
pMW216 x ARZS
pMW252 x ARZ5
pMW6 x ARZS
pMW136 x ARZ5
pMWI158 x ARZS
pMW160 x ARZS5
pMW265 x ARZS
pMW264 x ARZ5
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3.2. Medien und Zucht

Zucht von Escherichia coli

Fiir alle genetischen Arbeiten sowie fiir Vorkulturen (5 ml) wurden die Bakterien in LB-
Medium geziichtet, dem nach Bedarf Antibiotika zugesetzt wurden. Bei Zugabe von zwei
Antibiotika wurde deren Konzentration jeweils halbiert.

Zur Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitit erfolgte die Zucht in M9-Medium mit den
jeweils angegebenen Zusdtzen. Die Kulturen wurden mit 0,25 % Inokulum (aerob) bzw. 1 %
Inokulum (anaerob) beimpft. Bei aerobem Ansatz wurden 20 ml Kultur in 300 ml
Erlenmeyerkolben mit Schikanen bei 180 Upm geschiittelt (Innova 4000, New Brunswick
Scientific). Fiir die anaeroben Zuchten wurden 5 ml Kulturlosung in gasdichten Sovirell-
Rohrchen 3 x 15 min evakuiert und anschliefend mit 1,2 atm Stickstoff begast und bei 37°C

inkubiert. Die Ernte der Zellen erfolgte in der Regel bei einer ODs7g,m von 0,6-0,8.

LB-Medium (Sambrook et al., 1989):
10 g/l Pepton (Gibco, Nr.140)
5 g/l Hefeextrakt (Gibco)
5 g/l NaCl

LB Agar:
LB-Medium mit 15 g/l Agar

M9-Medium (Miller, 1992):
6 g/l Na,HPO4
3 g/l KH,PO4
0,5 g/l NaCl
1 g/l NH4Cl
10 ml/1 CaCl,, 10 mM
1 ml/l MgSO4, 1| M
10 ml/1 sdurehydrolysiertes Casein (Serva, Nr. 48614), 10 %
5 ml/l L-Tryptophan, 1 %

Antibiotikazusétze (Endkonzentration):

100 pg/ml Ampicillin
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50 pg/ml Kanamycinsulfat
50 pg/ml Spectinomycin
20 pg/ml Chloramphenicol
15 pg/ml Tetracyclin

P1y.-Phagenvermehrung
R-Agar (Miller, 1992):
10 g/l Bacto Trypton (Difco)
1 g/l Hefeextrakt (Gibco)
8 g/l NaCl
1 g/1 Glucose
12 g/l Agar (Difco)

R-top-Agar:

wie R-Agar, aber 6,5 g/l Agar (Difco)

10 ml/1 MgS0O4, 1 M
10 ml/1 CaCl,, 0,5 M

nach dem Autoklavieren zugesetzt

A-Phagenvermehrung

TB-Medium (Miller, 1992):
10 g/l Pepton (Gibco, Nr. 140)
5 g/l NaCl

TB-Agar:
TB-Medium mit 10 g/l Agar

TB-top-Agar:
TB-Medium mit 6,5 g/l Agar

YM-Medium:
TB-Medium
20 ml/l Maltose, 10 %

10 ml/l Hefeextrakt (Gibco), 1 %
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LB-Amp-Citrat-X-Gal-Agarplatten:
LB-Medium
25 pg/ml Ampicillin
20 mM Nas-Citrat
20 pg/ml X-Gal
15 g/l Agar

3.3. Molekulargenetische Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.
Die Herstellung elektrokompetenter Zellen und die Transformation erfolgte nach Farinha et
al. (1990). Die Isolierung genomischer DNA erfolgte nach der Methode von Chen und Kuo
(1993). Die analytische Isolierung von Plasmiden wurde nach der ,,Boiling-lysis“~-Methode
von Holmes und Quigley (1981) durchgefiihrt. Dabei wurden 1,5 ml Ubernachtkultur
verwendet und in 40 ul TE-Puffer (10 mM Tris/HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA) resuspendiert.
Die préparative Isolierung erfolgte entweder mit dem Nucleobond System der Firma
Macherey-Nagel, dem Qiaprep-Spin (Mini), Qiaprep (Midi) oder Qiafilter (Maxi) System der
Firma Qiagen. Dazu wurden 5 bis 250 ml Kultur verwendet. Zur Isolierung von DNA-
Fragmenten aus Agarosegelen wurde der Nucleo Extract Kit (Macherey-Nagel) oder der
Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen) verwendet. Die Reinigung von PCR-Produkten erfolgte
mit Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen) oder Nucleospin Kit (Macherey-Nagel).
Ligationen wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt und erfolgten liber Nacht bei
16°C. Dabei betrug das Verhiltnis von Vektor zu Insert ungefdhr 1:3. Die verwendeten

Restriktions-enzyme stammten von den Firmen Boeringer, Fermentas und Pharmacia.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde im Progene Thermocycler (Techne) durchgefiihrt. Ein
Reaktionsansatz von 50 pl enthielt je 10 pmol Primer (Tab. 2; Abb. 7), ca. 100 ng DNA-
Matrize, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP-Mix, 1U Tfl-DNA-Polymerase (Biozym) oder 1 U
Tag-DNA-Polymerase (Gibco) und Reaktionspuffer in einfacher Konzentration. Zur

Amplifizierung wurden folgende Zyklen durchgefiihrt:

Denaturierung Hybridisierung Elongation
Ix  95°C 3 min, 57-62°C 40 s, 72°C 2,5-6 min
30x  94°C30s, 57-62°C 40 s, 72°C 2,5-6 min
Ix 94°C30s, 57-62°C 40 s, 72°C 10 min
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Fiir Klonierungen wurde fiir die PCR-Reaktion die PLATINUM Pfx-DNA-Polymerase von
Gibco verwendet. Ein Reaktionsansatz enthielt je 15 pmol Primer, ca. 100 ng DNA-Matrize,
1 mM MgCl,, 0,3 mM dNTP-Mix, 1-2,5 U PLATINUM Pfx-DNA-Polymerase (Gibco) und
Reaktionspuffer in einfacher Konzentration. Zur Amplifizierung wurden folgende Zyklen

durchgefiihrt:

Denaturierung Hybridisierung Elongation
Ix  94°C 2 min, 58-60°C 30 s, 68°C 2,5 min
30x 94°C 15s, 58-60°C 30 s, 68°C 2,5 min
Ix  94°C 155, 58-60°C 30 s, 68°C 10 min

Je nach Léinge der zu amplifizierenden DNA und Schmelzpunkten der verwendeten Primer
wurde das jeweilige Programm modifiziert. Fiir je 1000 zu amplifizierende Nukleotide wurde
30 sek Elongationszeit eingesetzt. Der Schmelzpunkt Ty, der Primer wurde nach folgender
Formel berechnet: 69,3 + 0,41 x GC % - 650/n; n = Anzahl der Nukleotide. Die
Hybridisierung wurde 2°C unter dem niedrigsten Tr,-Wert der beiden Primer durchgefiihrt

Tab. 2: Verwendete Oligonukleotide fiir PCR und in vitro Transkription (MWG
Biotech, Ebersberg, HPSF gereinigt). Eingefiihrte Schnittstellen sind rot gekennzeichnet.

Primer Sequenz (5'23") Tm [°C] Zielstelle
nuol GTAGCGCCGAATTCACTGCTCAC 66,4 nuo
nuo2 CCGGAAGGGGAGAATTCATTGTTGATTG 65,1 nuo
nuo3 GGGGGGAGGAATTCACACAAATTCC 64,6 nuo
nuo4 CAGATCCTTGACGAATTCAGGATAATTAG 62,4 nuo
nuoSBamHI CAGATCCTTGACTCCAGGATCCTTAG 68,1 nuo
nuo6EcoRI CTAATTATCCTGAATTCGTCAAGGATCTG 62,4 nuo
nuo7BamHI GATGGACGCCACATGGATCCATGGG 67,9 nuo
nuovorne CTGCAGGAATTCGATATCGAGTAATCG 63,4 nuo
nuol1BamHI ~ GTCGACGGTATGGATCCATGGG 64,0 nuo
nuoinvitrol GATTGAAAGGGAATTCGAGTAATCG 59,7 nuo
nuoinvitro2 GGGGAGGAATATTAAAAACCTTACAATC 60,7 nuo
nuoinvitro3 GTCGACGGAATATTAGATGTTGTTG 59,7 nuo
lacZ TGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG 60,3 nuo
YZ1NarL CAAGGAGATCCATATGAGTAATCAGGAACC 65,4 nuo
YZ2NarL CTGGGAACCGAATTCAGAAAATGCGCTC 66,6 nuo
Micl GGGAGTATGCGGTGGTTGCTG 63,7 mlc
Mlc2 GTTAACCCTGCAACAGACGAATCAAC 63,2 mlc
NagC1 GAGAAAGTATGACACCAGGCGG 62,1 nagC
NagC2 GCACATTAATTTTCCAGCAAATGCTGG 61,9 nagC
IHF1 GAACCGGAGGAATCATGACCAAG 62,4 ihf

IHF2 AACTTAACCGTAAATATTGGCGCGATC 61,9 ihf
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nuoinvitrol nuo7BamHI

nuovorne nuo:% nuo6EcoRI 90 nuol
g Irhd s [_arcl T [ arcZ T | mwA’}
nuo! '56'0 nuo4 nuoinvitro2
nuoSBamHI nuollBamHI
nuoinvitro3

Abb. 7: Lage der nuo-Primer im intergenischen Bereich vor nuoA. Dargestellt sind alle
Vorwiérts- und Riickwirts-Primer von nuo mit ihrer relativen Lage zu den Bindestellen.

Konstruktion von lacZ-Proteinfusionen

Zur Konstruktion von [lacZ-Reportergenfusionen wurde der Promotorbereich des zu
untersuchenden Gens durch PCR amplifiziert und in das Operonfusionsplasmid pMW174
kloniert.

Die nuo-Promotor Fragmente wurden mit den Primern nuovorne/nuo8BamHI (589 bp),
nuovorne/nuo7BamHI (406 bp) oder nuo6EcoRl/nuo8BamHI (203 bp) amplifiziert und mit
EcoRl/BamHI in das Plasmid pMWI174 kloniert (Abb. 1la). Neben den nuo-
Promotorbereichen im Wildtypzustand wurden die entsprechenden mutierten Bindestellen in
samtlichen Kombinationen amplifiziert. Daraus resultierten die Plasmide pMW206
(nuoP1 e iwiP2arcowt-lacZ), pMW207  (nuoPluc1apP2arc2ap-lacZ), pMW208  (nuoPlcian
P24c2abca-lacZ), pMW209 (nuoPluciwiP2urc2abca-lacZ), pMW210 (nuoPlc1apP2arcowt-lacZ),
PMW216  (nuoPlyciabca P2arcow-lacZ), pMW215 (nuoPlciapeaP2arc2ap-lacZ), pMW252
(nuoP1acrapedP2arc2abca-lacZ)  pMW204  (nuoPl,.ciwi-lacZ), pMW205 (nuoPl,.c1ap-lacZ),
pMW214 (nuoPl ciapca-lacZ), pMW201 (nuoP2,cow-lacZ), pMW202 (nuoP2,c2ap-lacZ) und
pPMW203 (nuoP2yc20pca-lacZ).

Parallel den transkriptionellen Fusionen wurden translationelle Reportergenfusionen (Abb
11b) hergestellt. Hierzu wurde der gesamte Promotorbereich P1,,.;,/P24c20 des nuo-Operon
im Leserahmen in das Proteinfusionsplasmid pJL28 kloniert (pMW6) (Bongaerts, 1996).
Daraus resultierten die Plasmide pMW6 (nuoPl,c;vP2acow-nuoAB'-'lacZ), pMW136
(nuoPlyrc1ap P2arcow-nuoAB-"lacZ), pMWI158 (nuoPl svciwiP2arc2ap-nu0AB'-'lacZ), pMW160
(nuoP1 c1ap P2arc2ap-nuoAB'-"lacZ), pMW264 (nuoPl,c146P24rc2abca-nt0AB'-"lacZ), pMW265

(nuoP14re 1w P2urc2abed -nuoAB'™-"lacZ).

Vermehrung von A-Phagen
Plattenlysat: Eine YM-Ubernachtkultur wurde abzentrifugiert (10.000 x g, 1 min, 4°C) und im
gleichen Volumen SM-Puffer (20 mM Tris/HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 10 mM MgSOQO,)
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resuspendiert. Jeweils 0,1 ml dieser Bakteriensuspension wurde mit 0,1 ml A-Phagen-
verdliinnung (1:1000) infiziert (30 min, 37°C) und anschlieBend mit 3 ml TB-top-Agar auf
TB-Platten ausplattiert. Die Platten wurden bei 37°C bebriitet, bis die Bakterien konfluent
lysiert waren. Nach Zugabe von 2 ml SM-Puffer und 10 min Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die Fliissigkeit zusammen mit dem Top-Agar in ein 10 ml Zentrifugenréhrchen
(Greiner) iiberfiihrt. Diese Suspension wurde mit 0,5 ml Chloroform versetzt, kréftig
geschiittelt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (10.000 x g,
15 min, 4°C). Die Phagen im zellfreien Uberstand wurden nun abgenommen, mit 50 pl/ml
Chloroform versetzt und bei 4°C gelagert. Der Titer eines so hergestellten Phagenlysats

betrug ca. 10'° p.f.u/ml. (plaque forming units).

Herstellung rekombinanter A RZ5 Lysate und Lysogenisierung von E. coli Stimmen

Zur Gewinnung rekombinanter A-RZ5 Phagen mit /acZ Fusionen wurde eine Ubernachtkultur
von MC4100 mit dem entsprechenden Fusionsplasmid in YM Medium mit A-RZ5 infiziert.
Dazu wurden je 0,1 ml Bakteriensuspension, in SM-Puffer (20 mM Tris-Cl pH 7,5, 100 mM
NaCl, 10 mM MgSO,) und 0,1 ml A-RZ5 Suspension, ca. 10° Phagen gemischt und 30 min
bei 37°C inkubiert. Die Zellsuspension wurde anschliefend mit 3 ml TB-Top-Agar auf TB
Agarplatten ausplattiert und bei 37°C bis zur konfluenten Lyse bebriitet. Es wurden dann 10-
20 Plaques gestochen, mit 0,5 ml SM-Puffer und 25 pl Chloroform versetzt, kriftig
geschiittelt und dann 2 min bei 10000 x g abzentrifugiert. Zellen von MC4100 wurden mit 0,1
ml einer 107-10° Verdiinnung dieses ,Mini-Lysats* infiziert und zur Identifizierung
rekombinanter Phagen in 3 ml TB-Top-Agar mit 0,1 ml 10 mg/ml X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-
indolyl-b-D-galaktopyranosid) auf TB-Agarplatten ausplattiert und 5 bis 7 h bei 37°C
inkubiert. Rekombinante Phagen bilden blaue Plaques. Blaue Plaques wurden isoliert und
durch wiederholtes Ausplattieren und Isolieren von nicht rekombinanten Phagen getrennt.
Von isolierten blauen Plaques wurden Plattenlysate hergestellt.

Die so gewonnenen homogenen Lysate wurden zur Konstruktion monolysogener Stimme
verwendet. Dazu wurde eine Ubernachtkultur des Rezipientenstammes in YM-Medium mit
den rekombinanten Phagen versetzt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die infizierten
Zellen wurden auf LB-Ampicillin-Nas-Citrat-X-Gal-Platten ausplattiert. Lysogene Stimme
bilden blaue Kolonien, mehrfach Lysogene sind durch intensivere Blaufarbung zu erkennen.
Durch Messung der f-Galactosidaseaktivitit konnten monolysogene Stimme von mehrfach

lysogenen Stammen durch die geringere S -Galactosidaseaktivitit unterschieden werden.
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Transduktion mit P1y.-Phagen

Zur Herstellung eines transduzierenden Phagenlysates wurden 3 ml einer Ubernachtkultur des
Donorstammes in LB Medium mit dem gleichen Volumen MC-Puffer (10 mM MgSO,, 5 mM
CaCl,) versetzt und 30 min bei 37°C geschiittelt. Jeweils 0,1 ml dieser Bakteriensuspension
wurde mit 0,1 ml Ply.-Phagensuspension versetzt und 15 min bei 37°C inkubiert. Die
infizierten Zellen wurden anschlieBend in 3 ml R-Top-Agar auf R-Agarplatten ausplattiert
und bis zum Eintritt der konfluenten Lyse bei 37°C inkubiert. Nach Uberschichten der Platten
mit 2 ml LB Medium wurden die Platten 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Fliissigkeit wurde zusammen mit dem Top-Agar in ein 10 ml Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt,
mit 0,5 ml Chloroform versetzt und kréftig geschiittelt. Nach 10 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Suspension zentrifugiert (15 min, 10000 x g, 4°C). Der zellfreie
Uberstand wurde abgenommen und mit 50 pl/ml Chloroform versetzt und dann bei 4°C
gelagert. Der Titer solcher P1-Phagenlysate betrug ca. 10° pfu/ml (plaque forming units).

Zur Transduktion wurde eine Ubernachtkultur des Rezipientenstammes in LB-Medium mit
gleichem Volumen MC-Puffer versetzt, 30 min bei 37°C geschiittelt und anschlieBend durch
Zentrifugation und Resuspension in 1 ml LB-Medium konzentriert. Zu 0,1 ml dieser
Bakteriensuspension wurde 0,1 ml Phagensuspension, ca. 10%-10° Phagen, und 10 pl 0,1 M
CaCl, gegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 0,2 ml 0,1 M Naj;-Citrat
und 0,5 ml LB Medium zugesetzt und die Zellen ca. 60 min bei 37°C geschiittelt. Zuletzt
wurde die Zellsuspension kurz anzentrifugiert, nach AbgieBen eines Teils der Uberstandes
resuspendiert und auf selektiven LB-Agarplatten ausplattiert. Erfolgreich transduzierte Zellen
wurden durch die erworbene Antibiotikaresistenz identifiziert. Zur Uberpriifung des
erfolgreichen FEinbaus der Resistenzkassette wurde das inaktivierte Gen durch PCR
amplifiziert und die Léinge der amplifizierten DNA durch Agarosegelelektrophorese
tiberpriift.

Mutagense der ArcA-Konsensussequenzen

Zur Konstruktion von Punktmutanten in den ArcA Bindestellen arcl und arc2 wurde das
Quick Change Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene verwendet. Mit Hilfe
jeweils zweier Primer (Tab. 3) wurden die ArcA-Bindestellen mutiert und zusitzliche
Restriktionsschnittstellen eingefiihrt (Abb. 8).

In der arcl Bindestelle wurden die vier vorhandenen Konsensussequenzen (A/T GTTAATTA
A/T) so mutiert, dass das GTT Motiv, welches in allen ArcA-Bindestellen zu 100 %
konserviert vorliegt zerstort wurde. So wurden in diese Bindestelle vier

Restriktionsschnittstellen eingefiigt: arcla mit Bcll, arc1b mit Ndel (Wackwitz, 1999), arclc
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mit Nhel und arcld mit Pstl (Abb. 8). Je nach Mutationszustand wird diese Bindestelle im
folgenden als arciwt, arclab oder arclabcd bezeichnet.

Auch in der arc2 Bindestelle sind vier ArcA-Konsensussequenzen vorhanden. Sie wurden
nach dem selben Muster wie die der ersten Bindestelle mutiert. Daraus resultierten folgende
Restriktionsschnittstellen: arc2a mit Clal, arc2b mit Dral (Wackwitz, 1999), arc2c mit Bg/ll
und arc2d mit Sacl (Abb. 8).Die Mutationen dieser Binderstelle werden als arc2,, arc2,, und

arc2.ncq bezeichnet.

Tab. 3: Oligonukleotide fiir die Mutagenese der Bindestellen (MWG Biotech, Ebersberg, HPSF gereinigt)

. B o eingefiihrte
Primer Sequenz (5'23") Tm [°C] Mutationen
ele CGTAAATTGCTAGCTGCAGATTGCATATG 69,4  Nhel (-320)

GAATGACAAAAG (arclc)
Psfl (-311)

(arcld)
e CTTTTGTCATTCCATATGCAATCTGCAGCT 694  Nhel (arclc)
arcierev AGCAATTTACG Psi (arcld)

5 GTAAACTAATGTGAAGATCTTTTAAATAA 65,1 Balll (-90)
arese AGTTGAC &7 ez

5 GTCAACTTTATTTAAAAGATCTTCACATTA 65,1 Balll (arc20)
arczcreyvy GTTTAC g

i GGTTATAGAAAGGAGTAAAAGAGCTCAT 66,1 Sacl (44)
are CAATTAGC act i

(arc2d)

i GCTAATTGATGAGCTCTTTTACTCCTTTCT 66,1 Sacl (arc2d)

arczarey ATAACC acl (arc
2a 2b 2c 2d
TAATGGT E‘m-\TTATGTAAACTAATGTGAAG AAAGTTGACAAAAGGTTATAGAAAGGAGT

ATTACCACAACTATAATACATTTGATTACACTECHTTGAAAACAATTTCAACTGTTTTCCAATATCTTTICCTCATTTTTTGGTG

e

‘lrhA ) nuoA*

/ Ib N
[CAG e[a_‘

AAAAAATACGTAAAT(T] e[E e TTTTTGT_GAATGACAAAAGCGTGTCACAGATC
GTTACTACAATTTTTTATGCATTTAAACAAGACGCAAAAAACAATACCTTACTGTTTTCGCACAGTGTCTAG

Abb. 8: Mutagenese der ArcA-Bindestellen arcl und arc2. Die Zielsequenzen fiir die ,,site-directed”-
Mutagenese sind mit den jeweiligen Basenaustauschen eingezeichnet. Die eingefiihrten Restriktionsschnittstellen
sind mit grauen Késtchen gekennzeichnet.
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Konstruktion von Plasmiden fiir in vitro Transkription

Fiir die in vitro Transkription wurden unterschiedliche nuo-Pomotorbereiche mit den Primern
nuoinvitrol und 2 (561 bp), nuo6EcoRI und nuoinvitro2 (171bp) bzw. nuoinvitrol und
nuoinvitro3 (381 bp) amplifiziert und mit EcoRI/EcoRV in das G-less Plasmid pMT504 (Tan
et al., 1996) kloniert (Abb. 9). Die resultierenden Plasmid pMW224 (nuoP1aci1wi-G-less),
PMW225  (nuoPlarciabed-G-less) (381 bp), pMW239 (nuoP2,cw-G-less), pMW240
(nuoP2uc2aea-G-less) (171 bp), pMW241(nuoP1ciwiP2acowi-G-less) und  pMW242
(nuoP1 yrc1abcdP2arc2abcd-G-less) (561 bp) enthielten entweder den kompletten nuo-Pomotor, nur
Promotor P1 oder nur Promotor P2, dies jeweils im Wildtyp oder in Mutanten mit komplett

mutierten Bindestellen.

+l Testtranskript Kontrolltranskript ¢!
d  — <-_
160 bp 130 bp
nuo Promotor G-reiche Region schwacher
Region E. coli Promotor

Testtranskript
K Kgntrolltranskript

pYZinvitro
3722 bps

Abb. 9: Aufbau des Plasmids pMT504 fiir die in vitro Transkription. Gezeigt sind die beiden G-less
Kassetten (160 bp und 130 bp, grau) und die vor die Kassetten klonierten Promotoren (blau), sowie als
Transkriptionstermiation eine G-reiche Region in der Mitte (orange).
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DNA Sequenzierung

Der GroBenstandard fiir DNasel-Footprints wurde mit dem ,,T7-sequencing kit“ mit
pUC/M13 reverse oder universal Primer (Pharmacia) aus dem Plasmid pUC19/18 oder pKS®
hergestellt. Dabei wurde doppelstrangige DNA nach Sanger et al. (1977) sequenziert.

Die iibrigen Sequenzierungen wurden von der Firma Genterprise, Mainz durchgefiihrt.

Konstruktion eines Plasmides fiir Uberproduktion von NarL

Das narL-Gen wurde mittels PCR mit den Primern YZlnarL und YZ2narL aus den E.coli
Stamm AN387 amplifiziert. AnschlieBend wurde das PCR Produkt mit den
Restriktionsenzymen Ndel und EcoRI geschnitten und iiber Ndel/EcoRl in das
Uberexpressionsplasmid pET28a (Novagen) kloniert (Abb. 10). Mit diesem Plasmid wird das
NarL Protein N-terminal mit einem His-Tag translational fusioniert, mit dessen Hilfe man das

tiberproduzierte Protein leicht liber Ni-Affinitdtschromatographie reinigen kann.

EcR1 Ndd
narlL

77— Res+

florigin  T7Promotor

pPMW150
6019 bps

Abb. 10: NarL Uberproduktionsplasmid pMW150. Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und EcoRI wurde
das mittels PCR amplifizierte NarL-Gen in das Plasmid pET28a kloniert. Die Uberproduktion erfolgte mit der
T7-RNA Polymerase iiber einen T7 Promotor.
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3.4. Biochemische Methoden

Uberproduktion und Proteinreinigung von ArcA-Hisg

Zur Uberproduktion von ArcA, wurde das rekombinante Plasmid pET28arcA-1 (Wackwitz,
1999; Strohmaier et al., 1998) in E. coli BL21DE3 transformiert. Die Zellen wurden in LB-
Medium aerob bei 37°C inkubiert. Bei einer ODs7g von 0,6-0,8 wurde die Expression mit
1 mM IPTG (Roth) induziert und mittels dem T7 Promotor/Polymerase System
tiberexprimiert. Nach 2 h Inkubation war in der Regel eine ODs73 um 1,2 erreicht. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation (8 min bei 6000 rpm, Sorvall GS3 Rotor, 4°C) geerntet. Das
Zellpellet wurde mit 20 ml Puffer 1 (50 mM Na/K-P;-Puffer pH 7,0, 200 mM NaCl 10 mM
Imidazol) resuspendiert und die Zellen in zwei Durchgéingen in der French Presse
aufgeschlossen. Das Zellhomogenat wurde durch Zentrifugation (30 min, 4°C, 12000 rpm
Sorvall SS34 Rotor) in 16sliche und nicht 16sliche Fraktionen getrennt. Das 16sliche Protein
Hisg-ArcA befand sich im Uberstand des Zellhomogenats.

Das Protein wurde bei 4°C durch Affinititschromatographie an einer Ni*-NTA-Agarose
Sdule (Qiagen) gereinigt. Das Sdulenvolumen betrug 1 ml. Die Sdule wurde zunéchst mit
10 Vol. Puffer 1 equilibriert. AnschlieBend wurde die 16sliche Form des Zellhomogenat
aufgetragen. Die Sdule wurde mit 10 Vol. Puffer 2 (50 mM Na/K-P;-Puffer, pH 7,0, 200 mM
NaCl, 20 mM Imidazol) gewaschen. Das gebundene Protein wurde mit 6 Volumen zu je
0,5 ml Puffer 3 (50 mM Na/K-P;-Puffer, pH 7,0 200 mM NaCl, 500 mM Imidazol) eluiert.
Der Proteingehalt der Proben wurde durch den Proteintest nach Bradford (Roth) bestimmt.
Das gereinigte ArcA-Hise befand sich meist in Fraktion 2 und hatte in der Regel eine
Konzentration von 2 pg/ul. Mit dem gereinigten Protein wurden dann Bindungsstudien und in

vitro Transkriptionsexperimente durchgefiihrt.

Uberproduktion und Proteinreinigung von Hiss-NarL
Zur Uberproduktion von Hiss-NarL wurde das Uberproduktionsplasmid pMW 150 verwendet.

Die Uberproduktion und Aufreinigung erfolgte analog zu der von Hiss-ArcA (siehe vorne).

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In der SDS-PAGE wurden die Proteine in Gegenwart eines Uberschusses an
Natriumlaurysulfat (SDS) elektrophoretisch aufgetrennt. Hierzu wurde das Penguin Mini-
System (Gibco) verwendet. Proteinldsungen wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit

einem gleichen Volumen von SDS-Mercaptoethanol oder DTT-haltigem Probenauftragspuffer
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versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei
110 V iiber 90 Minuten. AnschlieBend wurden die Gele in Coomassie-Féarbelosung (0,2 %
Coomassie Brillant Blue R250, 7 % Essigsaure, 50 % Methanol) fiir etwa 30 min gefarbt. Um
einen klaren Hintergrund zu erhalten, erfolgte die Entfirbung in einer Losung aus 10 %

Eisessig, 20 % Methanol in Aqua bidest.

Messung der B-Galactosidaseaktivitiit

Die Messung der [B-Galactosidaseaktivitit wurde nach Miller (1992) durchgefiihrt. Bei
anaerober Zucht wurden 5 ml Kulturvolumen, bei aerober Zucht 20 ml Kulturvolumen
angesetzt. Die Zellen wurden wihrend der exponentiellen Wachstumsphase bei einer ODs7gam
von 0,6-0,8 geerntet und unmittelbar gemessen. Alle B-Galactosidase-Tests wurden aus
mindestens sechs unabhidngigen Zuchten durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils vier

Parallelbestimmungen durchgefiihrt.

Horizontale Isoelektrische Fokusierung (IEF)

a) Isoelektrische Fokusierung

Zur Trennung von NarL und NarL-P wurde die horizontale IEF mit pre-cast-Gelen und den
dazugehorigen Carrier-Ampholyten (SERVALYT PreCotes) durchgefiihrt. PreCotes sind
diinne Polyacrylamidgele auf einer Polyestertrigerfliche (Serva). Um eine vollstindige
Denaturierung des Proteins zu erhalten, wurden die Gele (pH 4-6) zuvor 1 h auf dem Schiittler
in Harnstoff-Aquilibrierungslosung bei max. 50 U/min (Wackwitz, 1999) inkubiert. Die IEF
wurde (wie vom Hersteller empfohlen) auf dem Flachbrett Apparat FBE3000 (Pharmacia) mit
dem Mikrocomputer power supply (Biotech/Fischer) durchgefiihrt. Nach der IEF wurden die

PreCotes von der Kammer entfernt und fixiert.

IEF Lauf Bedingungen:
Setting 2000 V 20 W 6 mA lh
Start 2000 V 1W 6 mA 2h
Ende 2000 V 8 W 3 mA lh

Harnstoffaquilibierunglosung:
24 g Harnstoff
25 ml H,O
5 ml SERALYT-L6sung pH 4-6
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b) Féarben des IEF-Gels

Die Proteinfairbung der IEF Gele wurde mit SERVA Violet 17 (Kat. Nr. 35072) laut
Vorschrift des Lieferanten durchgefiihrt. Zuerst wurden die Gele fiir 20 min in 100 ml einer
20 % TCA Losung fixiert. Nach kurzem Spiilen mit Destaining Losung (3 % Phosphorsiure,
100 ml) wurden die Gele fiir 10 min in 100 ml Farbelosung (0,5 g SERVA Violet 17 in 10 %
Phosphorsédure) bei leichtem Schiitteln (50 U/min) gefarbt. Zum Entfirben wurden die Gele
fiir zweimal 10 min in 100 ml Destaining Losung gewaschen. Wenn die Gele einen klaren
Hintergrund hatten, wurden sie noch zweimal (2 min) mit Aqua bidest gespiilt und

anschlieBend bei Raumtemperatur getrocknet.

Radioaktive Markierung von DNA fiir Gelretardationsanalysen

Fiir Gelretardationsexperimente wurden verschiedene nuo-Promotor Bereiche (Abb. 15)
mittels PCR amplifiziert (Tab. 2). Die unterschiedlichen Fragmente wurden mit EcoRI oder
EcoR1/BamHI restringiert und an den beiden Enden radioaktiv mit [o->"P]-dATP markiert.
Fiir DNasel-Footprints ist die Markierung von nur einem DNA Ende notwenig. Dazu wurde
der nuo-Promotor in pBlueKS™ kloniert. Aus den resultierenden Plasmiden pMWS5 und
pMW217 (Tab. 1) konnten EcoRl/Sall-Fragmente gewonnen werden, die an den beiden
Enden mit Klenow Polymerase und [a-"P]-dATP radioaktiv markiert wurden. Nach
Restriktionsverdau dieser doppelt markierten Fragmente mit Clal erhielt man ein am
nichtcodierenden Strang markiertes Fragment, welches in die Footprintreaktion eingesetzt

wurde.

Markierungsreaktion:

ca. 2 pmol DNA-Fragment

1 x Klenow-Reaktionspuffer (MBI Fermentas)
0,1 mM dNTP-Mix CGT

22 uCi [o—"P]dATP

1U Klenow-Fragment exo

Die Ansdtze wurden jeweils 30 min bei 30°C und 10 min bei 75°C inkubiert und die

markierte DNA anschlieBend mit dem Nucleotide Removal Kit (Qiagen) gereinigt.
Gelretardation von DNA-Protein-Komplexen

Gehen DNA und Proteine Wechselwirkungen ein, entstehen Protein-DNA-Komplexe, die

anhand von Gelretardationsexperimenten (‘mobility shift’) untersucht werden konnen.
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Gelretardartionsanalysen von ArcA wurden nach der Methode von Drapal und Sawers 1995a
durchgefiihrt. Unterschiedliche ArcA (0-5 uM) Konzentrationen wurden mit 20 ng markierter
DNA 30 min bei 4°C inkubiert, bevor sie auf ein 6 %iges (bzw. 5 %iges) nicht
denaturierendes Polyacrylamid-Gel aufgetragen wurde. Als Laufpuffer diente 1 x TBE. Nach
einem 30 miniitigem Vorlauf bei 100 Volt wurde die Elektrophorese der Proben 105-120 min
bei 160 Volt durchgefiihrt (Raumtemperatur oder 4°C).
Reaktionsmix fiir ArcA Gelshift:

1 x Gelshiftpuffer

1 mM DTT

10% Glycerin

5 png unmarkierte DNA (Kalbsthymus-DNA)

20 ng markierte DNA

10 x Gelshiftpufter: 100 mM Tris-HCI pH 7.5
25 mM EDTA
500 mM KCl
40 mM Spermidin

1 x TBE: 90 mM Tris
90 mM Borat
2 mM EDTA

ArcA wurde immer in phosphorylierter Form benutzt. Die Phosphorylierung wurde nach
Drapal und Sawers (1995a) durchgefiihrt:
20 pg gereinigtes Protein wurden in 50 mM Tris HCI pH 8.0
0,5 mM EDTA
10 % Glycerin
5 mM MgCl,
mit 50 mM Carbamoyl-Phosphat in 20 pl fiir 1-2 h bei 25°C inkubiert.

DNasel-Footprint Experimente mit dem nuo-Pomotor
DNasel-Footprint Experimente wurden nach Drapal und Sawers 1995a durchgefiihrt.
Gereinigtes und phosphoryliertes ArcA Protein wurde mit den radioaktiv markierten nuo-

Promotor-Fragmenten fiir 30 min bei 4°C in 50 pul DNasel Reaktionspuffer inkubiert.
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1 x Reaktionspuffer 50 mM Tris-HCI pH 7.2

12,5 mM MgCl,

1 mM EDTA

I mM DTT

100 mM KCl

20 % Glycerin
Danach erfolgte die Zugabe von 50 pl einer 10 mM MgCly-, 5 mM CaCl,-Losung und 0,0075
Units (2,5 ng) DNasel (Boehringer Mannheim). Nach weiteren 30 sec wurde die Reaktion mit
90 ul Stopplosung beendet. Die DNA-Fragmente wurden durch zweimalige Phenol/
Chloroform/Isoamylalkohol- (25/24/1 Vol/Vol) und anschlieBender Chloroform/Isoamyl
alkohol-Extraktion (24/1 Vol/Vol) gereinigt. Die DNA wurde durch Zugabe von 0,1 Volumen
LiCl und 2,5 Volumen Ethanol gefillt und in 5 pl Stopplésung resuspendiert. Die Proben
wurden vor dem Auftragen auf das Sequenzgel (6 %ig) 2 min bei 90°C denaturiert. Als

Laufpuffer diente 1 x TBE.

In vitro Transkription

Die Regulation der Expression tiber die beiden Promotoren der nuo-Operons wurde durch in
vitro Transkriptionsexperimente untersucht. Als Matrizen-DNA wurden die G-less Plasmide
pMW224, pMW239, pMW241 eingesetzt. [*°P]-markierte RNA wurde in einem 30 pl Ansatz
synthetisiert. Zundchst wurden 1 x in vitro Puffer, DNA (10 nM), 1 U RNA-Polymerase
(Epicentre, Technologies, Madison, Wis.), | mM DTT, 10 % Glycerin, RNase-Inhibitor
(35-40 U) und ArcA-P auf Eis zusammengegeben. AnschlieBend wurde der Mix 10 min bei
37°C inkubiert, um die Bindung der RNAP und des Proteins an die Matrizen-DNA zu
gewdhrleisten. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 pl Nucleotidmix gestartet.

Nach weiteren 10 min (37°C) wurde die in vitro Transkription durch Zugabe von 1 ml
eiskalter Stopplosung beendet. Das Ergebnis der Reaktion wurde auf einem 6 %igen

Polyacrylamidgel analysiert.

Verwendete Losungen:

1 x in vitro Puffer : 0,1 M K-Acetat
8,1 mM Mg- Acetat
50 mM Tris- Acetat pH 8.0
24 mM NHj- Acetat
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Material und Methoden

Nucleotidmix :

Stopplosung:

400 uM CTP
400 uM ATP
1 uM UTP
22 uCi o’P UTP
100 uM O-Methyl-GTP
Heparin 0,1 mg/ul

0,1 ml NH4-Acetat (5 M)
0,9 ml Ethanol (100 %)
10 mg/ml tRNA
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4. Ergebnisse

4.1 Expression und Transkriptionskontrolle durch zwei Promotoren

Die Expression der Strukturgene der NADH-Dehydrognase 1 (nuoA-N) wird durch eine
Vielzahl von Regulatoren kontrolliert (Bongaerts, 1996; Wackwitz, 1999). So kann die
Verfligbarkeit terminaler Elektronenakzeptoren wie O,, Nitrat, die Art der C-Quelle wie
Glucose oder Succinat, oder die Wachstumsphase die Expression von nuoA-N beeinflussen.
Die Regulation eines Genes durch so viele Faktoren fordert einen grofen intergenischen
Bereich vor dem Transkriptionsstart. Neben verschiedenen Bindestellen fiir Regulatoren
konnten im 650 bp groflen intergenischen Bereich vor nuo4 zwei Promotoren identifiziert
werden, die fiir die Transkription des nuo-Operons zustindig sind (Bongaerts, 1996). Die
beiden Promotoren befinden sich an Position -173 (Promotor P1) und +6 (Promotor P2) zum
Startpunkt der Translation (Abb. 2). Funktion und Beitrag dieser beiden Promotoren an der

Expression von nuoA-N wurde untersucht.

4.1.1 Beitrag von P1 und P2 zur Expression von nuo

Die relative Stirke der beiden Promotoren und ihre Anteile an der Expression von nuo
wurden mit Hilfe von in vivo Studien untersucht. Dazu wurden Reportergenfusionen
hergestellt, in denen die einzelnen Promotoren und der gesamte nuo-Promotor mit /acZ als

Reportergen fusioniert war (Abb. 11).

a
) | N = M lacZ / —
|9 Ié +1 lacZ
P1 P2 P1+P2-lacZ
. BN | lacZ / >
+1 lacZ
1 Pl-lacz
CE T lacZ / —
|9 +1 lacZ
P2 P2-lacZ
b)

. - -|_>—I nuodylacZ 3

P1 P2
nuoAB’-’lacZ

Abb. 11: Konstruktion der transkriptionellen /acZ-Fusionen (a) mit dem kompletten Promotor P1+P2
(598 bp), mit Promotor P1 (406 bp) und mit Promotor P2 (203 bp) und der translationellen (b) lacZ-
Fusionen mit dem kompletten Promotor P1+P2 (nuoAB'-'lacZ (650bp)). Eingezeichnet ist der
Transkriptionsstart fiir lacZ (+1), die beiden Promotoren P1 und P2, sowie die Bindestellen arc/ und arc2 (rot).
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Diese Fusionen sollten den Beitrag der einzelnen Promotoren an der gesamten Expression,
und die Regulation der einzelnen Promotoren ohne Interaktion durch den Nachbarpromotor
zeigen. Fiir die Untersuchungen wurden transkriptionelle Reportergenfusionen mit lacZ
hergestellt. Die Fusion mit dem Gesamtpromotor enthielt die gesamte intergene Region
zwischen nuoA und IrhA. Die Konstrukte fiir die isolierten Promotoren P1 und P2 enthielten
die jeweiligen Promotoren mit deren (stromauf liegenden) regulatorischen Elementen, aber
keine regulatorischen Elemente des anderen Promotors (Abb. 11). Diese Fusionen wurden als
Pl-lacZ, P2-lacZ oder P1+P2-lacZ bezeichnet. Bei Bedarf wird zusétzlich angegeben, welche
Bindestelle fiir ArcA vorhanden ist, und wie sie aufgebaut ist. P2arc2,, bedeutet z.B., dass
Promotor P2 mit der ArcA-Bindestelle arc2 vorliegt, und dass sich diese im Wildtypzustand
befindet (P2arc?2,,). Diese Fusionen wurden mit Hilfe des Phagen ARZS5 als Einzelkopie ins
Chromosom von Escherichia coli integegriert, und anschlieBend die 3-Galaktosidaseaktivitit
unter verschiedenen Zuchtbedingungen untersucht.

Die Expression der 3 Reportergenfusionen wurde nach Zucht mit verschiedenen Substraten
(Glucose, oder Glycerin plus Fumarat) unter aeroben und anaeroben Bedingungen verglichen.
(Abb. 12 und 13). Unter allen Bedingungen war P1 der stirkste Promotor und P2 sehr
schwach. Die Expression des Gesamtpromotors (P1+P2) lag dazwischen. Dies zeigt bereits
deutlich, dass die Expression von PI1+P2 nicht die Summe der Expression der

Einzelpromotoren darstellt.
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Abb. 12: Expression von Promotor P1, P2, P1+P2 von nuoA-N bei aerober und anaerober Zucht mit
Glucose. Dargestellt sind die B-Galaktosidaseaktivitdten (Miller Units [MU]) fiir P1+P2 (IMW367) (orange), P1
(IMW363) (gelb) und P2 (IMW357) (blau).
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Abb. 13: Expression von Promotor P1, P2, P1+P2 von nuoA-N bei aerober und anaerober Zucht mit
Glycerin plus Fumarat. Dargestellt sind -Galaktosidaseaktivitdten (Miller Units [MU]) fiir P1+P2 (IMW367)
(orange), P1 (IMW363) (gelb) und P2 (IMW357) (blau).

Die Expression von P1 und P1+P2 war unter anaeroben Bedingungen generell hoher als
aerob, wobei die Zunahme bei P1 stirker war (Faktor ~2,7) als bei P1+P2 (Faktor 1.3 bis 2).
Die Expression von P2 wurde dagegen durch Anaerobiose nicht stimuliert. Die Substrate
Glycerin und Fumarat verursachten eine Zunahme der Expression aller Fusionen in dhnlicher

Weise (Faktor ~4,5) gegeniiber dem Wachstum mit Glucose.

4.1.2 Einfluss der Regulatoren ArcA und IHF auf die Expression von nuo

ArcA und IHF sind wichtige Regulatoren der Expression von nuo (Bongaerts et al., 1995;
Wackwitz, 1999). Fiir ein genaueres Verstdndnis ihrer Funktion am nuo-Promotor wurde ihr
Einfluss auf die isolierten Promotoren P1 und P2 und den Gesamtpromotor mit Hilfe von
transkriptionellen Reportergenfusionen untersucht. Hierzu wurden wiederum transkriptionelle
Reportergenfusionen verwendet. In diesen Stdmmen mit P1-, P2- und PI+P2-
Reportergenfusionen wurden durch Pl-Transduktion inaktive arcA, ihf oder arcA und ihf
Gene iibertragen, die die intakten Gene ersetzten. Auf diese Weise wurden P1-, P2- und
P1+P2-Reportergenfusionen mit arcA, ihf oder arcA ihf-negativem Hintergrund hergestellt.
Der Einfluss dieser Mutationen auf die Expression der Reportergenfusionen wurde nach
aerober und anaerober Zucht bestimmt (Abb. 14). Unter aeroben Bedingungen hatte keine der
Mutationen einen deutlichen Effekt auf die Expression der nuo-lacZ Fusionen. Lediglich die
ihf Mutation zeigte eine geringe Abnahme der Expression gegeniiber dem Wildtyp in der
Fusion mit dem Gesamtpromotor (P1+P2) (Abb. 14a). Anders war jedoch die Situation bei

anaerober Zucht, hier zeigten alle drei Fusionen fiir einige der Mutationen signifikante
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Verianderungen. Die Inaktivierung von arcA fihrte bei allen drei lacZ-Fusionen zu einer
deutlichen Derepression unter anaeroben Bedingungen, die am stirksten fiir P2-lacZ (Abb.
14c) ist (Faktor 6,2) und am schwéchsten fiir P1-lacZ (Abb. 14b) (Faktor 1,4). Der Effekt auf
die Expression von P1+P2 lag dazwischen (Faktor 2,3).

Die Inaktivierung von ikf hatte dagegen auf keine der Fusionen bei anaerober Zucht einen
signifikanten Effekt. Der Effekt der arcA ihf Doppelmutation war in allen Fillen auch

geringer als fiir die arc4 Mutation alleine.

e T = >
[y 5w I;i + lacZ

P1 P2
a) 400 b)400
369
350 350 346
= 300 P1 + P2-lacZ 5 301  Pl-lacZ
2 2 257 264
2 250 2 250
% 200 E 200
3 8 A
T i 1 4 arcA”
& 150 136 120 a 150 Wt arcA= ihf pr
arcA- 98
1001 Wt arcA- ihf ihf 100 92 91 93
501 f 35 39 501
oA 0
aerob anaerob aerob anaerob
; +1lacZ !!
c) 400 r
350
5 3001 P2-lacZ
=
2 2501
o
=t
% 200
[}
]
& 1501
1007 W A inf arcA- 62
t arcA- i : >
501 hf % 40
18 17 18 17 / 15
. 10
aerob anaerob

Abb. 14: Expression von Promotor P1+P2 (a), P1 (b) und P2 (¢) im Wildtyp, arcA, ihf und arcA, ihf
negativem Hintergrund bei aerober und anaerober Zucht mit Glucose. Gezeigt sind Wildtyp [ ]
(IMW367%, IMW363® IMW3579), arcd-[7] IMW386®, IMW364®, IMW358"), ihf- [[1] (IMW410",
IMW408®, IMW401“) und arcA ihf Mutante [ EJ(IMW411®, IMW409®) IMW404?). AuBerdem sind die
jeweiligen lacZ-Fusionen mit den arcA-Bindestellen (arcl und/oder arc2) (rot) dargestellt.
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Zusammenfassend kann man feststellen, dass Promotor P1 vermutlich den Hauptteil der
Expression des Gesamtpromotor P1+P2 liefert und dabei nur wenig von ArcA und gar nicht
[HF abhéngig ist. Promotor P2 ist sehr schwach und leistet damit nur einen geringen Beitrag
zur Expression. Die Expressionsdaten deuten darauf hin, dass Promotor P2 dafiir aber fiir die

anaerobe Regulation des gesamten Promotors durch ArcA und IHF verantwortlich ist.

4.2 Spezifische Bindung von ArcA an die beiden ArcA-Bindestellen

Vorhergehende Studien hatten gezeigt, dass die Expression der NADH-Dehydrogenase I unter
anaeroben Bedingungen durch den Transkriptionsregulator ArcA reprimiert wird (Bongaerts
et al.,1995; Wackwitz, 1999). In dem intergenischen Bereich vor nuo waren zwei ArcA-
Bindestellen (arcl und arc2) identifiziert worden, die fiir diese Repression verantwortlich
sind (Wackwitz, 1999). Um den Beitrag beider ArcA-Bindestellen zur Expression von nuo
genauer zu verstehen, wurden Gelretardationsexperimente mit isoliertem ArcA-Protein an den
getrennten Bindestellen durchgefiihrt.

ArcA wurde in E. coli als Hisg-ArcA Fusionsprotein {iiberproduziert und iiber den N-
terminalen Hisg-Anhang gereinigt. Durch Inkubation mit Carbamoyl-Phosphat wurde ArcA in
vitro phosphoryliert und in der aktiven Form als aktiviertes ArcA (ArcA-P) erhalten. Der
Hisg-Anhang konnte durch Inkubation mit der Protease Thrombin abgespalten werden.
Frithere Versuche hatten jedoch gezeigt, dass der Hisg¢-Anhang die Funktion des ArcA
Proteins nicht stort (Wackwitz, 1999). In dieser Arbeit wurde deshalb immer Hisg-ArcA

verwendet, das als ArcA bezeichnet wurde.

nuo3l nuo

(L Qe
g ‘IrhA )| [ _arel ] e — T }
nuo 2I -560 ¢ nuod 190
a) 630 bp
() [ arcd ] [ — )
454 bp
() | — )
344 bp
560 bp Clal
b) @I [ arel ] 77 R

Abb. 15: Fragmente des nuo-Promotors fiir den Gelshift (a) mit dem kompletten Promotor (P1+P2 (630
bp)), mit Bindestelle arc! (P1 (454 bp)) oder mit Bindestelle arc2 (P2 (344 bp)) und fiir den Footprint (560
bp). Die auf den Fragmenten enthaltenen ArcA-Bindestellen sind rot gekennzeichnet. Des weiteren sind die
Markierungen der Fragmente (blaue Kreise) und die Primer eingezeichnet.
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Radioaktiv markierte DNA des kompletten nuo-Promotors (Plarci+P2arc2) (Abb.15a)
wurde mit steigenden Konzentrationen an gereinigtem, phosphoryliertem ArcA-Protein
(ArcA-P) inkubiert und anschlieBend einer nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese
unterzogen (Abb. 16).

Bereits in Anwesenheit relativ niedriger Konzentrationen an ArcA-P (0,7 uM) nahm die
Bande mit freier DNA ab. Gleichzeitig bildete sich ein DNA-Protein-Komplex mit
verminderter Mobilitdt. Diese Bande wurde als Komplex I bezeichnet. Die Inkubation mit
hoheren Konzentrationen an ArcA-P Protein (3 puM) fiihrte zur Bildung eines weiteren
Protein-DNA-Komplexes (Komplex II) mit weiter reduzierter Mobilitdt. Die Zugabe von
unspezifischer Kompetitor-DNA hatte keinen Effekt auf die Bildung der Protein-DNA-
Komplexe. Dies bestitigt friihere Hinweise (Wackwitz, 1999), dass ArcA-P spezifisch an den
nuo-Promotor bindet. Das Auftreten zweier verschiedener Protein-DNA-Komplexe konnte
darauf hinweisen, dass eine aufeinanderfolgende Besetzung der beiden ArcA-Bindestellen
erfolgt oder eine Oligomerisierung von ArcA-P bei hoheren Proteinkonzentrationen

stattfindet, die zu hoherer Retardation fiihrt.

0 05075 1 125 15175 2 3 5 pM ArcA-P

<+— Komplex 11

<«—Komplex I

<+—freie DNA

Abb. 16: Gelretardation des gesamten Promotors Plarcl+P2arc2 (630 bp) durch ArcA-P.
Autoradiogramm nach nativer Gel-Elektrophorese der kompletten nuo-Promotor DNA mit steigender
Konzentration an ArcA-P.

Wegen des Vorliegens von zwei ArcA-Bindestellen am nuo-Promotor stellte sich die Frage,
ob das ArcA-P unabhéngig an die zwei Bindstellen binden kann oder ob die Bindung an eine
Bindestelle notwendig ist, um die Bindung des Proteins an die zweite Bindestelle zu
ermoglichen. Aus diesem Grunde wurden Fragmente des nuo-Promotors in die
Gelretardationsversuche eingesetzt, die nur die erste Bindestelle (Plarc/) oder die zweite
Bindestelle (P2arc2) trugen (Abb. 15a). Beide Promotorfragmente bilden ArcA-P
Retentionskomplexe (Abb. 17a und b). Auch bei den einzelnen Bindestellen Plarc/ und

P2arc2 waren wieder jeweils zwei Komplexe zu erkennen.
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0050751125151,75 2 3 5 pMArcA-P 0050,751125151,75 2 3 5 uM ArcA-P

<€ Komplex I1 < Komplex II
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Abb. 17: Gelretardation von Promotor-DNA mit der ersten ArcA-Bindestelle Plarc! (454 bp) (a) und der
zweiten ArcA- Bindestelle P2arc2 (344 bp) (b) durch phosphoryliertes ArcA. Autoradiogramm nach nativer
Gel-Elektrophorese der Promotor-DNA bei steigenden Konzentrationen an ArcA-P.

Aus den ArcA-P Konzentrationen, die zur Ausbildung der Komplexe bendtigt werden,
konnten Kp-Werte der Komplexbildung abgeschétzt werden (Tab 4) Der Kp-Wert fiir den
ersten Komplex lag bei Bindestellen Plarc/ bei < 0,5 uM ArcA-P. Fiir Komplex I der
Bindestelle P2arc2 war eine signifikant hohere Konzentration von 0,75 pM ArcA-P
notwendig. Ein Unterschied ergab sich auch fiir die Kp-Werte des zweiten Komplexes. Der
Kp-Wert fiir den zweiten Komplex von Plarcl lag bei 1 pM ArcA-P, wihrend fiir den
zweiten Komplex von P2 wiederum eine signifikant hohere Konzentration von 1,75 uM

ArcA-P notwendig war.

Tab. 4: Apparente Kp-Werte der Bindung von ArcA-P an die drei nuo-Promotorbereiche.

DNA K, fiir K, fiir
Komplex I Komplex I1
Plarci+P2arc2 0,7 3
Plarci <0,5 1
P2arc2 0,75 1,75

Promotorfragmente, die keine der beiden Bindestellen arc/ oder arc2 enthielten, wiesen keine
Bindung von ArcA-P auf (nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass ArcA-P in vitro unabhiangig und mit unterschiedlicher Affinitét
an beide ArcA-Bindestellen bindet. Das Vorkommen von zwei Protein-DNA Komplexen fiir

die DNA-Fragmente, die nur arcl oder arc2 enthalten, ist ein Hinweis dafiir, dass jede der
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Bindestellen fiir sich in Abhéngigkeit von der ArcA-P Konzentration zwei verschiedene
DNA-Proteinkomplexe bildet. Oligomerisierung bei hohen ArcA-P-Konzentrationen kann

aber nicht ausgeschlossen werden.

4.3 Mutagenese der ArcA-Bindestellen

Die beiden ArcA-Bindestellen arc/ und arc2 befinden sich im gleichen Abstand stromauf der
beiden Promotoren P1 und P2 (Bongaerts et al, 1995; Wackwitz, 1999) (Abb. 5). Beide
Bindestellen enthalten den ArcA-Konsensus (A/TGTTAATTAT/A) (Lynch und Lin, 1996)
mehrfach, der fiir die Bindung von ArcA an die DNA verantwortlich sein soll (Abb. 19).

In jeder der beiden Bindestellen wurden die Konsensussequenzen einzeln oder in
Kombination durch Mutagenese ausgeschaltet. Diese Mutanten wurden dann daraufhin
untersucht, ob in vitro die Bindung von ArcA-P an die DNA verindert ist, und ob in vivo die
Expression von nuo-lacZ verandert ist. Die ArcA-Konsensussequenz (A/TGTTAATTAT/A) ist
relativ variabel (Lynch und Lin, 1996). Am besten konserviert innerhalb dieser
Konsensussequenz ist ein GTT- Motiv, dem aus diesem Grund eine besondere Bedeutung
beigemessen wird. Bei der Mutagenese wurde deshalb dieses Motiv bevorzugt veridndert.

In der ArcA-Bindestelle arcl befinden sich vier ArcA-Konsensussequenzen auf dem
codierenden Strang (arcla, arclb, arclc und arcld). Sie stimmen in 8, 7, 5 bzw. 5 der 10
Nucleotide mit der Konsensussequenz iiberein. Die zweite ArcA-P Bindestelle arc2 besitzt
ebenfalls vier Bindemotive. Hier befinden sich zwei Sequenzen auf dem codierenden (arc2a
und arc2b) und zwei auf dem nichtcodierenden Strang (arc2c und arc2d) (Abbl8 und 19).
Diese Konsensussequenzen zeigen 70 % Identitdt zu der postulierten Sequenz. Auffillig an
den Konsensussequenzen des codierten Stranges von arcl und arc? ist, dass die Lage zum

Ende und der Abstand zueinander innerhalb einer Bindestelle fast identisch sind.

lalcld 1b

e >

2c 2d
arcl arc2

Abb. 18: Lage der Mutationen auf dem codierenden bzw. nichtcodierenden Strang der ArcA-
Konsensusequenzen (Za bis Id, 2a bis 2d) innerhalb der beiden ArcA-Bindestellen (arcl, arc2). Mutationen
sind mit schwarzen X markiert, die Bindestellen rot gekennzeichnet.
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Jede der Konsensussequenzen wurde durch gerichtete Mutagenese verdndert. Hierzu wurden
mit PCR Restriktionsschnittstellen als Mutationskontrolle in die Konsensussequenzen
eingefiihrt. Die Primer wurden so konzipiert, dass mindestens zwei der drei stark

konservierten Nucleotide im GTT-Motiv der ArcA-Bindestellen verdndert wurden (Abb. 19).
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Abb. 19: ArcA-Bindestellen arcl und arc2 in der nuo-Promotorregion. Die ArcA-Bindestellen sind grau
unterlegt. Konsensussequenzen (arcla/b/c/d und arc2a/b/c/d) (Lynch und Lin, 1996) innerhalb der ArcA-
Bindestellen sind gekennzeichnet als konservierte (*) und nicht konservierte (°) Basen. Die Mutationen sind in
rot dargestellt. Die Transkriptionsstartpunkte (T1 und T2) und die -10 und -35 Regionen der beiden Promotoren
(P1 und P2) sind dargestellt. Die Nummerierung erfolgte nach Weidner et al., 1993.

Ausgangsplasmid fiir die Mutationen war pMW6. Die Mutationen in arclab und arc2ab
wurden bereits in frilheren Experimenten eingefiihrt (Wackwitz, 1999). Mit den Primern
arclc und arclcrev wurden die beiden zusitzlichen Mutationen in die arc/ Bindestelle

eingefiigt. Daraus resultierte letztlich die Mutation der ersten ArcA-P Bindestelle an
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4 Positionen, die als arclabcd bezeichnet wird. Mit den Primern arc2c/arc2crev und
arc2d/arc2drev wurden die restlichen Konsensussequenzen in der zweiten Bindestelle
mutiert. Daraus resultierte eine ebenfalls vierfach mutierte Bindestelle, die als arc2abcd
bezeichnet wird.

Die Promotormutationen lagen in verschiedenen paarweisen Kombinationen vor (z.B. arclab,
arclabcd, arclabarc2ab, arclabcdarc2abcd), so dass von einer Zweifach- bis zu einer

Achtfachmutante alle paarweisen Kombinationen vorhanden waren.

4.3.1 Bindung von ArcA-P an die mutierten ArcA-Bindestellen (Gelretention)

Der Einfluss der arc-Promotormutationen auf die Bindung von ArcA-P an die Promotor-DNA
wurde mit Hilfe von Gelretardationsexperimenten mit den mutierten DNA-Fragmenten
durchgefiihrt (Abb. 19). Die Fragmente waren sonst identisch zu den Wildtyp DNA-
Fragmenten des Experiments von Abb. 15.

Die radioaktiv markierte DNA des mutierten nuo-Promotors (Plarcl,,+P2arc2,5.4) wurde mit
steigenden Konzentrationen an gereinigtem und phosphoryliertem ArcA-Protein inkubiert und
durch native Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennt (Abb. 20). Das sechsfach mutierte
nuo-Promotor-Fragment (Abb. 20a) wurde durch ArcA-P retardiert. Dariiber hinaus traten

zwei verschiedene ArcA-DNA-Komplexe mit unterschiedlicher Retention auf.

0 05075 1 1,25 151,75 2 3 5 pM ArcA-P

a)
Komplex II
Komplex I
freie DNA
b)

<+ Komplex II

<+— Komplex I

<+ freie DNA

Abb. 20: Gelretardation der gesamten Promotor-DNA P1+P2 (P11, P2, c206ca (@) und P11, 145cq
+P24c2apca (b) (560 bp)) durch ArcA-P. Autoradiogramm nach nativer Gel-Elektrophorese mit steigender
Konzentration an ArcA-P.
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Im Gegensatz zum nicht mutierten Promotorfragment waren jedoch héhere Konzentrationen
an ArcA-P zur Retention notwendig. So wurde der erste Komplex erst bei einem Kp von
1,5 uM ArcA-P erhalten. Auch fiir die zweite Stufe lag der Kp-Wert mit 5 uM deutlich iiber
dem des unmutierten Promotors. Die Kp-Werte von ArcA-P fiir die Bildung von Komplex I
und Komplex II war damit um die Faktoren 2,1 bzw. 1,6 erhoht (Tab. 5). In einer
Achtfachmutante Plarcl peqatP2arc2,p.q4 ergaben sich die gleichen Kp-Werte (Abb. 20b)
gezeigt. Diese Ergebnisse zeigen, dass durch Mutation der ersten (arcl) und zweiten (arc?2)
ArcA-Bindestelle die Affinitdt von ArcA-P nicht aufgehoben, jedoch um Faktor ~2 verringert
werden konnte.

Auf dhnliche Weise wurde der Einfluss der Inaktivierung des ArcA-Konsensus fiir die
Bindung von ArcA-P an die einzelnen Bindungsstellen untersucht. Beide mutierten Promotor-
Fragmente bildeten mit ArcA-P Retentionskomplexe (Abb. 21). Auch bei den einzelnen
mutierten Bindungsstellen waren wieder zwei Komplexe zu erkennen. An der mutierten
Bindestelle Plarcl,, wurden gegeniiber der unmutierten Bindestelle Plarc/ hohere
Konzentrationen an ArcA-P zur Retention bendtigt (Abb. 21a). Der Kp-Wert fiir diesen ersten
Komplex war um Faktor 2,5 hoher als im Wildtyp Plarcl (Tab. 5). Auch fiir den zweiten
Komplex waren hohere Konzentrationen an ArcA-P notwendig (Kp 2,5 pM). Die zusétzlichen
Mutationen der ersten Bindestelle in arclcd zu Pl,.c14p.q hatten gegeniiber arclab keinen
weiteren Einfluss auf die Affinitdt von ArcA-P (Abb. 22). Bei der mutierten zweiten ArcA-
Bindestelle (P2arc2,,.q4) war keine signifikant verdnderte Bindung gegeniiber der unmutierten
Bindestelle sichtbar (Abb. 21b). Der Kp-Wert fiir den ersten Komplex lag wie im Wildtyp-
Promotor bei 0,75 uM ArcA-P. Der zweite Komplex wurde hier bei einer Konzentration von
2,5 uM erreicht und war damit geringfligig gegeniiber der Wildtyp-Bindestelle P2arc2,,
erhoht (Tab. 5).

0050751125151,75 2 3 5 pMArcA-P 0050,751125151752 3 5 pM ArcA-P

<4 K lex 1T
ompiex < Komplex II

<€ Komplex I
<4 freie DNA

<= Komplex I

<= freie DNA

Abb. 21: Gelretardation von Promotor-DNA mit Plarcl,, (454 bp) (a) und P2arc2,.,/344 bp) (b) durch
ArcA-P. Autoradiogramm nach nativer Gel -Elektrophorese bei steigender Konzentration an ArcA-P.
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0050751125151,75 2 3 5 pM ArcA-P

<= Komplex IT
<4 Komplex I

4= freie DNA

Abb. 22 Gelretardation von Promotor-DNA mit Plarcl ., (454 bp) durch ArcA-P. Autoradiogramm nach
nativer Gel-Elektrophorese bei steigender Konzentration an ArcA-P.

Tab. 5: Apparente Kp-Werte der Bindung von ArcA-P an die drei nuo-Promotor-Fragmente (P;+P,, Py,
P,). Zusammengestellt sind die Kp-Werte fiir die unmutierten und mutierten Promotorfragmente aus den Abb.16,
17,20, 21 und 22.

DNA K, fiir K, fiir
Komplex I Komplex II
Plarcl+P2arc2 0,7 3
Plarci <0,5 1
P2arc2 0,75 1,75
Plarcl ,+P2arc2,., 1,5 5
Plarcl 1,25 2,5
P2arc2 ., 0,75 2,5

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Mutationen der ArcA-Konsensussequenzen der
zweiten ArcA Bindestelle arc? keinen Einfluss auf die Bindung von ArcA-P an diese
Bindestelle haben. Dagegen verringern die Mutationen von arc/ in den Konsensussequenzen
arclab die Affintit von ArcA-P zu dieser Bindestelle um Faktor 2,5. Diese beiden
Konsensussequenzen (arclab) scheinen deshalb ein wichtiges Element fiir die Bindung von
ArcA-P an den intergenischen Bereich vor nuoA zu sein. Sie sind moglicherweise auch fiir die

verdnderte Bindung des kompletten Promotors Plarci  pcatP2arc2 pcq verantwortlich.

4.3.2 Einfluss der arcA-Mutationen auf die ArcA-Bindestelle (DNAsel-Footprint)
Die Lage und GroBle der beiden ArcA-Bindestellen vor nuo ist genau bekannt. (Abb. 19)
(Wackwitz, 1999). Da die arclab Mutationen die Bindungsaffinitidt von ArcA-P verdndern,

42



Ergebnisse

sollte durch DNasel Footprint Experimente untersucht werden, ob auch mit dieser Methode
eine verdnderte Bindung von ArcA-P zu erkennen ist. Dazu wurde radioaktiv markierte
Wildtyp- und mutierte Promotor-DNA (Abb. 15b) mit steigenden Konzentrationen an
phosphoryliertem ArcA-Protein inkubiert und mit DNasel behandelt (Abb. 23). Bei beiden
Fragmenten war ein Schutz von Plarcl vor DNasel-Verdau durch ArcA-P zu beobachten.
Der geschiitzte Bereich umspannte in beiden Fragmenten den Bereich von -277 bis -345. In
der arcI-Mutante war lediglich im Bereich von -324 bis -334 ein verdnderter Schutz vor
DNasel-Verdau zu erkennen. In diesem Bereich waren im Wildtyp Banden zu erkennen, die
in der Mutante fehlten. Auch in der arc/bcd war im Bereich von -301 bis -311 ein verdnderter
Schutz vor DNasel-Verdau zu erkennen. In der Mutante tauchten neue Banden auf, die im

Wildtyp nicht vorhanden waren.

ACGT 0123 5012 3 5 uMArcA-P

Plarclabcd

=277

-301
I 1bed
=311

arcl
-324

1a

-334

-345

Abb. 23: DNasel Footprint der ArcA-Bindung an die Bindestelle arcl, im Vergleich von Wildtypzustand
(Plarcl) zu komplett mutiertem Zustand (Plarcl,,.). Die Fragmente wurden mit steigenden
Konzentrationen an ArcA-P inkubiert und mit DNasel verdaut. Die geschiitzte Region beider Fragmente ist
durch den schwarzen Balken, die mutierten Konsensussequenzen /a und /bcd sind durch die beiden kurzen
schwarzen Balken gekennzeichnet. Die Nummerierung wurde nach Weidner et al., 1993 vorgenommen. Als
Standard (A, C, G und T) wurde ein nach Sanger et al., 1977 sequenziertes Fragments benutzt.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass ArcA-P trotz Mutation der Konsensussequenzen der
Bindestelle arcl (labcd) noch an den gleichen Bereich bindet wie im Wildtyp. Lediglich in
dem mutierten Bereich von arcla (Bp -324 bis -334) and arclbcd (Bp -301 bis -311) selbst
scheint die Bindung von ArcA verdndert zu sein, da hier das Bandenmuster des DNasel-

Verdaus gegeniiber dem Wildtyp verdndert ist.

4.3.3 Auswirkung der Inaktivierung von arcl und arc2 auf die Expression von nuo
4.3.3.1 Transkriptionelle Fusionen

Die Auswirkung der verschiedenen Mutationen in arc/ und arc2 auf die Expression der
NADH-Dehydrogenase I und auf die getrennten Promotoren P1 und P2 sollte untersucht
werden. Dazu wurden Reportergenfusionen hergestellt, in denen die einzelnen Promotoren
und der gesamte nuo-Promotor mit dem promotorlosen /acZ-Gen fusioniert waren. Zusétzlich
waren die beiden ArcA-Bindestellen in verschiedenen Kombinationen mutiert. Damit sollte
gepriift werden, ob durch die Punktmutationen die Regulation durch ArcA und die Expression
beeinflusst wird (Abb. 24). Die Fusionen wurden mit Hilfe der Phagen A in Einzelkopie in das
Chromosom gebracht. Die -Galaktosidaseaktivitdt wurden nach aerober und anaerober Zucht

mit Glucose im Wildtyp und arc4-negativem Hintergrund bestimmt.

> 3 HllacZ Pl + P2
lacZ Plarcl,,, + P2
lacZ P1 + P2arc2,,,
lacZ

Plarcl, , + Parc2,,

Abb. 24: Trankriptionelle Fusionen im Wildtyp und mit Mutationen in Promotor Plarcl ., und/oder
P2arc2 4. Die beiden ArcA-Bindestellen (arcl und arc2) sind rot dargestellt, eingefilhrte Mutationen mit
schwarzem X gekennzeichnet. Eingezeichnet sind auch der Transkriptionsstartpunkt von /acZ und die beiden
Promotoren P1 und P2.

44



Ergebnisse

Die Expression des Gesamtpromotors (P1+P2) zeigte bei aerober Zucht nur Anderungen,
wenn der Promotor in P2 (P2arc2,s.4) mutiert wurde, nicht aber bei Mutationen in P1 alleine
(Abb. 25). Mutationen in P1 (Plarcl ) hatten nur einen Effekt, wenn zusétzlich P2 mutiert
war. Die Expression dieser Promotoren war dabei im Wildtyp und der arc-Mutante identisch.

Ein anderes Bild ergab sich bei anaerober Zucht. Hier hatten sowohl die Mutationen in
Plarcl peq als auch die arcA-Mutationen einen deutlichen Effekt. Im Wildtyphintergrund
zeigte nur die arcl-Promotor-Mutation eine deutliche Derepression gegeniiber dem Wildtyp-
Promotor. In der arcA-Mutante dagegen waren alle Promotoren dereprimiert, d.h. sowohl der
Wildtyp als auch die Promotoren, die in Plarcl,.qs oder P2arc2,,.; mutiert waren. In
Promotor P1 war die Derepression bereits in arclab zu erkennen und wurde durch
Mutationen in arclcd nicht weiter gesteigert. Hier wurden nur die Ergebnisse mit den

komplett mutierten Bindestellen ausgewéhlt. Die restlichen Ergebnisse sind im Anhang

wiedergegeben.
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Abb. 25: Expression von P1+P2-lacZ (598 bp) (Wildtyp und arc! + arc2 Mutanten) bei aerober und
anaerober Zucht mit Glucose. Gezeigt sind Wildtyp (IMW367, IMW384, IMW349, IMW413) und arcA-
Mutante (IMW368, IMW359, IMW420, IMW412). Aufgetragen sind die verschiedenen Promotormutanten in
arclarc2 (orange), arclabcd arc2wt (gelb), arcIwt arc2abcd (dunkelblau) und arclabed arc2abed (blau mit
gelb).

Anhand dieser Messungen lésst sich feststellen, dass unter acroben Bedingungen Mutationen
der ersten Bindestelle arc/ keinen Einfluss auf die Gesamtexpression von nuo haben.
Mutationen in der zweiten Bindestelle arc? fiihren zu einer ArcA unabhidngigen
Expressionssteigerung von P1+P2. Anaerob lésst sich durch Mutation in arc/ die Repression
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durch ArcA storen. Alle weiteren Mutationen verursachen keinen Effekt. Lediglich die
P2arc2 .. Mutante besitzt im arcA-negativen Hintergrund die stirkste Derepression. Diese
Ergebnisse bestitigen die Versuche der Gelretardationsuntersuchungen. Durch Mutationen in
der Bindestelle arc/ wird die ArcA abhédngige anaerobe Repression um die Hilfte
aufgehoben. Mutationen in arc2 haben keinen Effekt auf die Repression durch ArcA.

Die Expression der P1-lacZ-Fusion ist in Abb. 26 dargestellt. Unter aeroben Bedingungen war
die Expression von P1 niedrig im Vergleich zur Expression unter anaeroben Bedingungen. Im
Wildtyp und in der arcA-Mutante fiihrte die schrittweise Inaktivierung der arcl-Bindestelle
zu einer leichten Zunahme der Expression.

Unter anaerober Zucht erfolgte eine starke Zunahme der Expression von P1 gegeniiber der
aeroben Zucht. Diese wurde durch die Mutation in arclab (Faktor 1,6) noch weiter gesteigert.
Die vierfache Mutation der Bindestelle in arclabcd fiihrte dagegen zu keiner weiteren
Erhohung der Expression. In der arcA-Mutante fand bei anaerober Zucht eine weitere
Derepression gegeniiber dem Wildtyp statt. Diese wurde aber in den arc/-Mutanten (arclab,
arclabcd) nicht weiter gesteigert, so dass die Expression der arclab und arclabcd
Promotormutanten des Wildtyps nicht libertroffen wurde. Diese Aktivititen zeigen, dass unter
anaeroben Bedingungen bereits Mutationen in arclab ausreichen, um die geringe Repression

von Pl-lacZ durch ArcA aufzuheben.
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Abb. 26: Expression von P1-lacZ (406 bp) (Wildtyp und arcI-Mutanten) bei aerober und anaerober Zucht
mit Glucose. Gezeigt sind Wildtyp (IMW363, IMW365, IMW382) und arcA-Mutante (IMW364, IMW366,
IMW421). Aufgetragen sind die verschiedenen Promotormutanten in arc/ mit Wt (dunkelgelb), ab (etwas heller
gelb) und abcd (hellgelb).
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Die Expression des P2-Promotors war generell sehr niedrig (Abb. 27). Bei aerober Zucht
fiihrte die schrittweise Inaktivierung der arc2-Bindestelle in arc2ab und arc2abcd im Wildtyp
und in der arcA-Mutante zu einer schrittweisen Verdopplung der Expression, moglicherweise
durch eine Derepression.

Bei anaerober Zucht wird die Expression von P2 gegeniiber acroben Verhéltnissen reprimiert.
Auch unter anaeroben Bedingungen war mit zunehmenden Mutationen der arc2-Stelle eine
Verdopplung der Expression zu verfolgen. Anders als bei aerober Zucht, fand in der arcA4-
Mutante eine starke Steigerung der Expression gegeniiber dem arcA -Wildtyp statt (Faktor
6,2). Diese Expression wurde durch Inaktivierung der arc2 Stelle (arc2ab und arc2abced) um
den Faktor 1,7 weiter gesteigert. Somit ist der Promotor P2 bei anaerober Zucht deutlich
durch ArcA reguliert, aber die Mutation der Bindestelle arc?2 zeigt zusétzlich eine Regulation,

die nicht von ArcA abhéngt.
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Abb. 27: Expression von P2 (203 bp) (Wildtyp und arc2-Mutanten) bei aerober und anaerober Zucht mit
Glucose. Gezeigt sind Wildtyp (IMW357, IMW359, IMW361) und arcA Mutante (IMW358, IMW360,
IMW362). Aufgetragen sind die verschiedenen Promotormutanten in arc2 mit Wt (dunkelblau), ab (etwas heller
blau) und abcd (hellblau).

Zusammenfassend kann man sagen, dass Promotor P2 unter Anaerobiose durch ArcA
reprimiert wird. Die Mutation der Bindestelle arc2 fiihrt aber sowohl aerob als auch anaerob

zu einer ArcA unabhingigen Expressionssteigerung.
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4.3.3.2 Translationelle Fusionen

Der Einfluss der Promotormutationen wurde auch in translationellen lacZ-Fusionen getestet.
Dazu wurden Reportergenfusionen hergestellt, in denen der komplette nuo-Promotor und ein
Teil des codierenden Bereiches von nuoA’ mit lacZ fusioniert waren. In diesen Fusionen
lagen die Bindestellen im mutierten oder unmutierten Zustand vor. Die Fusionen wurden mit
dem Phagen A in das Chromosom eines Wildtyps, einer arc4A-Mutante und einer ii2f-Mutante
integriert. Die Stdmme wurden anschlieBend mit Glucose unter anaeroben und aeroben
Bedingungen geziichtet. Die Regulation wurde iiber B-Galaktosidaseaktivitit gemessen.

Bei aerober Zucht wurde die translationelle Fusion nuoA'-'lacZ im Vergleich zu der
transkriptionellen Fusion P1+P2-lacZ zweimal stirker exprimiert (Tab. 6 und Abb. 25). Unter
diesen Bedingungen hatte der Regulator ArcA keinen Einfluss auf die Expression von nuo
(Tab. 6). Anaerob erfolgte eine Repression der NADH-Dehydrogenase I (Faktor 1,2). In einer
chromosomalen arcA-Mutante erfolgte eine Derepression um Faktor 3. Die Inaktivierung von
ihf fihrte sowohl unter aeroben, als auch unter anaeroben Bedingungen zu einer minimalen
Derepression (Faktor 1,1 bis 1,2) Diese Experimente bestitigen frithere Versuche (Wackwitz,
1999), dass der nuo-Promotor nur unter anaeroben Bedingungen stark durch den Regulator
ArcA beeinflusst wird. IHF besitzt sowohl unter aeroben, als auch unter anaeroben
Bedingungen einen geringen reprimierenden Effekt. Andererseits zeigten sich
Expressionsunterschiede der translationellen und transkriptionellen Fusionen beim
Umschalten von aeroben zu anaeroben Bedingungen. Wihrend in den translationellen
Fusionen die Expression von P1+P2-lacZ erhoht wird, erfolgt bei nuoAB'-'lacZ anaerob eine
Repression der Expression.

Mit Hilfe der translationellen Fusionen wurde ebenfalls der Einfluss der arc-Mutationen auf
die Expression untersucht. Unter aeroben Bedingungen hatten nur Mutationen von arc2 und
unter anaeroben Bedingungen nur arc/-Mutationen einen Einfluss auf die Expression von
nuo. Auch in der ihf-Mutante hatte nur die Mutation der zweiten Bindestelle einen Effekt auf
die Expression von nuo.

Bei anaerober Zucht fiihrte nur Mutation in arclab zur Derepression (Faktor 2). Mutationen
der zweiten Bindestelle arc2 hatten hingegen keinen Einfluss auf die Expressionsstirke. In
einer chromosomalen arcA-Mutante hatte keine der Mutationen in arc/ und/oder arc2 einen
Effekt auf die Expression von nuo. Mutationen in beiden Bindestellen arc/ und arc?

verhielten sich aerob wie Mutationen von arc2 und anaerob wie Mutation von arcl.
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Tab. 6 Einfluss von iif und arcA auf die Expression von nuoA'-'lacZ (Wildtyp und arcl/arc2-Mutanten).
Die Zucht erfolgte unter aeroben (O,) und anaeroben (N;) Bedingungen in M9-Medium mit Glucose als C-
Quelle. Gezeigt sind die Stimme IMW33®, IMW286™, IMW341©, IMW344Y (W7), IMW37®, IMW288®,
IMW343© IMW346 (ihf), IMW35®, IMW287®, IMW342©, IMW3459 (arcd).

Stimme (Genotyp) p-Galaktosidase [MU]
wt arcA ihf
0, N, 0, N 0, N
nuoA'-'lacZ 91 75 87 231 115 83
nuoA'-'lacZ(1ab + 2wt)® 87 145 92 255 116 156
nuoA'-'lacZ(Iwt + 2abcd)® 126 73 142 275 151 132
nuoA’-'lacZ(1ab + 2abed)® 146 136 148 273 145 140

Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl in translationellen als auch in transkriptionellen
Fusionen, nur Mutationen der ersten Bindestelle arcl, unter anaeroben Bedingungen, die
Repression von ArcA beeinflussen. Mutationen der Bindestelle arc2 beeintrichtigen die
ArcA-Regulation in keiner Weise, filhren aber unter aeroben Bedingungen zu einer
Derepression. Lediglich in den translationellen Fusionen kann durch Mutation in arc2 die
Repression von IHF unter allen Bedingungen beeinflusst werden. Der Unterschied in der
Expressionsstarke zwischen beiden Fusionen kann durch die Ribosomenbindestelle oder die

Lage von Promotor-aktiven Bereichen im Strukturgen verursacht werden.

4.3.4 Einfluss der Mutationen von arc2 auf die Regulation von IHF von Promotor P2

Die Mutationen in der Bindestelle arc? filhren beim isolierten Promotor P2 zu einer
Derepression sowohl unter aeroben, als auch unter anaeroben Bedingungen (Abb. 27). Von
arc2wt zu arc2ab und arc2abcd wurde die Expression jeweils um das Doppelte erhoht. Aus
fritheren Untersuchungen ist bereits bekannt, dass IHF die Expression von nuo reprimiert, und
die Bindestelle fiir IHF wurde bereits identifiziert (Wackwitz et al., 1998). Sie tliberlappt mit
der ArcA-Bindestelle arc2. Die Mutationen arc2b und arc2c verdndern zusdtzlich die
Konsensussequenz von IHF und die zugehorige Bindestelle.

Zur Kontrolle, welchen Effekt die Mutationen in den arc2-Stellen auf die Funktion von IHF
haben, wurde in die arc2-Mutanten eine ihf~-Mutation durch P1-Transduktion eingefiihrt.

AnschlieBend wurde die B-Galaktosidaseaktivtdt nach aerober und anaerober Zucht bestimmt
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(Tab. 7). Unter aeroben Bedingungen hatte weder die P2-, P2arc2,- noch P2arc2,p.q4-lacZ in
der ihf, arcA oder arcA ihf-Doppelmutante einen Effekt in Vergleich zum Wildtyp. Unter
anaeroben Bedingungen jedoch ergaben sich bei P2-/acZ-Fusionen signifikante Unterschiede:
Die Inaktivierung von arcA fiihrte in allen Bindestellenmutanten zu einer deutlichen
Derepression (Faktor 6 bis 3.2). Auch durch Inaktivierung von ihf wurden alle Fusionen
dereprimiert (Faktor 1,5 bis 1,8). Ebenso wie in einer chromosomalen arcA-Mutante wurde
auch in der ihf und arcA ihf~-Doppelmutante die Expressionhohe mit zunehmender Mutation
der Bindestellen arc2? gesteigert. Lediglich die Expression von P2arc2,p.q.-lacZ im arcA-

negativen Hintergrund wurde gegeniiber P2arc2,,-lacZ nicht weiter gesteigert.

Tab. 7: Einfluss von ii4f und arcA auf die Expression von P2-lacZ (Wildtyp und arc2-Mutanten). Die Zucht
erfolgte unter aeroben (O,) und anaeroben (N,) Bedingungen in M9-Medium mit Glucose als C-Quelle. Gezeigt

sind die Stimme IMW357, 1MW359%, IMW361“ (1), IMW401@, IMW402”, IMW403 (inf),
MW358@, IMW360”, IMW362© (arca), IMW404™, IMW405®, IMW406'? (ikf, arcd’).

Stimme (Genotyp) -Galaktosidase [MU]
P2-lacZ® P2arc2p-lacZ?” P2arc2peq-lacZ®
0, N, 0, N, 0, N,
/4 18 10 36 17 58 32
ihf 18 15 28 31 42 49
arcA 17 62 36 100 60 105
arcA'ihf” 17 40 26 48 43 63

Zusammenfassend kann man sagen, dass trotz Ausschaltens von arcA und/oder ihf die
Verdopplung der Expression bei zunehmender Mutationszahl nicht aufgehoben wird. Diese
Ergebnisse belegen, dass die Mutagenese der Bindestelle arc2 keinen Einfluss auf die von P2

aus gesteuerte Genexpression durch ArcA und IHF nimmt.

4.4 In vitro Transkription der nuo-Promotoren

Die Regulation der NADH-Dehydrogenase 1 setzt sich aus einem komplexen Netzwerk
verschiedener Umweltfaktoren und Regulatoren zusammen. Wie in der Abb. 2 dargestellt,
tiberlappen sich Bindestellen und Kontrollelemente im Bereich der intergenischen Region.

Daher ist es experimentell kaum mdglich, den Einfluss von ArcA-P mittels der
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Promotormutationen in den ArcA-P-Bindestellen auf die Expression von nuo zu untersuchen,
ohne dass weitere Regulatoren oder regulatorische Elemente die Expression beeinflussen.

Mit Hilfe der in vitro Transkription kann man die Funktion oder Beteiligung von
Transkriptionsfaktoren, transkriptionellen Aktivatoren oder Repressoren untersuchen (Tan et
al., 1996). Dabei konnen die einzelnen Faktoren getrennt und in definierter Form eingesetzt
werden. Dies ermoglicht die getrennte Untersuchung eines Regulators. In vorhergehenden
Untersuchungen wurde gezeigt, dass auf dem nuo-Promotor zwei Haupttranskripte mit den
Transkriptionsstartpunkten T1 (-173) und T2 (+6) abgelesen werden.

Um die Regulation der NADH-Dehydrogenase I besser zu verstehen, wurden mit den
gesamten nuo-Promotor (P1+P2), mit Promotor P1 und Promotor P2 in vitro
Transkriptionsexperimente durchgefiihrt. Ziel der Untersuchungen war, zu kldren, welche
Regulatoren die Expression der einzelnen Transkripte beeinflussen.

Fiir eine in vitro Transkription bendtigt man ein geeignetes Plasmid mit dem Promotor, der
untersucht werden soll. Auf diesem Plasmid muss in definiertem Abstand zum
Transkriptionsstartpunkt ein Terminator lokalisiert sein. Wird das Plasmid mit dem
Holoenzym der RNA-Polymerase und den Nucleotiden inkubiert, entsteht eine RNA
definierter Grof3e, die durch den Einbau von radioaktiven Nucleotiden anschlieflend auf einem
Sequenziergel detektiert werden kann.

Fiir die Untersuchungen wurden beide Promotoren separat oder gemeinsam in einen ,,G-less*-
Vektor pMT504 (Tan et al., 1996) kloniert (Abb. 28). Bei diesem Vektor wird in die

Klonierungsstelle der Promotor kloniert, dessen Transkription untersucht werden soll.

et D +|E> ey M Testtranskript ~ G-reiche Region
e
- 160 bp pMW241
arcl
—
ot pMW224
arc2 :
pMW239

Abb. 28: Konstrukte fiir die in vitro Transkription. Gezeigt sind die Fragmente der nuo-Promotors (hellgrau),
die in den Vektor pMT504 (dunkelgrau) vor dem Testtranskript und der G-reichen Region (orange) kloniert sind.

Unterhalb der Klonierungstelle trdgt der Vektor hinter dem Transkriptionsstartpunkt eine
DNA-Kassette, die kein Guanin (G) enthélt. Hinter dieser Kassette befindet sich eine G-reiche

Region. Wird mit diesem Konstrukt eine Transkription in vitro in Anwesenheit von o-Methyl-
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GTP durchgefiihrt, so terminiert die Reaktion immer an derselben Stelle bei Beginn der G-
reichen Region, da mit o-Methyl-GTP keine mRNA polymerisiert werden kann. Dadurch
erhilt man ein Transkript definierter Gréfe (160 bp). Das Plasmid enthilt zusétzlich zur
Kontrolle einen schwachen E. coli Promotor mit einer G-less Kassette. Das Produkt dieser
Transkription ist 130 bp groB und somit eindeutig vom eigentlichen Transkript zu
unterscheiden.

Zunichst wurde die Funktion der Promotoren P1, P2 und P1+P2 in vitro getestet. Dazu
wurden die drei Plasmide mit den klonierten Promotoren und das Kontrollplasmid mit dem
schwachen E. coli Promotor in eine Transkriptionsreaktion in zwei Ansétzen ohne und mit
1 uM ArcA-P, eingesetzt. Bei allen Plasmiden war ein Transkript bei 130 bp zu erkennen
(Abb. 29). Daraus kann man schlieen, dass die Transkriptionsreaktion funktioniert. Auch in
Anwesenheit von ArcA-P war das Kontrolltranskript von 130 bp zu erkennen. Zusétzlich zu
dieser Bande tauchte in allen Proben eine weiter Bande bei ca. 160 bp auf, bei der es sich um
das Testtranskript handeln muss. Diese Bande war deutlich schwécher als das
Kontrolltranskript. Diese Bande war in allen Ansdtzen zu erkennen und war in Anwesenheit

von ArcA-P in ihrem Gehalt nicht verdandert.

f‘\,
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“= 160 bp
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Abb. 29: In vitro Transkription des nuo-Promotors. Dargestellt sind die einzelnen Transkripte vom pMT504
(Bahn 1 und 2), des Promotors P1 (Bahn 3 und 4), des Promotors P2 (Bahn 5 und 6), sowie des kompletten
Promotors (Bahn 7, 8 und 9) jeweils ohne (Bahn 3,5 und 7) und mit 1 uM ArcA-P (Bahn 4,6 und 8).

52



Ergebnisse

Auch in dem Konstrukt mit dem kompletten Promotor war nur das Transkript (T2) des
Promotors P2 sichtbar, nicht aber das Transkript (T1) von Promotor P1, fiir das eine Linge
von 338 bp erwartet wird. Dieses Transkript (T1) enthédlt vom Startpunkt T1 bis zum Beginn
des G-freien Testtranskripts zahlreiche G-Basen und kann damit in Anwesenheit von
0-Methyl-GTP nicht synthetisiert werden. Dies erkldrt das Fehlen dieses Transkriptes. Die
Starke der Promotoren ist allerdings gemessen an der Menge der gebildeten Transkripte sehr
gering verglichen mit der Menge an Kontrollpromotor, so dass nicht auszuschlieBen ist, dass

notwendige Regulatoren fiir eine optimale Transkription fehlten.

4.5 Glucoserepression von nuo

Frithere Versuche haben gezeigt, dass die Expression der nuoA-N Gene bei Zucht auf Glucose
reprimiert wird (Bongaerts et al., 1995). Fiir die Steuerung der Glucoseaufnahme und
Vewertung in E. coli sind verschiedene Regulatoren bekannt. Neben cAMP/CRP und Cra
(catabolit-repressor-aktivator-protein) sind dies Mlc und NagC. Letztere beiden Proteine sind
erst seit kurzem als Regulatoren des Zuckerstoffwechsels von E. coli (Kiamata et al., 1998;
Plumbridge, 2001) bekannt. Im intergenischen Bereich vor den NADH-Dehydrogenase I-
Genen befinden sich zwei palindromische Sequenzen (Abb. 30), die groBe Ahnlichkeit zu den
Erkennungssequenzen der Genregulatoren Mlc und NagC aufweisen (Abb. 6). Um eine
Beteiligung von Mlc oder NagC an der Glucoserepression zu untersuchen, wurden nuoA -
‘lacZ Reportergenfusionen verwendet. In den Reportergenstamm wurde das mlc- bzw. das
nagC-Gen durch P1-Transduktion gegen eine inaktive Form des entsprechenden Gens
ausgetauscht. Dabei waren beiden Gene jeweils durch Insertion einer Resistenzkassette

markiert und inaktiviert worden.

Palindrom

< >
TAATGGTGTTGATATTATGTAAACTAATGTGAAGAAACTTTTGTTAAAGTTGACAAAAGGTTATAGAAAGGAGTAAAAAACCAC
ATTACCACAACTATAATACATTTGATTACACTTCTTTGAAAACAATTTCAACTGTTTTCCAATATCTTTCCTCATTTTTTGGTG

\

3 s I — | o’ >

CAATGATGTTAAAAAATACGTAAATTTGTTGCTGCGTTTTTGTTATGGAATGACAAAAGCGTGTCACAGATC
GTTACTACAATTTTTTATGCATTTAAACAACGAesCAAAAACAATACCTTACTGTTTTCQQACAGTGTCTAG

Palindrom

Abb. 30: Palindrome innerhalb der beiden ArcA-Bindestellen arc! und arc2. Gezeigt ist der intergenische
Bereich von nuo mit den beiden ArcA-Bindestellen (rot) und den beiden Palindrome (blaue Pfeile)
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In Anwesenheit von Glucose war die Expression der nuoA’-’lacZ-Fusion, wegen der
Glucoserepression, gegeniiber dem Wachstum mit Glycerin um Faktor 2,4 reprimiert (Tab. 8).
Sowohl in der mlc- als auch in der nagC-Mutante war keine Authebung der
Glucoserepression zu beobachten. Die Werte waren vergleichbar mit denen des Wildtyps.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass weder das Mlc, noch das NagC-Protein fiir die
Glucoserepression von nuo verantwortlich sind.

Die CRP/cAMP abhingige Glucoseregulation wird durch die intrazelluliren cAMP-Gehalte
reguliert (Kimata et al., 1998; Plumbridge, 1999). Bei fehlendem Angebot an Glucose steigt
der intrazelluldre cAMP-Spiegel. Zusammen mit dem CRP (¢cAMP receptor protein) aktiviert
cAMP die Transkription der Gene, deren Genprodukte am Abbau alternativer C-Quellen
beteiligt sind. Niedrige intrazellulire cAMP-Gehalte konnen durch Zusatz hoher
Konzentrationen extrazelluliren cAMPs kompensiert werden (Kimata et al., 1998;
Plumbridge, 1999). Zugabe von externem cAMP (5SmM) zum Medium bei aerober Zucht mit
Glucose fiihrte zu einer minimalen Expressionssteigerung (Faktor 1,3) von nuod’-’lacZ im
Wildtyp. Auch in der Mlc-Mutante konnte diese Steigerung der Expression bei Zugabe von
cAMP beobachtet werden. Wachstum des Wildtyps und der Mlc-Mutante in Gegenwart von
Glycerin und cAMP fiihrte zu keiner verdnderten Expression gegeniiber der Zucht mit

Glycerin alleine (Tab. 8).

Tab. 8: Einfluss von Mutationen in mlc, nagC und cya auf die Expression von nuoA’-’lacZ.
Die Zucht erfolgte unter aeroben Bedingungen im M9-Medium mit Glucose oder Glycerin als C-Quelle mit und
ohne Zusatz von externem cAMP (5 mM).

Zucht Expression of nuoA‘-‘lacZ [MU]

IMW33 IMW378 IMWA407 IMW62

(Wt) (mlc) (nagC-) (4cya)

Glucose + O, 86 82 73 95
Glycerin + 0, 206 193 203 202
Glucose + O,
+ cAMP 110 118 nd 107
Glycerin + 02 196 193 nd 208
+cAMP
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Die mogliche Beteiligung von CRP an der Glucoserepression wurde auflerdem anhand von
nuoA’-’lacZ Reportergenfusionen untersucht. Hierzu wurden Mutanten verwendet, denen das
cya-Gen deletiert wurde, welches fiir die Adenylatcyclase kodiert. Ohne dieses Enzym sind
die Zellen nicht mehr in der Lage, cAMP als Hungersignal zu bilden. Wenn die Expression
von nuo durch cAMP/CRP reguliert ist, so sollte dessen Expression bei Zucht mit Glycerin in
solch einer Mutante den gleichen Wert haben wie der Wildtyp mit Glucose. Externe Zugabe
von cAMP sollte die Expression wieder erh6hen.

Die Zucht der cya-Mutante mit Glycerin und Glucose fiihrte zu keiner verdnderten Expression
gegeniiber dem Wildtyp. Auch bei externer cAMP Zugabe verhielt sich die Mutante mit
Glucose und Glycerin wie der Wildtyp (Tab. 8).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Glucoserepression von nuo weder durch CRP noch durch
Mlc oder NagC vermittelt wird. Die minimale Erh6hung der Expression mit externem cAMP

ist vermutlich auf einen indirekten Effekt zuriickzufiihren.

4.6 NarL abhiingige Transkriptionskontrolle von nuo

4.6.1 Isolierung von NarLL

Frithere Untersuchungen hatten gezeigt, dass die Expression des nuo-Operons in der
anaeroben Nitratrespiration durch das Zweikomponentensystem NarX/L aktiviert wird
(Bongaerts et al., 1995). Aus Genfusionsstudien war bekannt, dass bei einer teilweisen
Deletion des nuo-Promotors oberhalb der Position -277 die NarL abhingige Aktivierung
ausfiel und bei weiterer Deletion keine Nitratinduktion mehr auftrat (Bongaerts et al., 1995).
Aus diesem Grund war anzunehmen, dass der Nitratregulator NarL. unmittelbar stromab von
Position -277 mit der nuo-Promotor-DNA interagiert. Um die Bindestelle des NarL-Proteins
am intergenischen Bereich vor nuoAd zu lokalisieren, wurden Gelretardations- und DNasel
Footprint-Versuche mit dem NarL-Protein durchgefiihrt.

Zur Uberproduktion von NarL wurde das Expressionsplasmid pMW 150 konstruiert, {iber das
das NarL-Proteins als Fusionsprotein mit einem N-terminalen Hisg-Anhang, gebildet wird.
Nach Induktion wurde ein Protein mit einer molekularen Masse von 24 kDa iiberproduziert,
das der erwarteten GroBe von NarL entsprach (Abb. 31). Nach Zellaufschluss und
Zentrifugation befand sich das Protein im Idslichen Uberstand des Zellhomogenats. Das
Protein wurde durch Affinititschromatographie an einer Ni**-Chelat-Sdule gereinigt. Das
{iberproduzierte Protein band an die Ni**-Chelat-Siule und wurde mit Imidazol spezifisch von
der Sdule eluiert. Im SDS-Gel des gereinigten Proteins waren neben dem NarL-Protein nur

geringe Verunreinigungen durch andere Proteine zu sehen (Abb. 31).

55



Ergebnisse

kDa
60 —» ’
-
:r?——-——-
30 T T e — pa—
14 —> W

Abb. 31: Uberproduktion und Reinigung von NarL aus E. coli BL21DE3 (pMW150). Die Proteine wurden
durch SDS PAGE getrennt und mit Coomassie-Blau gefirbt.
Spur  1: Standard, Gemisch aus BSA (M, 60 000), Carboanhydrase, (M; 30 000) und Lysozym, (M; 14 500)

2: 10 pg Protein

3: 20 pg Protein nach 2h Induktion mit IPTG

4: Zellhomogenat, 30 pg Protein

5: Losliche Fraktion, 20pg Protein

6:, Eluat (500mM Imidazol) nach Ni-NTA-Agarose —Séule

7: isoliertes NarL-Fusionsprotein, 15 pg Protein

Die Phosphorylierung von Hisg-NarL sollte durch Inkubation des Proteins mit Acetyl-P
erreicht werden. Die Phosphorylierung von Hisg-NarL und NarL wurde mittels isoelektrischer
Fokussierung (IEF) iiberpriift (Abb. 32). Dazu wurde gereinigtes Hisg-NarLL und NarlL mit
Acetyl-P fiir 1 h bei RT inkubiert und anschlieBend mit isoelektrischer Fokussierung getrennt.
In einem horizontalen IEF Gel lauft die Bande von Hisg-NarL bei einem isoelekrischen Punkt
(pI) von ungeféhr 6.3. Die Bande von Hisg-NarL-P hat einen verdnderten pI-Wert von 6,2. Fiir
NarL bzw. NarL-P (nach Abspaltung des His-Anhangs) ergeben sich gleiche Verhiltnisse, nur
mit dem Unterschied, dass NarL einen pI-Wert von ca. 5,66 hat. Mit der in vitro
Phosphorylierung konnten 30-40 % des inkubierten Hisq-NarL phosphoryliert werden (Abb.
32). Um ein Anhang-freies Protein zu erhalten erfolgte die Abspaltung des Hiss-Anhangs mit
Thrombin. Die Ausbeuten schwankten dabei zwischen 50-100 %.

®®
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Abb. 32: Isoliertes, unphosphoryliertes und phosphoryliertes NarL. und His¢-NarL. Auftrennung in
horizontaler IEF und Anfirbung mit SERVA Violett 17. Aufgetragen sind je 0,1 pg Protein/Bahn: NarL-P
(Spur 1), NarL (Spur 2), His¢-NarL-P (Spur 3) und His¢-NarL (Spur 4).
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4.6.2 Spezifische Bindung von NarL an den nuo-Promotor

Die genaue Lage der Bindestelle von NarLL war bisher nicht bekannt. Zur Untersuchung der
spezifischen Bindung von NarL an den nuo-Promotor und der Lage der Bindestelle wurden
NarL und Hise-NarL flir Gelretardations- und DNasel Footprint Versuche eingesetzt. In
zahlreichen Versuchen konnte weder von His¢-NarL-P noch von NarL-P in
Gelretardationsexperimenten eine Bindung an den radioaktiv markierten nuo-Promotor
(P1+P2) festgestellt werden.

Zum Test, ob die Bindung des NarL-P einen Schutz gegeniiber DNasel-Verdau verursacht,
wurden DNasel Footprintversuche mit NarL-P durchgefiihrt. Dazu wurde der radioaktiv
markierte nuo-Promotor (Abb. 15b) mit steigenden Konzentrationen an phosphoryliertem
Hisg-NarL inkubiert und mit DNasel behandelt (Abb. 33). Im Bereich von -283 bis -318
wurde ein schwacher Schutz vor DNasel-Verdau durch Hisg-NarL-P beobachtet. Innerhalb
der Bindestelle von NarL liegt eine NarL-Konsensussequenz. Sie besteht aus dem Heptamer
T-A-C-C/T-C/T-A/C-T. Diese Sequenz von nuo stimmt in 5 von 7 Basen mit der
Konsensussequenz iiberein und befindet sich bei Position -263 auf dem codierenden Strang

und tiberlappt mit dem 3’ Bereich der arc/ Bindestelle.

A C G T 0 04 1 2 His6—NarL—P
[uM]

- 283

-318

Abb. 33: DNasel Footprint der NarL Bindung an den intergenischen Bereich vor nuoA. Die am
codierenden Strang markierte nuo-Promotor-DNA (560 bp) (P1+P2) wurde mit steigenden Konzentrationen an
NarL-P inkubiert und mit DNasel verdaut. Die geschiitzte Region ist durch schwarze Balken gekennzeichnet.
Die Nummerierung wurde nach Weidner et al. (1993) vorgenommen. Als Standard (A, C, G und T) wurde ein
nach Sanger et al., 1977 sequenziertes Fragments benutzt.
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Die Region stimmt mit dem Bereich iiberein, der aus fritheren Promotordeletionsstudien
vorgeschlagen wurde (Bongaerts et al., 1995).

Eine Bindung von NarL-P an weitere DNA-Abschnitte wurde nicht gefunden, obwohl im
Bereich des intergenischen Bereichs vor nuoA weitere potentielle Konsensussequenzen fiir

NarL vorhanden sind.

4.6.3 Expressionskontrolle des nuo-Promotors durch Nitrat

Friihere Studien hatten gezeigt, dass NarL unter anaeroben Bedingungen in Anwesenheit von
NOs die Expression von nuoA-N aktiviert (Bongaerts et al., 1995). Die eng benachbarte Lage
der Bindestellen von ArcA und NarL bei -277 und -263, sowie die Vermutung, dass sich bei
Zucht auf Nitrat in einer chromosomalen arcA-Mutante der Nitrat-Effekt und die anaerobe
Derepression addieren (Bongaerts, 1996), fithrten zu der Frage, ob es eine Wechselwirkung
zwischen NarL und ArcA gibt.

Zur Untersuchung der Expressionskontrolle durch Nitrat wurden die translationellen
Reportergenfusionen nuoA'-'lacZ verwendet. Neben der bereits vorhandenen arcA Mutante
wurde mit Hilfe des A Phagen eine narL und eine arcA narL Doppelmutante konstruiert. Auch
der Einfluss der Promotormutationen auf die von NarL vermittelte Aktivierung sollte
untersucht werden. Die beiden ArcA-Bindestellen waren in verschiedenen Kombinationen
mutiert. Die B-Galaktosidaseaktivitdt wurde unter anaeroben Bedingungen mit Glucose und
Nitrat gemessen (Tab. 9).

Nitrat verursachte bei Wachstum auf Glucose eine Erhohung der Expression von nuoA'-'lacZ
um den Faktor 1,6 gegeniiber Glucose (Tab. 9). In einer narL Mutante war die Expression um
Faktor 1,3 niedriger als im Wildtyp. Im arcA-negativen Hintergrund erfolgte eine
Derepression um Faktor 1,6 gegeniiber dem Wildtyp. In der narL arcA-Doppelmutante war
die Expression um Faktor 2,1 hoher als im Wildtyp. Mutationen in arcl/ab und/oder arc2ab
fithrten zu einer Derepression (Faktor 1,3 bzw. 1,7) der Expression von nuoA'-'lacZ. In diesen
Promotormutanten hatte die Inaktivierung von narL keine Einfluss mehr auf die Hohe der
Expression von nuo. In der arcA-Mutante lagen die Werte deutlich hoher als im Wildtyp. In
allen Promotormutanten waren die Expressionswerte der narL arcA-Doppelmutanten in
dhnlicher Weise erhoht wie der Wildtyp-Promotor in der Doppelmutante.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei anaerober Zucht auf Glucose mit Nitrat
Mutationen in arclab sowie arc2ab die NarL-abhingige Expression beeinflussen. Folglich
scheinen die beiden Regulatoren NarL und ArcA unter anaeroben Bedingungen mit Glucose

und Nitrat gemeinsam die Expression der NADH Dehydrogenase 1 zu vermitteln. Es ist aber
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nicht klar, ob hierfiir eine Interaktion der beiden Regulatoren oder die rdumliche Néhe der

ArcA- (arcl) und NarL-Bindestelle auf der DNA verantwortlich ist.

Tab. 9: Einfluss von narL und arcA auf die Expression von nuoA'-'lacZ bei anaerober Zucht mit Nitrat
Die Zucht erfolgte anaerob in M9-Medium mit Glucose plus Nitrat.

Stamme (Genotyp) B-Galaktosidaseaktivitit [MU]

wt! arcl abz acmab3 arcl abacmab4
Wt 122 164 203 182
narL 96 162 211 211
arcA 201 243 234 257
arcA’, narl’ 261 252 258 257

"nuoA - lacZ AIMW33, IMW36, IMW35, IMW311)

2 (arcl + arc2) nuoA - ‘lacZ (IMW286, IMW296, IMW287, IMW300)

3 (arcl + arc2 ) nuoA - ‘lacZ (IMW303, IMW312, IMW304, IMW301)
Y (arcl g + arc2 ) nuod - ‘lacZ IMW307, IMW312, IMW308, IMW302)

Letztlich wurde die NarL-abhédngige Aktivierung der Expression von nuoA'-"lacZ wahrend der
Wachstumsphase im Wildtyp und in einer narL-Mutante getestet (Abb. 34). Zum Vergleich
wurde die Expression von (arci tarc?) nuoA'-"lacZ im Wildtyp und in der narL-Mutante
untersucht, da durch diese Mutationen die Aktivierung von nuo durch NarL aufgehoben wird.
Beim Wachstum von nuoA'-'lacZ waren zwei Maxima der Expression zu erkennen (Abb.
34a) (Bongaerts et al., 1995; Wackwitz et al., 1998). Ab einer ODs7s,m von 0,6 war eine
Aktivierung durch NarL in den Wachstumskurven der narL-Mutante gegeniiber dem Wildtyp
zu erkennen. Der groBte Unterschied zwischen den beiden Wachstumskurven war jeweils
nach den beiden Maxima zu erkennen. Im Gegensatz dazu zeigt das Wachstum von (arclab +
arc2wt) nuoAB"-"lacZ im Wildtyp und der narL-Mutante keine signifikanten Unterschiede.
Zusammenfassend kann man sagen, dass es eine NarL abhingige Aktivierung der Expression
von nuo gibt, die wihrend der gesamten Wachstumsphase bestehen bleibt. Mutation der

ersten ArcA-Bindestelle (arclab) fiihrt zum fast vollstdndigen Verlust dieser Aktivierung.
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Abb. 34: Wachtstumsphasen in Abhiingigkeit der Expression von nuoA'-'lacZ (a) und (arclab + arc2w),
nuoAB'-'lacZ (b) wihrend der Nitratatmung. Gezeigt sind Wildtyp (IMW33 bzw. IMW286, Dreiecke) und
narL Mutante (IMW36 bzw. IMW296, Kreise). Geschlossene Symbole zeigen das Wachstum an, offene die
Expression. Die Zucht erfolgt anaerob in M9-Medium mit Glucose als C-Quelle und Nitrat.
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5. Diskussion

5.1 Architektur des regulatorischen Bereichs vor nuo

Die Expression der Gene der NADH-Dehydrogenase 1 (nuoA-N) erfolgt von zwei
Promotoren, P1 und P2 (Abb. 35). Viele bakterielle Gene besitzen mehrere Promotoren
(Nasser et al., 2002; Opel et al., 2001) und werden von diesen exprimiert. Ein Teil der 6.
regulierten Gene besitzt neben mehreren Promotoren verschiedene Regulatoren (Collado-
Vides et al., 1991). Die Notwendigkeit eines regulatorischen Bereichs mit mehreren
Promotoren ist nicht immer klar. So wird die Expression von cydAB durch 5 Promotoren
(Govantes et al., 2000a; Govantes et al., 2000b), focA-pfl durch 7 Promotoren (Drapal und
Sawers, 1995), dadA durch 3 Promotoren und rrnB durch 2 Promotoren (Zhang und Bremer,
1996) reguliert.

Sind mehrere Promotoren vorhanden, so konnen diese auf unterschiedlichem Weg
miteinander wechselwirken. Dabei spielt die raumliche Lage der Promotoren zueinander eine
wichtige Rolle. Liegen die Promotoren entgegengesetzt und iiberlappen sich dabei, konnen sie
sich gegenseitig storen (Aiba, 1983; Hanamura und Aiba, 1991). Liegen zwei oder mehrere
Promotoren in gleicher Richtung, so spricht man von Tandempromotoren. Auch hierbei ist
eine gegenseitige physische Hemmung denkbar. So kann die starke Aktivitit des
stromaufwérts liegenden Promotors die Initiation des zweiten schwicheren Promotors
verhindern und ihn damit blockieren. Man spricht hierbei von sterischer Behinderung der
Promotoren (Adhya und Gottesman, 1982; Zhang und Bremer, 1996; Goodrich und McClure,
1991, Nasser et al., 2002). Neben der physischen Hemmung der Promotoren kann die
Regulation auch iiber eine spezifische Protein-Protein-Wechselwirkung erfolgen.

Die Promotoren der NADH-Dehydrogenase I sind in einem Tandempromotor angeordnet. Die
entsprechenden Transkriptionsstartpunkte befinden sich an Position -172/-173 (P1) und
Position +6 (P2). In Expressionsmessungen der /lacZ-Fusionen sind die getrennten
Promotoren P1 und P2 beide aktiv. Allerdings ist ihre Expressionsstirke in vivo sehr
unterschiedlich. Promotor P1 zeigt unter aecroben Bedingungen eine starke Expression, die
unter anaeroben Bedingungen noch weiter gesteigert wird. Dagegen erfolgt von Promotor P2
unter allen Bedingungen eine sehr schwache Expression. Knaus und Bujard entwickelten
1988 eine Formel fiir die Messung der Expressionsstirke. In der vorliegenden Arbeit wurde
allerdings eine andere Mefmethode angewendet, daher wird die Expression als relative Stéirke
bezeichnet.

Die Expressionsstirke des Gesamtpromotors von nuo (P1+P2) ist niedriger als die Summe

beider Promotoren und sogar kleiner als die Expression von P1 alleine. Somit kann
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ausgeschlossen werden, dass die Expressionsstirke beider Promotoren additiv ist. Eine
mogliche Ursache liegt im Aufbau der Fusionen. Wéhrend bei P1+P2-/acZ und P2-lacZ der
Anteil des fusionierten Proteins identisch ist, liegt bei P1-/acZ eine um 15 bp kiirzere Fusion
vor. Bei der Transkription beider Promotoren muss eine gegenseitige Beeinflussung {iber eine
sterische Hemmung oder eine spezifische Regulation erfolgen.

Fiir die spezifische Regulation von Promotoren sind héufig verschiedene Strukturelemente
und Regulatoren notwendig (Tsung et al., 1990). In E. coli sind 314 regulatorische DNA-
Bindeproteine bekannt. Davon sind 35 % Aktivatoren, 43 % Repressoren und 22 % der
Bindeproteine konnen sowohl als Aktivator, als auch als Repressor fungieren (Perez-Rueda et
al., 2000). Von den 20 bei Prokaryoten bekannten Klassen von Helix-Turn-Helix
Bindeproteinen sind alle Familien in E. coli vertreten. Die Wirkungsweise eines Promotors ist
von dessen regulatorischem Bereich abhingig.

Im intergenischen Bereich vor dem nuo-Operon befinden sich mehrere Bindestellen fiir
Regulatoren. Promotoren mit mehr als einem Kontrollelement sind sehr kompliziert, da die
vorhandenen Bindestellen iiberlappen konnen (Collado et al., 1991). Fiir den anaeroben
Regulator ArcA befinden sich zwei Bindestellen (arc/ und arc2), stromauf der beiden
Promotoren P1 und P2 (Abb. 35). Innerhalb der ersten ArcA-Bindestelle arc/ befindet sich
eine weitere Regulatorbindestelle flir das Fis-Protein, die Bindestelle fis3. Neben der fis3-
Bindestelle befinden sich stromauf noch zwei weitere Fis-Bindestellen fis/ und fis2. In der
arc2-Bindestelle ist eine Bindestelle fiir IHF lokalisiert, i4f. Neben diesen bereits bekannten
Bindestellen ist in dieser Arbeit eine Bindestelle des Nitratregulators NarL, direkt stromab der

Bindestelle arc! identifiziert worden

Palindrom
e —-

nuoA‘ >

fis1 fis2 fis3 arc1 narL

O,

Abb. 35: Aufbau der regulatorischen Region vor nuoA. Gezeigt sind der expressionsstarke Promotor P1 und
der schwache Promotor P2, die Bindestellen mit ihren Regulatoren ArcA (rot), IHF (gelb), NarL (blau) und Fis
(griin), sowie die Lage der beiden Palindrome und moglichen Dam-Methylierungsstellen.
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AuBer den Regulatorbindestellen befinden sich im intergenischen Bereich von nuo weitere
Kontrollelemente. Dabei handelt es sich um zwei Palindrome, die jeweils im Bereich der
ArcA-Bindestellen lokalisiert sind. Weitere regulatorische Elemente fiir die Expression der

NADH-Dehydrogenase I sind bisher nicht bekannt.

5.2 Aufbau der ArcA-Bindestellen

Die anaerobe Repression des nuo-Operons wird durch den Responseregulator ArcA
vermittelt. ArcA gehort neben 15 weiteren Regulatoren (z.B. KdpE, PhoP, TorR, CreB) zur
OmpR-Familie. Typisch fiir Regulatoren dieser Familie ist eine 120 bp groBe N-terminale
Receiverdomédne und eine 120 bp groBe C-terminale DNA-Bindedoméne mit einem Helix-
Turn-Helix Motiv. Uber den Loop zwischen der zweiten und dritten Helix wird ein direkter
Kontakt mit der a-Untereinheit der RNA-Polymerase oder dem o-Faktor ermoglicht (Mizuno
und Tanaka, 1997).

ArcA bindet spezifisch an den intergenischen Bereich vor nuod (Wackwitz, 1999). Die
identifizierten Bindestellen arc/ und arc?2 sind relativ ausgedehnt und haben eine Groflie von
62 bzw. 78 bp. Fiir die Bindung von ArcA sind hdufig grole Bindestellen zu beobachten
(Chao et al., 1997). Die GroB3e der Bindestellen arc/ und arc? ist vergleichbar mit der anderer
ArcA-Bindestellen, wie gltP1 mit 66 bp, cydAB mit 50 bis 75 bp (P1) (Cotter et al., 1997;
Lynch und Lin, 1996), pfl mit 94 bp (Drapal und Sawers, 1995) und sod4 mit 65 bp (Tardat
und Touati, 1993). Die ArcA-Bindestellen vor ¢raY, dem Resistenzplasmid R1 mit 30 bp und
von cydAB (P2) mit 38 bp sind kleiner (Strohmaier et al., 1998; Lynch und Lin, 1996).
Innerhalb der beiden ArcA-Bindestellen arc/ und arc2 in der regulatorischen Region von nuo
befinden sich mehrere ArcA-Konsensussequenzen (A/TGTTAATTAA/T). Jede Bindestelle
enthédlt vier Konsensussequenzen. Durch Mutagenese der einzelnen Konsensussequenzen
sollte herausgefunden werden, welcher Konsensus wichtig fiir die Bindung und somit fiir die
Regulation durch ArcA ist.

Das ArcA-Protein bindet in seiner aktivierten Form ArcA-P an den kompletten Promotor
P1+P2. Dabei sind zwei Komplexe zu beobachten. Bei Trennung der beiden Bindestellen
Plarcl und P2arc2? ist eine unabhidngige Bindung von ArcA-P an arcl und arc? zu
beobachten. In Gelretentionsanalysen der getrennten ArcA-Bindestellen sind wiederum zwei
Komplexe vorhanden. Das Vorkommen mehrerer ArcA-Bindestellen ist nicht untypisch fiir
ArcA regulierte Gene. Das pfI-Operon wird durch vier ArcA-Bindestellen reguliert (Drapal
und Sawers, 1995). In Gelretentionanalysen wurden fiir pfl drei verschiedene Komplexe

identifiziert. Bei glc sind 2 ArcA Bindestellen an der Regulation beteiligt (Pellicier et al.,
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1999a) und im regulatorischen Bereich des sdh-Operons sind 4 unabhingige Bindestellen mit
unterschiedlicher Affinitat fiir ArcA lokalisiert (Shen et al., 1997).

Das kleine Protein ArcA (27 kDA) bindet an einen relativ groen Bereich. Um die gesamte
Bindestelle vor DNasel-Verdau schiitzen zu konnen, muss es zu einer Oligomerisierung des
Proteins kommen. Die Multimerisierung von ArcA ist bereits beschrieben (Drapal und
Sawers, 1995a, Jeon et al., 2001). Durch Erhéhung der ArcA-Konzentration kommt es im
Bereich der Bindestelle arcl zu einer minimalen Ausweitung des geschiitzten Bereichs. Eine
Ausweitung der geschiitzen Bereiche wie bei pfl (von 94 auf 141 bp) (Drapal und Sawers,
1995), sdhCDAB (von 105 auf 230 bp) (Lynch und Lin, 1996) oder ald4 (Pellicer et al.,
1999Db) ist fiir die ArcA-Bindestellen von nuo nicht zu beobachten.

Das Auftreten der beiden Retentionskomplexe mit dem kompletten Promotorbereich
PlarcI+P2arc2 konnte sich auf sequenzielle Bindung von ArcA an beide Bindestellen
zuriickfiihren lassen. ArcA-P bindet mit hoherer Affinitdt an eine Bindestelle und bei héheren
ArcA-P-Konzentrationen an die andere Bindestelle. Denkbar wire auch, dass ArcA-P zuerst
als Dimer oder Tetramer beide Bindestellen gleichzeitig besetzt (Komplex I). Anschlieend
bildet sich durch Multimerisierung von ArcA-P ein Protein-DNA-Komplex mit noch stdrker
verminderter Mobilitit (Komplex II).

In dieser Arbeit wurde die unabhéngige Bindung von ArcA-P an beide Bindestellen in vitro
durch die Trennung der Bindestellen gezeigt. Damit ist unwahrscheinlich, dass die Bindung
einer der Bindestellen fiir die Bindung der zweiten notwendig ist. Auch bei den getrennten
Bindestellen lassen sich wieder zwei Retentionskomplexe identifizieren. Dafiir kann es zwei
Moglichkeiten  geben.  Innerhalb  einer  Bindestelle befinden sich  mehrere
Erkennungssequenzen oder bei zunehmender ArcA-P-Konzentration erfolgt eine
Oligomerisierung, die zu einem weiteren Komplex fiihrt. ArcA-P bindet mit unterschiedlicher
Affinitét an die beiden Bindestellen Plarc/ und P2arc2. Wihrend fiir die Bindestelle Plarcl
Komplex I bei ArcA-P Konzentrationen < 0,5 erreicht wird, ist flir die Bildung von Komplex
I bei P2arc2 ein Kp-Wert von 0,75 uM ArcA-P notwendig. Die ArcA-P-Konzentration fiir die
Bildung von Komplex I fiir P1+P2 liegt zwischen denen der beiden Bindestellen.
Unterschiede gibt es auch bei der Affinitdt fiir Komplexes II. Bei 1 uM ArcA-P ist die
Bindestelle Plarc! bereits vollstindig besetzt. Dagegen sind fiir die Bildung von Komplex II
bei P2arc2 und Plarcil+P2arc2 hohere Konzentrationen an ArcA-P notwendig. Somit wird
die Bindestelle arcl mit hoherer Affinitit als die Bindestelle arc2 gebunden. Vergleicht man
diese Werte mit anderen ArcA regulierten Promotorregionen der Gene IctPRD, sdhCDAB,
gltA, aldA, cydAB und icd (Lynch und Lin, 1996, Pellicer et al., 1999; Cotter et al., 1997,
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Shen und Gunsalus, 1997), so ist der Kp-Wert der Bindestelle Plarc/dem anderer Gene
dhnlich. Der Kp-Wert fiir P2arc?2 ist allerdings relativ hoch. Die Kp-Werte der anderen Gene
liegen zwischen 0,05 (pfl) und 0,75 uM (sdhCDAB)ArcA-P. Fiir die ArcA-Bindestellen des
sdhCDAB-Operons ist bereits die Bindung der verschiedenen Bindestellen mit
unterschiedlicher Affinitdt bekannt (Shen und Gunsalus, 1997)

Ein mdogliches Modell der Wechselwirkung der Bindestellen Plarcl und P2arc2 ist die
unabhingige Bindung von ArcA-P an beide Bindestellen und anschlieBend eine
Zusammenlagerung der Bindestellen durch direkten Protein-Protein Kontakt. Diese Annahme
wurde aber durch Gelretardationsversuche ausgeschlossen. Bei Bindestudien mit beiden
getrennten Bindestellen in einem Ansatz war lediglich die Bindung an die getrennten

Bindestellen (Abb. 36, Fall I) und keine gemeinsame Bande (Abb. 36, Fall II) zu erkennen.

@ 1
are @ — D
arc2
+ArcA-P
I ArcA-P IT)
(3) D & (4]
arcl ArcA-P
ArcA-P

ArcA-P

o ‘ govt
[5) © arcl

arc2

Abb. 36: Theorie zur Wechselwirkung der beiden besetzten Bindetellen arcl und arc2 Gezeigt sind die
beiden Fragmente mit den Bindestellen arcl und arc2 (rot). Blaue Punkte zeigen die Markierung im Gelshift.

Eine weitere Moglichkeit, wie beide Bindestellen gemeinsam durch ArcA reguliert werden
konnen, ist eine Biegung der DNA. Das Auftreten von hypersensitiven Banden beim Schutz
von ArcA-P (nichtcodierter Strang) gegeniiber DNasel Verdau (Wackwitz, 1999) spricht
dafiir, dass die DNA bei Bindung von ArcA gebogen wird. Ahnlich wie bei narGHIJ (Zhang
und DeMoss, 1996)) oder bei pfl (Sawers, 1993) konnte eine Biegung der DNA zur Folge
haben, dass die beiden besetzten Bindestellen in rdumliche Ndhe zueinander oder zur RNA-
Polymerase kommen und eine Protein-Protein-Wechselwirkung stattfindet. Die Biegung der
DNA durch ArcA bei ArcA-regulierten Genen, ist bereits beobachtet worden. So verursacht

die Bindung von ArcA an den Promotor der Cytochrom-d-oxidase (cydAB), Isocitratlyase
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(icd) und anderer Enzyme des Citratzyklus (Citratsynthase glt4, Succinat-Dehydrogenase,
sdhCDAB) (Cotter et al., 1997; Chao et al., 1997; Lynch und Lin, 1996) eine Anderung der
Topologie der DNA.

5.3 Der ArcA-Konsensus

Fiir ArcA wurde von Lynch und Lin (1996) ein ArcA-DNA-Konsensus als Erkennungs-
sequenz vorgeschlagen (A/TGTTAATTAA/T). Der ArcA-Konsensus wurde durch
Sequenzvergleiche verschiedener ArcA-Bindestellen innerhalb der geschiitzten Bereiche
abgeleitet. Bereits Shen und Gunsalus stellten 1997 die Giiltigkeit des Konsensus in Frage, da
im regulatorischen Bereich des sdhCDAB-Promotors zwar eine Bindung durch ArcA
beobachtet werden konnte, aber keine Konsensussequenz zu finden war. Um die Richtigkeit
der ArcA-Konsensusequenzen vor aldA zu testen wurden die Konsensussequenzen in dem
konservierten GTT Motiv mutiert (Pellicer et al., 1999b). Die Mutationen hatten eine
drastische Verminderung der Affinitit von ArcA-P zum aldA-Promotor zur Folge und
unterstiitzen somit die Bedeutung des GTT-Motivs. Innerhalb der beiden Bindestellen arcl
und arc2 befinden sich je 4 solcher Konsensussequenzen (Abb. 37). Diese Sequenzen sind in
den essentiellen Basen an Position 2, 3 und 4 konserviert und besitzen iiber den gesamten
Bereich mehr als 70 % Ahnlichkeit zu dem Konsensus. In der Bindestelle arc/ sind alle 4
Konsensusequenzen auf dem codierenden Strang lokalisiert. In Bindestelle arc2 befinden sich
zweil Konsensusequenzen auf dem codierenden und zwei auf dem nichtcodierenden Strang.
Durch Mutagenese der 8 Konsensussequenzen sollte die Bindung und Regulation von nuo
durch ArcA besser untersucht werden. In Gelretentionsanalysen fiihren nur Mutationen in den
Konsensussequenzen arcla und arclb zu einer verminderten Affinitdt von ArcA zur
Bindestelle Plarcl (Tab. 10). Alle weiteren Mutationen in arclc und arcld sowie in
arc2abcd haben keinen Effekt auf die Bindung von ArcA in vitro.

Sowohl im komplett mutierten Promotor PlarclpeqtP2arc2,pq4, als auch in den getrennten
mutierten Bindestellen sind wiederum zwei Komplexe zu erkennen. Zum Erreichen der
beiden Komplexe sind jedoch unterschiedliche Affinititen gegeniiber dem Wildtyp
notwendig. Liegt die erste Bindestelle in arc/ab mutiert vor, so ist fiir Komplex I und II eine
2 bis 2,5 fach hohere Konzentration an ArcA-P notwendig. Bei Mutagenese der zweiten
Bindestelle ist lediglich die Dissoziationskonstante fiir Komplex II mit 2,5 uM ArcA-P
erhoht. Im Gegensatz dazu fithren bei ald4 alle eingefiihrten Mutationen zu einer

Verminderung der Affinitit von ArcA an den Promotor.
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1; Konsensus
CAATGAT arcla
G
CGTTTTT arclb
arcl G
TAAATTT arclc
A
TTGCTG|C arcld
G
TAATGGT arc2a
A
AACTTTT arc2b
arc2 TTT
AACARAASA arc2c rev
A
TGATGT G arc2d rev

Abb. 37: Konsensussequenzen der Bindesstellen arcl und arc2 von nuo. Die Anderungen, die in diesen
Studien durch Mutagenese eingefiihrt wurden sind rot gekennzeichnet und iiber der Wildtypsequenz angegeben.
Die Konsensussequenzen arc2c und arc2d liegen auf dem nichtcodierenden Strang (rev).

Durch Mutation der Konsensussequenzen von arcl ist im Footprint der Schutz des gleichen
Bereiches, wie in der nichtmutierten Bindestelle zu beobachten. Lediglich im Bereich der
Mutation arcla und arclbcd ldsst sich ein verdndertes Bindungsmuster erkennen. Dies lésst
darauf schliefen, dass ArcA-P immer noch den gleichen Bereich am nuo-Promotor bindet, die
Bindung innerhalb dieses Bereiches jedoch verdndert ist. Die Position der ArcA-P Bindung
innerhalb der Bindestelle ist verschoben.

Auch die Auswirkung der Mutationen der ArcA-Bindestellen auf die Expression der
entsprechenden Promotoren wurde untersucht. Unter aeroben Bedingungen, bei denen ArcA
nicht aktiv ist, haben nur Mutationen der zweiten Bindestelle arc2? einen Effekt auf die
Expression von nuo (Tab. 10). Es kommt zu einer Derepression. Dieser Effekt ist nicht ArcA
abhingig. Die Mutation von arc? im isolierten Promotor P2 fiihrt mit zunehmender
Mutationszahl zu einer Verdopplung der Expression unter aeroben und anaeroben
Bedingungen. Durch diese Mutationen werden die vier vorhanden Konsensussequenzen

(arc2abcd) von ArcA und gleichzeitig wird durch Mutation von arc2bc die
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Konsensussequenz von IHF mutiert. Da sich die Verdopplung der Expression sowohl in
Wildtyp, arcA- und ihf-Mutante zeigt, wird dieser Effekt nicht durch die Inaktivierung der
Bindestellen von ArcA und/oder IHF verursacht. Vielmehr scheint ein weiterer, bisher
unbekannter Regulator oder ein Strukturelement des Promotors durch diese Mutationen
betroffen zu sein.

Unter anaeroben Bedingungen reprimiert ArcA durch Bindung an seine Bindestellen die
Expression von nuo. Nur Mutationen der Bindestelle arc/ haben unter anaeroben
Bedingungen eine dereprimierenden Effekt auf die Expression. Bereits Mutationen in arclab
verursachen diese Derepression. Die weiteren Mutationen in arc/cd haben keinen Effekt.
Wihrend im isolierten Promotor P1 die Mutation der Bindestelle arclab bereits zu einer
volligen Derepression des minimalen ArcA-Effektes ausreicht, wird im gesamten Promotor
die Repression um Faktor 2 aufgehoben. Diese Ergebnisse werden durch Bindestudien
bestitigt.

Neben diesen Operonfusionen wurde auch der Einfluss der Promotor-Mutationen in
Proteinfusionen getestet. Wie zu erwarten hatten die Promotormutationen einen dhnlichen
Effekt wie bei den transkriptionellen Fusionen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass nur Mutationen in arclab die ArcA-abhingige
Expression von nuo beeinflussen. Alle weiteren Mutationen des Promotors verursachen eine
Derepression, die aber nicht liber ArcA vermittelt wird. Der Einfluss eines weiteren
Regulators oder eines cis-Elementes in diesem Bereich muss fiir diesen Effekt in Betracht
gezogen werden. Um mehr {iber die Bindung von ArcA an verschiedene Promotorbereiche
von nuo zu lernen, soll in Zukunft die Bindung von ArcA an die verschiedenen
Bindungsstellen durch ,,Atomic Force“-Mikroskopie (AFM) untersucht werden.

Anhand der Mutagenesestudien kann man feststellen, dass die fiir ArcA postulierte
Konsensussequenz fiir die ArcA-Bindestellen vor nuoA in der einfachen Form, wie sie
verdffentlicht ist (Lynch und Lin, 1996), nicht bestitigt werden kann. Bei Mutagenese der
acht vorhandenen Konsensussequenzen hatten lediglich zwei einen Effekt auf die Regulation
von nuo durch ArcA.

Von McGuire et al (1999) wurde eine neue ArcA-Konsensussequenz vorgeschlagen:

GTTAATTAAATGTTA McGuire ef al., 1999
Alr GTTAATTA'/5 Lynch und Lin, 1996
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In der ArcA-Bindestelle arc2 befindet sich ein Abschnitt, in dem 11 der 15 bp des McGuire
Konsensus konserviert sind. Diese Sequenz wurde bisher nicht durch Mutagenese der
Konsensussequenzen arc2abcd verdndert In der Bindestelle arc/ konnte eine potentielle
Konsensussequenz in 10/15 Basen gefunden werden. Diese liegt im Bereich der arcla
Konsensusequenz und wurde durch Mutagenese bereits betroffen. Mdglicherweise wire es

sinnvoll die Funktion dieser Konsensussequenzen vor nuo zu iiberpriifen.

Tab. 10: Einfluss der Mutationen in den ArcA-Konsensusstellen von nuo auf die Bindung und
Expressionskontrolle von ArcA (Zusammenfassung). Mit + gekennzeichnete Mutationen haben einen
Einfluss, - bedeutet keinen Effekt.

Mutation Bindung von ArcA Derepression von nuo
Effekt Anderung K, Aerob Anaerob ArcA abhingig

arclab 1/2 - ja

arclcd - — — - nein
arc2ab - - - nein
arc2cd - - - nein

5.4 Transkriptionskontrolle der beiden nuo-Promotoren

Die Transkriptionskontrolle des nuo-Operons wird nicht nur durch eine sequenzspezifische
Protein-DNA Wechselwirkung, sondern auch durch eine Wechselwirkung mehrer Proteine,
die in rdumlicher Ndhe zueinander liegen, bewirkt. Vor nuoA iiberlappen die Bindestellen
arcl mit fis3 und die Bindestellen arc2 mit ihf (Abb. 38). Fiir den ersten Promotor wurde
keine Abhénigkeit von IHF und nur eine schwache Abhédngigkeit von ArcA nachgewiesen.
Dieser Promotor besitzt unter aeroben Bedingungen eine starke Expression, die unter
anaeroben Bedingungen noch weiter gesteigert wird. Dagegen handelt es sich bei Promotor
P2 um einen sehr schwachen Promotor, der allerdings unter anaeroben Bedingungen stark
durch ArcA und nur schwach durch IHF reprimiert wird. Eine anaerobe Aktivierung von P2
ist nicht zu erkennen. Somit werden beiden Promotoren unterschiedliche Rollen zugewiesen.
Promotor P1 ist der Hauptpromotor, der fiir die Expressionsstirke verantwortlich ist. Dies
zeigt sich auch an der Expressionssteigerung unter anaeroben Bedingungen, die bei P2 nicht

vorhanden ist. Dagegen scheint Promotor P2 fiir die transkriptionelle Regulation von nuo
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durch die beiden Regulatoren ArcA und IHF verantwortlich zu sein. Die Zusammenfassung
des Aufbaus und der spezifischen Regulation von Promotor P1, P2 und P1+P2 sind in Abb.
38 und Tab. 11 dargestellt.

Eine #hnliche Situation ist fiir die Regulation von cydAB (cytochrome d oxidase) zu
beobachten (Cotter et al., 1997). Die zwei Promotoren von cydAB (Cotter et al., 1997) oder
gltA (Park et al., 1994) liegen 113 bzw. 103 bp voneinander entfernt. Die Regulation des nuo-
Operons erfolgt ebenfalls iiber zwei 6'° regulierte Promotoren die 113 bp auseinander liegen.
Von den beiden Promotoren bei cyd4B wird Promotor 1 von ArcA reguliert. Promotor 2
dagegen zeigt keine Abhingigkeit von Regulatoren. Dieser Promotor ist ebenso wie Promotor
P1 von nuo fir die Expressionstirke verantwortlich. Bei cydAB reguliert zusitzlich FNR die
Expression. Auf die Expression von nuo besitzt FNR dagegen nur einen indirekten Effekt
(Bongaerts et al., 1995), der wahrscheinlich iiber dessen regulatorischen Einfluss auf die
Expression von ArcA vermittelt wird (Compan und Touati, 1994). Im pfI-Operon, das durch 7
Promotoren reguliert wird, sind die beiden Promotoren P6 und P7 fiir die anaerobe Regulation
verantwortlich sind. Der Effekt beider Promotoren von nuo ist ebenso wie bei pfl, nicht
additiv. Promotor P7 vermittelt die Feinabstimmung der ArcA-Regulation des pfI-Operons.

Beide Promotoren sind fiir die anaerobe Regulation des pfI-Operons notwendig

a)
/

Palindrom Pl
e —

Y
. lacZ I >
fis3 arc1 narl HlacZ

\ClD/
b

+1

>
lacZ

Abb. 38: Zusammenfassung des Aufbaus von Promotor P1 (a) und P2 (b).Gezeigt sind die beiden getrennten
Promotoren mit den Bindestelle fiir ArcA (rot), IHF (gelb), NarL (blau) und Fis (griin), sowie die Palindrome
(schwarze Pfeile).
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Tab. 11: Zusammenfassung des Aufbaus und der Expression von Promotor P1, P2 und P1+P2. Die
Repression ist durch== und die Aktivierung durch 4 gezeigt.— == bedeutet starke Repression. Die Beding-
ungen der Regulation sind in Klammern angegeben.

Promotor P1 Promotor P2 Promotor P1+P2
arcl, arc2,
Regulatorbindestellen arcl, narL arc2, ihf narL, ihf,
fisl, fis2, fis3 » s
fisl, fis2, fis3
regulatorische Palindrom in arcl Palindrom in arc2 Palindrom in arcl
Elemente und arc2
Expression:
aerob stark schwach zwischen P1 und P2
anaerob Steigerung keine Steigerung
zu aerob Steigerung Zu aerob
P1 und P2
nicht additiv
Regulation — ArcA (N, === ArcA (N,), — AreA (N2),~IHF (Nz)_,
durch: = IHF (N,) + Fis (log),* NarL (NO;)

Fiir die Regulation des nuo-Operons ist der komplette intergenische Bereich von 650 bp
notwendig. Bisher konnte noch nicht ausgeschlossen werden, dass sich im Bereich beider
Promotoren Strukturelemente befinden, die fiir Expression des jeweils anderen Promotors
bzw. die Gesamtexpression notwendig sind. Der Mechanismus dieser wechselseitigen

Regulation ist bisher nicht bekannt.

5.5 Modell zur Expressionskontrolle des nuoA-N Operons

Im intergenischen Bereich vor nuoAd befinden sich wie bereits beschrieben (vgl. 5.4) viele
Regulatorbindestellen. Stromabwirts von Promotor P1 befinden sich die beiden Bindestellen
arc2 und ihf. Bindet IHF und/oder ArcA an diese Bindestellen, so kann es zu einer Stérung
der Transkription kommen. Wie bei nuo iiberlappt im ompF-Promotor die IHF Bindestelle mit
einem Regulator der OmpR-Familie, mit OmpR (Ramani et al., 1992). Dort blockiert IHF die
Transkription, indem es eine Biegung in die DNA einfiihrt. Ahnlich konnte IHF auch die
Regulation von nuo beeinflussen. Diese physische Regulation von nuo kdnnte wie folgt

aussehen:
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A) Unter aecroben Bedingungen bindet IHF an seine Bindestelle und hemmt mit oder ohne
Biegung die Expression von Promotor PIl, indem IHF die FElongation der
Transkription blockiert (Abb. 39a).

B) Unter anaeroben Bedingungen ist zusdtzlich zur IHF-Bindestelle auch die ArcA-
Bindestelle besetzt. Ebenso wie unter aeroben Bedingungen ist auch hier eine
Blockierung der Elongation der Transkription von P1 moglich, diesmal allerdings

durch ArcA und IHF (Abb. 39b).

a) aerob

RNA polymerase
-

mRNA
Block

b) anaerob

ArcA-P ArcA-P

mRNA

Block

Abb. 39: Physische Hemmung der Transkription von Promotor P1 unter aeroben (a) und anaeroben (b)
Bedingungen durch stromab-sitzende Regulatoren. Gezeigt sind die ArcA-Bindestellen (rot), IHF-Bindestelle
(gelb) und die beiden Promotoren P1 und P2. Eingezeichnet ist das Transkript (relative Stirke aerob und
anaerob) von P1 (mRNA) und die Blockierung der Transkription durch IHF (gelb) und ArcA (rot).

Zusitzlich zu der Storung der Transkription durch stromab-sitzende Regulatoren ist fiir die
Regluation von nuo eine Interaktion der Regulatoren denkbar. Die Regulation durch
Interaktionen von Trankriptionsfaktoren erfordert eine gebogene oder verdrehte DNA-
Konformation um die erforderlichen Proteine zueinander zu positionieren (Bewley et al.,
1998). Konformationsdnderungen werden durch Proteine ausgeldst, deren Hauptfunktion
darin liegt eine Biegung in die DNA einzufiihren oder durch andere Proteine, die bei ihrer
eigentlichen Funktion, als DNA-bindende Aktivatoren oder Repressoren sozusagen zusitzlich
eine Biegung in die DNA einfiihren.

Zu dem ersten Proteintyp gehort das IHF-Protein. IHF ist ein kleines heterodimeres Protein,

das spezifisch an DNA bindet und die Architekur prokaryotischer DNAs beeinflusst (Rice et
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al., 1996; Gossen und van de Putte, 1995). Eine mogliche Funktion des IHF bei nuo konnte
die Biegung der DNA sein. Dadurch werden andere DNA-bindende Proteine in ihrer Funktion
beeinflusst (Ramani et al., 1992) und entweder in rdumliche Néhe zueinander oder zur RNA-
Polymerase gebracht.

Auch die beiden moglichen Dam-Methylierungstellen GATC (Pos -149 und -277) konnten an
der Regulation von nuo beteiligt sein. In silico Sequenzanalysen haben gezeigt, dass die
Verteilung von GATC-Sequenzen nicht zufdllig ist. Oftmals {iberlappen sie
Erkennungssequenzen von Regulatoren oder der RNA-Polymerase und sind als wichtiges
Element der globalen Genregulation erkannt worden (Oshima et al., 2002). Durch
Methylierung der DNA wird die Bindung von THF an die DNA verstiarkt (Polaczek et al.,
1997). Dam-Methylierung verursacht eine transkriptionelle Kontrolle vieler Gene des
Energiestoffwechsles und der Atmung (Oshima et al., 2002).

IHF ist mit dem unspezifisch an die DNA bindenden Protein HU verwandt. Dieses Protein
biegt auch DNA-Molekiile. Mitglieder dieser Familie sind weit verbreitet in Prokaryoten
(Oberto und Rouviere-Yaniv, 1996). Eine mogliche Beteiligung von HU an der Regulation
von nuo ist nicht auszuschliessen.

Zur zweiten Gruppe der Proteine zdhlt das Fis-Protein. Im r7nB-Promotor wird die Aktivitét
des Promotors durch das Fis Protein aktiviert. Fis verursacht dabei eine Biegung der DNA
und kann somit mit der RNA-Polymerase in Wechselwirkung treten (Zhang und Bremer,
1996).

Unter anaeroben Bedingungen nimmt die negative Uberspiralisierung der DNA zu (Dorman,
1988). Fiir viele prokaryotische Gene ist eine Regulation iiber den Spiralisierungszustand der
DNA bekannt (Dorman, 1995; Schrum und Hassan, 1992; Grau ef al., 1994). Die Regulation
durch den superhelikalen Zustand der DNA ist bereits fiir cydAB beschrieben (Bebbington
und Williams, 2001).

Die Besetzung der verschiedenen Regulatorbindestellen der intergenischen Region von nuo
erfolgt unterschiedlich unter aeroben, anaeroben Bedingungen und in der frith
logarithmischen Phase. Unter aeroben Bedingungen ist die IHF-Bindestelle besetzt (Abb. 40a)
[HF fiihrt eine Biegung in die DNA ein und beeinflusst so die Expression, indem IHF selbst
als Repressor fungiert. Fiir diesen Effekt geben die Expressionsdaten unterschiedliche
Hinweise. Unter anaeroben Bedingungen sind, neben der IHF Bindestelle, die beiden ArcA-
Bindestellen arcl und arc2 mit ArcA-P besetzt (Abb. 40b). IHF und/oder ArcA verdndern die

Topologie der DNA so, dass es zu einer Repression der Expression kommt. Dies kann durch

73



Diskussion

eine Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen ArcA-ArcA oder ArcA-RNAP (P1 und/oder
P2) verursacht werden. Fiir die Wechselwirkung von ArcA-ArcA gibt es anhand der
Bindungsstudien und Expressionsdaten bisher keinen direkten Hinweis. In der frith
logarithmischen Phase sind Fis und IHF an ihre Bindestellen im intergenischen Bereich von
nuo gebunden (Abb. 40c). Durch Biegung der DNA kann Fis die Expression von P1 und/oder

P2 aktivieren.

a) aerob

‘Z Wechselwirkung ?
0'.

P1 "\ IHF

b) anaerob

I Ach‘P
AA

Wechselwirkung ?

P2 +90
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¢) logarithmische Phase

Wechselwirkung ?

‘o
.
‘e

*

P1 “A HF

Abb. 40: Modell der Regulation von nuo durch Interaktion von Regulatoren unter aeroben (a), anaeroben
(b) Bedingungen und in der logarithmischen Phase (c). Gezeigt sind die beiden Bindestellen arc/ und arc?
(rot), die IHF-Bindestelle (gelb) und die Fis-Bindestelle (griin).

(a) Unter aeroben Bedingungen kommt es durch Bindung von IHF zu einer Biegung der DNA. Durch eine
Wechselwirkung von IHF mit der RNAP kann es zur Repression von P1 kommen.

(b) Unter anaeroben Bedingungen wird die DNA wiederum durch Bindung von IHF gebogen und es kann zu
einer Wechselwirkung zwischen ArcA-ArcA kommen. Dadurch wird die Expression von P1 reprimiert oder
ArcA interagiert direkt mit der RNAP.

(c) In der logarithmischen Phase bindet das Fis-Protein an seine Bindestellen und aktiviert die Expression von
nuo. Durch Biegung der DNA konnte Fis in die Ndhe der RNAP gebracht werden und durch direkte
Wechselwirkung mit dieser die Expression von P1 aktivieren.

Die Biegung der DNA durch IHF ist fiir die Regulation von nuo an einer fiir [HF untypischen
Stelle dargestellt. Normalerweise bindet IHF im Scheitelpunkt der Biegung. Fiir diese
Modelle der Regulation von nuo wire eine Biegung der DNA an anderer Stelle eher
hinderlich.

All diese Ansitze sind nur Teilbereiche der komplizierten Regulation des nuoA4-N Operons.
Um mehr iiber das Modell der Regulation von nuo sagen zu kdnnen sind weitere Versuche
notwendig. Wichtig wére es durch Inaktivierung der -10-Region die Promotor P1 und P2
getrennt auszuschalten. Somit koénnte man den Einfluss des kompletten regulatorischen
Bereiches untersuchen. Auch eine mogliche Biegung sollte untersucht werden. Das Auftreten
von hypersensitiven Stellen im Footprint spricht auch fiir eine Biegung der DNA (Pellicer et
al., 1999). Auch die Beteiligung einer antisense RNA #hnlich wie bei der ompF Regulation

muss in Betracht gezogen werden (Padraig et al., 2000).
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5.6 Glucoserepression, welches Protein ist daran beteiligt?

Bei der Kohlenstoff-Katabolit-Repression (CCR: carbon catabolit represson) handelt es sich
um einen regulatorischen Mechanismus, bei dem die Expression vieler Gene durch die
Anwesenheit von C-Quellen, wie Glucose, Fructose oder Mannitol reprimiert wird. Die
Regulation der NADH-Dehydrogenase I durch die C-Quelle ist bisher nur teilweise untersucht
worden. Cs-Dicarboxylate (Fumarat) und Aminosduren stimulieren die Expression von nuoA-
N, wihrend Glucose die Expression hemmt (Bongaerts et al., 1995, diese Arbeit). Der
molekulare Mechanismus dieser Glucoserepression ist noch vollig unbekannt. Glucose steht
im Mittelpunkt des Energiestoffwechsels innerhalb der Zelle, da beim Wachstum von E. coli
auf Glucose die groflite Wachstumsrate erzielt wird. Glucose ist ein Zucker, der {iber zwei
PTS-Systeme (Phospho-Transferase-System) in die Zelle transportiert werden kann (PtsG und
ManXYZ), wobei intrazellulires Gluscose-6-P produziert wird. In Anwesenheit von Glucose
aktiviert ein bisher unbekannter Mechanismus das pts-Operon (ptsH, ptsl, crr) (DeReuse und
Danchin, 1991; DeReuse et al., 1992; Ryu und Garges, 1994). Die Hauptkomponenten des
PT-Systems sind das HPr-Protein (Histidinenhaltenden Phosphocarrier) und die Enzyme I
(EI) und EITA®" (Postma ef al., 1996). Das PT-System wird durch den Regulator Mlc negativ
beeinflusst (Plumbridge, 1999; Plumbridge, 2002; Plumbridge, 1998; Lee ef al., 2000).

Neben dem klassischen CRP- und cAMP-Regulationssystem besitzt E. coli weitere Proteine,
die an der Glucoseregulation beteiligt sein konnen. Dies sind Cra (FruR), Mlc und NagC
(Plumbridge, 2001a; Ramseier et al., 1995). Durch Expressionsstudien in mlc-, nagC- und cya
negativen Stimmen konnte eine Beteiligung dieser Proteine an der Glucoserepression von nuo
ausgeschlossen werden. Die minimale Erhhung der Expression durch Zugabe von externem
cAMP st vermutlich auf einen indirekten Effekt zuriickzufithren. Ebenso ist die
physiologische Rolle der Glucoserepression von nuo bisher nicht bekannt.

Im Promotorbereich von nuo befindet sich eine potentielle Konsensussequenz (5 GCTGAAN
C/GNT 3’ in Position -177 bis -186 vor nuo) fir die Bindung des alternativen Glucose-
regulators Cra (Catabolic-Repressor-Aktivator-Protein: frither auch FruR). Eine Untersuchung
einer moglichen Beteiligung von Cra an der Regulation von nuo wire sinnvoll (Abb. 41b).
Eine weitere Moglichkeit ist die Beteiligung eines anderen bisher unidentifizierten
regulatorischen Elementes an der Glucoseregulation von nuo. Ahnlich wie bei sdhCDAB
konnte die Glucoserepression auch von dem ptsG Gen abhingig sein, das fiir das Protein
EIICB®"  kodiert (Takeda er al., 1999). EIICB“‘ ist eine Komponente des
Hauptglucosetransporters. Wahrscheinlich erfolgt eine mogliche Regulation von nuo durch

EIICB®" nicht direkt, da bisher keine DNA-bindenden Eigenschaften fiir das
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cytoplasmatische EIICB® bekannt sind. Das EIICB®" muss seinen regulatorischen Effekt auf
nuo ebenso wie bei sdhCDAB iiber einen anderen Mechanismus ausiiben (Takeda et al.,
1999). Reuse und Dauchin haben fiir die Glucose-Aktivierung ein Zweikomponentensystem

vorgeschlagen, wobei EIICB als Sensor fungiert (Abb. 41a).

v ComemeD

EIICBC'*
—E .
®@ e

P1 P2

Abb. 41: Mégliche Regulation der Glucoserepression durch (a) EIICB®" des PTS-Systems oder durch (b)
das Cra-Protein. Gezeigt sind der Glucoseregulator Cra (blau) und das EIICB®" (grau), das zusammen mit
einem unbekannten Regulator in Anwesenheit von Glucose die Expression von nuo reprimiert.

Der dazugehorige Responseregulator ist bisher noch nicht bekannt (DeReuse und Danchin,
1991; DeReuse et al., 1992). Das heiBit, dass die Glucoseregulation Ttber -eine
Signaltransduktion vermittelt werden konnte, die vom Phosphorylierungszustand von
EIICB“" und somit von Glucose als externes Signal abhingig ist.

Auch eine Beteiligung des Responseregulators ArcA an der Glucoseregulation wird bereits
diskutiert. Bei der Glucoserepression von glt4 (Park et al., 1994) und bei mdh (Park et al.,

1995) wird ein Mitwirken von ArcA an dieser Regulation vorgeschlagen.

5.7 Funktion der beiden Palindrome im intergenischen Bereich vor nuoA’

Palindrome sind wichtige regulatorische Elemente innerhalb des Genoms. Das Vorkommen
palindromer Sequenzen ist notwendig fiir mogliche Haarnadelstrukturen in der mRNA, die fiir
die Labilitidt des Genoms essentiell sind (Sinden, 1994). Sie haben auBlerdem eine wichtige

Rolle bei der Regulation der Transkription, Translation und anderer biologischer Funktionen
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einer Vielzahl von Genen, zum Beispiel im lac Operator (Sadler et al., 1983; Simons et al.,
1984; Wadkins, 2000; Blatt et al., 1993). Mit bioinformatischen Methoden wurde die Zahl der
Palindrome fiir £. coli (Schroth und Shing Ho, 1995) und einige andere Organismen
untersucht. E. coli und Haemophilus influenzae besitzen sehr viele Palindrome. Synechocystis
dagegen besitzt nur wenige dieser Strukturen (Schroth und Shing Ho, 1995). Durch Analyse
der statistischen Verteilung der Palindrome in den nichtcodierenden Regionen kann man ihre
potentielle biologische Funktion ableiten. Bei den bioinformatischen Untersuchungen wurden
drei verschiedene Typen gefunden: TypA, das Palindrom befindet sich in der
nichtcodierenden Region zwischen zwei divergenten Genen (5’gegen 5’-Ende der Gene).
TypB, das Palindrom befindet sich in der nichtcodierenden Region zwischen zwei
hintereinander liegenden Genen (3’ gegen 5’-Ende der Gene). TypC, das Palindrom befindet
sich in der nichtcodierende Region zwischen zwei konvergenten Genen (3’ gegen 3’-Ende der
Gene). Die nichtcodierenden Regionen von Typ A und C verbindet verschiedenen Operons.
Die Region von Typ B gehort eventuell zum gleichen Operon.

Die nichtcodierende Region vor nuod4 kann dem TypB zugeordnet werden. Den beiden
Palindromen konnte bisher noch keine physiologische Rolle bei der Regulation der NADH-
Dehydrogenase 1 zugewiesen werden. Trotz groBer Ahnlichkeit zu den Konsenussequenzen
von Mlc und NagC, sind es keine Bindestellen fiir diese. Héufig sind solche palindrome
Sequenzen an einer Rho-unabhédngigen Termination der Tanskription beteiligt (Lillo et al.,
2002). Diese Beteiligung ist bei den Sequenzen von nuo unwahrscheinlich, da das Palindrom
in der Bindestelle arcl stromauf der Promotoren lokalisiert ist und somit nicht in mRNA
iiberschrieben wird. Eine mogliche Regulation auf RNA-Ebene kann somit durch die Lage der
identifizierten Promotoren ausgeschlossen werden.

Auffillig ist die Lage der beiden Palindrome innerhalb der beiden ArcA-Bindestellen. So
konnte es, bei Bindung eines weiteren Regulators an diese Sequenzen zu einer Konkurrenz
um den Platz innerhalb der Bindestelle kommen und somit zur Modifizierung der Regulation
unter bestimmten aeroben bzw. anaeroben Bedingungen. Diese Annahme ist aber spekulativ.
Der Vergleich beider Palindrome legt eine Ahnlichkeit zu der Erkennungssequenz von
Mitgliedern der Lacl-Familie nahe (Abb. 42). Diese Sequenzen erlauben Repressoren wie
LaclI oder GalR, DNA-Loops zu bilden und damit die Transkription zu reprimieren (Lewis et

al., 1999).
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TGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACA Lacl

I N N A I
(-312) CGTTTTTGTTATGGAATGACAAAAGCG (-285) Palindrom in arcl

Abb. 42. Vergleich der Konsensussequenz von Lacl mit dem Paliondrom in arcl. Gleiche Basen sind mit
Strichen gekennzeichnet. Ahnlich verhélt es sich mit dem zweiten Palindrom in arc2.

In dem uhpT Promotor, der die Expression des Zucker-Transport-Systems in E. coli
kontrolliert, befindet sich eine kleine und eine gro3e palindrome Sequenz, die beide an der
Promotorfunktion beteiligt sind (Chen und Kadner, 2000). Beide Sequenzen werden von den
Bindestellen fiir UhpA {berlappt. Die Rolle oder der Beitrag dieser Motive an der
Transkription von uhpT ist bisher nicht bekannt. Fiir die beiden Palindrome im intergenischen
Bereich vor nuoA konnte eine Ahnlichkeit zu der groBen palindromen Sequenz von uhpT

gefunden werden (Abb. 43).

CGCTTTTTGTCATTCCATAA(’\AAAACG Palindrom in arcl
INZZ2 R\ NN

CGTTTTGATTCTTTAAAAGGTCCAAAAGG Palindrom von uhpT
Abb. 43: Vergleich des grofien Palindroms von uhpT mit dem Palindrom von nuo am Beispiel von in arcl

Weiterhin muss auch die Rolle der Palindrome als cis-wirkendes Strukturelement in Betracht
gezogen werden, wie es fiir die nrdA und nrdB Expression vorgeschlagen wird (Jacobson et
al., 1998a; Jacobson et al., 1998b). Der Autbau des nuo-Promotors gleicht dem des nrd-Gens
(Wackwitz, 1999). Die Rolle und Funktion der beiden Palindrome im nuo-Promotor muss

weiterhin experimentell untersucht werden.

5.8. In vitro Transkription

Fiir die Promotorerkennung bakterieller Gene ist das RNA-Polymerase-Kernenzym mit dem
jeweiligen o-Faktor notwendig (Helmann, 1999). E. coli besitzt 7 verschiedene o
Untereinheiten: 6 (rpoD), 6>* (rpoN), 6°% (rpoH), 6° (rpoS), 6& (rpoE), 6** (rpoF) und 6™
(fecl). Jede dieser Untereinheiten ist spezifisch fiir bestimmte Promotorstrukturen und
beeinflusst deren Genexpression (Gross et al., 1992, Gaal et al., 2001). Die meisten Gene in
E. coli sind E ¢”° reguliert. Dazu gehdren auch die beiden Promotoren P1 und P2 vor nuo. Bei
der in vitro Transkription der beiden Promotoren ist jeweils ein Transkript gebildet worden.

Die Menge der beiden erhaltenen Transkripte ist sehr gering. Das spricht dafiir, dass weitere

Regulatoren fiir eine optimale Transkription fehlen. So kann z.B. der Transkriptionsregulator
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Fis notwendig sein, um optimale Transkriptionsraten zu  erhalten. = Der
Transkriptionsstartpunkt P2 wurde in vitro bestdtigt. Bei in vitro Transkriptionsversuchen mit
ArcA-P war keine Repression der Transkription zu erkennen. Dies konnte daran liegen, dass
es auf Grund der per se schwachen Transkription schwierig ist, weitere
Transkriptionsunterschiede zu detektieren. Zur Optimierung der Transkription in vitro sind
weitere Versuche unbedingt notwendig. Priméres Ziel muss es sein, durch experimentelle
Verianderung die in vitro Transkriptionsrate zu verbessern, um damit die Repression durch

verschiedene Regulatoren zeigen zu konnen.

5.9 NarL Regulation des nuoA-N Operons

Unter anaeroben Bedingungen mit Nitrat als Elektronenakzeptor wird die Expression der
NADH-Dehydrogenase I durch NarL aktiviert. NarL gehort zur Familie der FixJ und LuxR
transkriptionellen Regulatoren. Eine Einordnung in die OmpR-Familie wird diskutiert
(Baikalov et al., 1996). Die N-terminale Receiverdomidne von NarL besteht aus 131
Aminosduren und bildet eine Sekundétstruktur aus 5 B-Faltblittern verbunden durch 5 o-
Helices. In der C-terminalen 62 Aminosduren groen Doméne befindet sich das Helix-Turn-
Helix Motiv, zur Bindung an die Ziel-DNA. Die spezifische Erkennungsequenz fiir NarL
besteht aus einem Heptamer mit: T-A-C-Y-N-M-T (Li und Stewart, 1992).

NarL reprimiert Gene wie frdABCD (Gunsalus et al., 1989;), adhE (Gunsalus et al., 1989;
Membrillo und Lin, 1999) und aktiviert Gene wie narGHIJ (Darwin et al., 1996; Zhang und
DeMoos, 1996), narK (Stewart, 1993) und fdnGHI (Darwin et al., 1996; Li und Stewart,
1992).

Das 24 kDa groBBe NarL-Protein konnte als Fusionsprotein gereinigt werden. Durch
Phosphorylierung an dem konservierten Aspartat-Rest D-59 erfolgt die Ubertragung der
Phosphatgruppe von NarX auf seinen zugehorigen Responseregulator NarL. Das NarL wird
dadurch in seine aktivierte Form NarL-P umgewandelt und kann an seine Ziel-DNA binden.
NarL-P bindet als Dimer an die Bindestellen. Durch in vitro Phospohylierung ist es moglich
50 % des NarL zu phosphorylieren. Mit diesem NarL-P wurde die bereits postulierte
Bindestelle von NarLL (Bongaerts et al., 1995) an Position -263 identifiziert. Obwohl im
Bereich des Promotors von nuo noch weitere Konsensussequenzen von NarL bei Position -
120 und -201 lokalisiert sind, wurden keine weiteren Bindestellen identifiziert.

Die unmittelbare Lage der identifizierten Konsensusequenz hinter der Bindestelle arc/ und
die Lage des Konsensus bei -120 bp innerhalb der Bindestelle arc2? ldsst auf eine

Wechselwirkung zwischen NarlL und ArcA schlieBen. Versuche mit den mutierten
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Bindestellen arcl und arc2 bestétigen diese Vermutung. Durch Mutagenese wird die durch
NarL vermittelte Repression von nuo aufgehoben. Auffillig ist, dass unter anaeroben
Bedingungen bei Anwesenheit von Nitrat auch Mutationen der zweiten Bindestelle arc2 einen
dereprimierenden Effekt besitzen. Die Art und Weise der Wechselwirkung ist bisher nicht
bekannt. NarL ist ein Protein, das mit verschiedenen Proteinen gemeinsam ein Operon
regulieren kann. Oftmals reguliert NarL zusammen mit FNR: narGHIJ (Schroder et al.,
1993), narQ (Cavicchioli et al., 1996), napF (Choe et al., 1993), cydDC (Cook et al., 1997).
Eine direkte Wechselwirkung von ArcA und NarL bzw. FNR und NarL ist bisher nicht
bekannt.
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8. Anhang

Zusammenstellung aller Messungen der transkriptionellen (P1+P2-lacZ) und

translationellen (nuoA'-'lacZ) lacZ-Fusionen:

Anhangl: Expression von P1+P2-lacZ (598 bp) (Wildtyp und arcl + arc2 Mutanten) bei aerober und
anaerober Zucht mit Glucose. Gezeigt sind Wildtyp (IMW367®, IMW347®) IMW384) IMW349¢,
IMW422©), IMW3517, IMW383®, IMW413™) und arcA-Mutante (IMW368®, IMW348®, IMW359,
IMW4209, IMW423©, IMW3520, IMW419®, IMW412™).

Stimme (Genotyp) p-Galaktosidase [MU]
Wt arcA

0, N, 0)) N
Plarcl+P2arc2™ 47 60 45 132
Plarclp+P2arc2® 45 122 42 144
PlarclapeqtP2arc2® 49 104 49 159
Plarcl+P2arc2peq"® 76 63 67 196
Plarclp+P2arc2.,” 66 105 57 197
Plarclay+P2arc2ued” 78 97 47 217
Plarcl abcd+P2arc2ab(g) 50 106 49 159

Plarcl ypeq+P2arc2uped™ 92 110 83 124




Anhang 2: Einfluss von iif und arcA auf die Expression von nuoA'-'lacZ (Wildtyp und arcl/arc2
Mutanten).Die Zucht erfolgte unter aeroben (O,) und anaeroben (N,) Bedingungen in M9-Medium mit Glucose
als C-Quelle. Gezeigt sind die Stimme IMW33®, IMW286®, IMW341, IMW344Y IMW303© IMW307"
(wr), IMW37®, IMW288®, IMW343©, IMW346'9, IMW304©, IMW308® (ihf ), IMW35®, IMW287®),
IMW342€, IMW3459 IMW308©, IMW309® (arcd).

Stimme (Genotyp) B-Galaktosidase [MU]
/4 arcA ihf

0, N, 0, N; ) N
nuod'-'lacZ 91 75 87 231 115 83
nuoA'-'lacZ(1ab + 2wtH)® 87 145 92 255 116 156
nuoA'-'lacZ(Iwt + 2ab)"® 131 67 125 269 119 97
nuoA'-'lacZ(Iwt + 2abcd)® 126 73 142 275 151 132
nuoA-"lacZ(1ab + 2ab)"” 130 148 118 267 124 165

nuoA'-'lacZ(1ab + 2abed)” 146 136 148 273 145 140




