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Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit sollte die Spezifitdt von Promotoren analysiert und ihre Funktionalitét tiber
“kingdom’-Grenzen hinaus untersucht werden. Hierfiir wurden zwdlf pflanzenspezifische
Promotoren, welche in der Gentechnik zur Herstellung von transgenen Pflanzen eingesetzt
werden, auf Genexpression in fiinf Bakterienarten untersucht. Die Bakterienarten, in denen
die pflanzenspezifischen Promotoren untersucht wurden, stellten mit Escherichia coli,
Yersinia enterocolitica, Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas putida und Acinetobacter
sp. Vertreter taxonomisch unterschiedlicher Gruppen dar. Auch die untersuchten
pflanzenspezifischen Promotoren stammten aus phylogenetisch nicht-verwandten Gruppen
wie Pflanzen, Pflanzenviren und Agrobakterien. Weiterhin wurden drei bakterielle und sechs
Plastiden Promotoren auf Genexpression in Nicotiana tabacum untersucht. Die drei
bakteriellen Promotoren stammten aus E. coli und Streptococcus faecalis, die Plastiden
Promotoren aus N. tabacum.

Die pflanzenspezifischen Promotoren wurden zur Quantifizierung der Expression mit den
promotorlosen /uxAB-Genen aus Vibrio harveyi und dem promotorlosen cat-Gen fusioniert.
Die Frequenz mit der die pflanzenspezifischen Promotoren in den untersuchten
Bakterienarten zu einer Expression fiihrten, war mit einer Expressionsrate von 50 % der
getesteten Kombinationen sehr hoch. Fiir einen Promotor (P), den P ST-LS1 aus Solanum
tuberosum, wurde eine Expression in allen fiinf untersuchten Bakterienarten nachgewiesen.
Zwei der getesteten pflanzenspezifischen Promotoren, P RolC aus Agrobacterium rhizogenes
und P 247 aus N. tabacum zeigten keine Expression der luxAB-Gene in den untersuchten
Bakterienarten. Fiir zwei pflanzenspezifische Promotoren, P ST-LS1 und P Nos aus
A. tumefaciens erfolgte fiir E. coli der Nachweis der phinotypischen Relevanz der heterologen
Genexpression, da diese ein Wachstum auf Agarplatten mit einer géngigen
Selektionskonzentration von Chloramphenicol ermoglichten. Die Charakterisierung der
mRNA-Transkripte ausgewihlter Fusionen der pflanzenspezifischen Promotoren mit den
Reportergenen zeigten eindeutig, dass fiir die Transkriptionsinitiation durch die bakterielle
RNA-Polymerase Sequenzelemente der pflanzenspezifischen Promotoren genutzt wurden. In
zwei Fillen, dem P 35S aus Cauliflower Mosaic Virus und P Nos, wurde die pflanzliche
TATA-Box zur Transkriptionsinitiation in E. coli genutzt. Eine genaue Charakterisierung der
durch die bakterielle RNA-Polymerase genutzten —10-Region in dem P ST-LS1 in E. coli und
Acinetobacter sp. fand durch Mutagenese statt. Hierbei wurden sogenannte “"down-Mutanten”

hergestellt, die in E. coli und Acinetobacter sp. eine Reduktion der Expression gegeniiber dem
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Wildtyp-Promotor P ST-LS1 aufwiesen. Zur Untersuchung der Expression der
mutagenisierten Promotoren und des Wildtyp-Promotors P ST-LS1 in N. tabacum wurden
diese mit dem promotorlosen gus-Gen fusioniert. Die mutagenisierten Promotoren zeigten
nach stabiler Integration in das Pflanzengenom von N. fabacum eine unverminderte
Expression in bezug auf den Wildtyp-Promotor.

Die bakteriellen und Plastiden Promotoren wurden zur Untersuchung der Expression in
N. tabacum ebenfalls mit dem promotorlosen gus-Gen fusioniert. Die Untersuchung ergab nur
in einem einzigen Fall von neun getesteten Promotoren, dem des Plastiden Promotors des
accD-Gens eine sehr geringe transiente Expression. Diese Expression miite durch die
Herstellung stabiler transgener Pflanzen iiberpriift werden.

Eine Vorhersage iiber das Ausmall einer moglichen heterologen Expression
nachgeschalteter Gene durch eine Computer-gestiitzte Suche nach potentiellen
eukaryontischen bzw. prokaryontischen Konsensus Sequenzen in den verwendeten

Promotoren konnte nicht getroffen werden.
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Ubertragung heterologer Regulationssequenzen fiir die
Risikobewertung gentechnisch verinderter Organismen

Die Bedeutung des horizontalen Gentransfers (HGT) ist eine der meist untersuchten
Fragestellungen in den Biowissenschaften. Unter HGT versteht man die asexuelle
Ubertragung von genetischem Material zwischen verwandten und nicht-verwandten
Organismen. Voraussetzung fiir einen HGT ist die Aufnahme und stabile Integration von
DNA in die Erbsubstanz eines Empfinger-Organismus zur Weitergabe an die nachfolgenden
Generationen. Folgen fiir den Phénotyp des Empfingers ergeben sich nur, wenn die
tibertragene  DNA exprimiert wird. Die Expression der inserierten DNA setzt eine
Transkription und Translation voraus.

Der Austausch genetischen Materials zwischen Bakterien ist ein in der Natur
vorkommendes Phidnomen (Veal et al., 1992). Zwischen Bakterien erfolgt der HGT durch
Transduktion, Konjugation oder Transformation. Die Moglichkeit des Gentransfers zwischen
z. B. Pflanzen und Bakterien im Erdboden wird ebenfalls diskutiert (Nielsen et al., 1998;
Droge et al., 1998). Bei der Herstellung von gentechnisch verdnderten Organismen (GVOs)
kommt es durch die Ubertragung von DNA zwischen verschiedenen Organismen ebenfalls
zum HGT.

Bevor GVOs in Deutschland und in der Europédischen Union freigesetzt und in Verkehr
gebracht werden konnen, wird nach dem Gentechnikrecht eine Risikobewertung des
jeweiligen GVOs vorgenommen. Bei diesen Risikobewertungen werden im Wesentlichen die
Auswirkungen des neuen Genprodukts auf das Verhalten und die Eigenschaften der
gentechnisch verdnderten Organismen bewertet. Sie basieren daneben héufig auf der
Annahme, dass die fiir eine Organismengruppe typischen Regulationssequenzen in
heterologen Organismengruppen aufgrund der unterschiedlichen Regulationsmechanismen
nicht erkannt werden und somit eine Expression iibertragener Gene ohne gleichzeitige
Ubertragung der passenden Regulationssequenzen nicht zu erwarten wiire.

In Deutschland wurden bisher 129 Freisetzungsantrige fiir GVOs gestellt (Internet-Seite
des  Robert  Koch-Instituts: ~ www.rki.de/Gentec/Freisetzungen/Versuch.htm;  Stand
13.09.2002), wobei im Wesentlichen Freisetzungen gentechnisch verdnderter Pflanzen
beantragt wurden. Das Ziel der genetischen Verdnderung bei Pflanzen ist hidufig das
Einfiilhren einer Herbizid- oder Schédlingsresistenz (Delannay et al., 1989; Quinn, 1990;

Cheng et al., 1992) sowie genetische Verdnderungen, welche zu verdnderten Inhaltsstoffen
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von Ertragspflanzen wie z. B. die Stdrkezusammensetzung in der Kartoffel fiihren
(Sonnewald, 1992).

In der Zukunft werden gentechnisch verinderte Pflanzen neben der Herstellung von
Lebensmitteln und Tierfutter auch fiir die Produktion von Therapeutika und Impfstoffen
eingesetzt werden (Tacket und Mason, 1999; Brandt, 2000). Erste Versuche zum Einsatz von
Vaccinen auf pflanzlicher Basis werden an Versuchstieren schon vorgenommen. So wurden
orale Immunisierungen von Méusen und Kaninchen mittels transgener Kartoffeln mit dem
Oberfliachen-Antigen von Hepatitis B (HBsAg; Kong et al., 2000; Richter et al., 2000), sowie
der Untereinheit B des Enterotoxins aus Escherichia coli (recLT-B; Lauterslager et al., 2001),
dem VP60 des Virus des himorrhagischen Fiebers bei Kaninchen (RHDV; Castanon et al.,
1999) und dem Glykoprotein S des Schweinevirus verantwortlich fiir transmissible
Gastroenterotiden (TGEV; Escribano und Borca, 2000) durchgefiihrt. Weiterhin wurde in
gentechnisch verdndertem Mais recLT-B und das Spike Protein des TGEV (Streatfield ef al.,
2001) exprimiert und Miusen zur oralen Immunisierung verabreicht.

Das Ziel der gentechnischen Veridnderung ist also die Herstellung eines spezifischen
Proteins. Bei der Risikobewertung gentechnisch verdnderter Pflanzen geht man in der Regel
davon aus, dass Gene, die unter der Kontrolle bakterieller Promotoren stehen, nicht in
Pflanzen exprimiert werden konnen und umgekehrt. Dies wurde jedoch bisher nicht
systematisch untersucht und/oder in der Literatur beschrieben.

Expressionsvektoren sollten so konstruiert sein, dass eine Expression der iibertragenen
Gene nur spezifisch in dem Zielorganismus erfolgt. Es gibt jedoch Beispiele dafiir, dass
heterologe Promotor-Empfangersysteme eine Expression iibertragener Gene zulassen. Hierbei
wurden als Empfingersysteme diejenigen Organismengruppen bezeichnet, denen die
heterologe Promotor- bzw. Regulationssequenz iibertragen wurde. Einer der am hiufigsten
verwendeten Promotoren in transgenen Pflanzen ist der 35S Promotor aus Cauliflower
Mosaic Virus (CaMV), welcher die Sequenz einer typischen pflanzlichen Promotorregion
aufweist (Odell er al., 1985; Benfay und Chua, 1990). Dieser Promotor ist in der Lage,
sowohl in E. coli (Assaad und Signer, 1990) als auch in Schizosaccharomyces pombe
(Gmiinder und Kohli, 1989; Pobjecky et al., 1990; Hirt et al., 1990) eine Expression
nachgeschalteter Gene zu bewirken. Weiterhin wurde fiir den Promotor des Adenin-
Methyltransferase Gens (amt) des Chlorella Virus eine Expression in den transgenen Pflanzen
von Arabidopsis thaliana, Solanum tuberosum, Zea mays und Sorghum Zellen als auch in
verschiedenen Bakterienarten wie E. coli, Erwinia stewartii, Erwinia amylovora,

Pseudomonas syringae und Xanthomonas campestris beschrieben (Mitra et al., 1994).
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Weitere Beispiele, bei denen eine Expression in heterologen Promotor-Empfingersystemen
fiir die Risikobewertung von GVO von Interesse sein diirften, gilt es zu untersuchen.

Zur Transformation dikotyler Pflanzen wird hédufig das natiirliche Transformationssystem
des Gram-negativen Bodenbakteriums Agrobacterium tumefaciens genutzt. Hierbei wird die
zu inserierende DNA durch Vektorsysteme (binidre Vektoren), basierend auf dem Ti-Plasmid
(“tumor inducing plasmid”) aus A. tumefaciens in das pflanzliche Genom eingeschleust (Klee
et al., 1987; Zambryski, 1988). Diese Fremd-DNA, welche unter der Kontrolle pflanzlicher
oder pflanzenspezifischer Regulationssequenzen steht, wird durch die T-DNA (“transfer
DNA") des Vektors flankiert von den repetitiven Sequenzen der rechten und linken Grenze
(RB, LB) stabil in das Chromosom der Pflanze integriert. Die T-DNA des zur Transformation
von Pflanzen oft genutzten Vektors pBinl9 oder dessen Derivate (Bevan, 1984; Jefferson et
al., 1987) beinhaltet jedoch auch die lacZ’-Region mit der “multiple cloning site” (MCS) aus
M13mpl9. Die Expression der lacZ’-Region wird durch den bakteriellen Lac-Promotor
reguliert und mit in das Pflanzengenom integriert. Weiterhin wird das bakterielle Gen,
welches fiir die Neomycin-Phosphotransferase II (npfIl) kodiert, unter der Kontrolle des
Nopalin-Synthase (nos) Promotors und der DNA-Sequenz fiir die Polyadenylierung des
Octopin-Synthase Gens (ocs) fiir die Selektionierung der Pflanzen auf Kanamycin genutzt.

Mehrere Arbeitsgruppen haben die Transkription pflanzenspezifischer T-DNA Gene von
A. tumefaciens u. a. auch ausgehend von dem Nos-Promotor in Agrobacterium beschrieben
(Gelvin et al., 1981; Schroder et al., 1983; 1984; Janssens et al., 1984). Vancanneyt et al.
(1990) beschrieben die Beobachtung, dass die zur Beurteilung der Expression in Pflanzen
eingebrachten bakteriellen Reportergene, welche unter der Kontrolle eukaryontischer
Promotoren stehen, in Agrobakterien exprimiert wurden.

Desweiteren ist bei der Erzeugung transgener Pflanzen auch im Einzelfall nicht
auszuschlieBen, dass eine Ubertragung von DNA-Sequenzen jenseits der LB und RB
stattfinden kann (Fray et al., 1994; Martineau et al., 1994; Ramanathan und Veluthambi,
1995). Die Gene auBerhalb der T-DNA, vor allem die Antibiotikumresistenzgene, stehen
unter der Kontrolle bakterieller Promotoren.

Bei monokotylen Pflanzen wird die gentechnische Veridnderung hiufig mittels
Partikelbombardement vorgenommen (Klein et al., 1989a). Hierbei werden oft pUC-Derivate
zur Herstellung transgener Pflanzen eingesetzt. Bei einem erfolgreichen Gentransfer kommt
es zur vollstindigen, moglicherweise mehrfachen Integration des eingesetzten Plasmides in
das Pflanzengenom. Auch bei diesen Plasmiden wird die lacZ’-Region mit der MCS fiir die in

das Pflanzengenom zu inserierende DNA durch den bakteriellen Lac-Promotor reguliert.
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Desweiteren werden auf diese Weise die Markergene zur Selektion in Bakterien, wie im Falle
der pUC-Derivate das Antibiotikumresistenzgen fiir Ampicillin (bla), mit dem fiir die
Expression in Bakterien benotigten Promotor in das Pflanzengenom integriert. So wurde z. B.
fiir die Transformation von Mais zur Herstellung der insektenresistenten Maislinie CG00526-
176 pUCI18 eingesetzt. Dies fiihrte zur Integration des bla-Gens in das Pflanzengenom dieser
Linie (Duggan et al., 2000).

Weiterhin scheint die Beurteilung der Genexpression ausgehend von heterologen
Promotoren von Bedeutung, da das Persistieren der zur Transformation verwendeten
gentechnisch verdnderten Agrobakterien in den gentechnisch verdnderten Pflanzen beobachtet
werden konnte. Diese wurden auf der Oberfliche und im Gewebe von gentechnisch
verdnderten Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum), nicht jedoch in den Bliiten oder ausgereiften
Samen der Pflanzen nachgewiesen (Matzk et al., 1996). Agrobakterien werden nach der
Transformation der Pflanze durch Antibiotikumzusatz entfernt. Bei der Verwendung von
Samen zur Vermehrung gentechnisch verdnderter Pflanzen, wie es bei der Zuckerriibe (Beta
vulgaris) der Fall ist, stellt das Persistieren der Agrobakterien kein Problem dar. Werden
gentechnisch verdnderte Pflanzen vegetativ vermehrt, wie im Falle der Kartoffel
(S. tuberosum), wirden Agrobakterien, die in den gentechnisch verdnderten Pflanzen
persistieren, mit freigesetzt werden. Durch Konjugation konnten die Plasmide der
Agrobakterien zwischen ihnen und dem zum konjugativen Transfer befihigten Bakterien
ausgetauscht werden.

Desweiteren mufl bei der Risikobewertung die Moglichkeit eines horizontalen
Gentransfers von gentechnisch verdnderten Pflanzen auf Bakterien beriicksichtigt werden. Bis
heute sind die meisten Transformationsexperimente natiirlich kompetenter Bakterien mit
Pflanzen-DNA erfolglos geblieben (Becker et al., 1994; Schliiter et al., 1995; Broer et al.,
1996; Nielsen et al., 1997; Bertolla et al., 1999a). Sowohl Gebhard und Smalla (1998) als
auch die Arbeitgruppe um de Vries (1998, 2001) konnten jedoch unter Laborbedingungen
zeigen, dass Acinetobacter sp. und Pseudomonas stutzeri, welche ein nptII-Gen mit einer
Deletion besa3en, DNA von transgenen Pflanzen mit einem vollstdndigen npfII-Gen mit einer
geringen Frequenz aufnehmen und daraufhin exprimieren konnten. Nielsen et al. (2000)
erweiterten das Experiment von Gebhard und Smalla (1998), indem sie die Untersuchungen
in steriler Erde nach Zugabe von Nihrstoffen durchfiihrten. Auch hierbei konnte der oben
beschriebene Acinetobacter sp. Stamm das npfII-Gen aus der DNA transgener Zuckerriiben
aufnehmen und exprimieren. Somit sind kompetente Bakterien in der Lage DNA von

transgenen Pflanzen unter der Voraussetzung aufzunehmen, dass homologe bakterielle DN A-
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Sequenzen vorhanden sind. Wie eingehend beschrieben, beinhalten gentechnisch veridnderte
Pflanzen bakterielle Sequenzen wie Antibiotikumresistenzgene, bakterielle Promotoren und
andere Sequenzen von Klonierungsvektoren, welche Moglichkeiten darstellen, durch
homologe Rekombination in bakterielle Genome integriert zu werden (Gebhard und Smalla,
1998; Bertolla et al., 2000; de Vries et al., 2001; Mercer et al., 2001).

Der Fall eines horizontalen Gentransfers unter natiirlichen Bedingungen wird hingegen als
sehr gering eingeschiitzt (Nap et al., 1992; Schliiter et al., 1995; Nielsen et al., 1998; de Vries
et al., 2001). Der Fragestellung, ob ein horizontaler Gentransfer von gentechnisch verdanderten
Pflanzen, welche ein Antibiotikumresistenzgen unter der Kontrolle bakterieller
Regulationssequenzen in das Pflanzengenom integriert haben, auf Bakterien stattfinden kann,
wird in den letzten Jahren mit immer optimierteren Bedingungen nachgegangen (Duggan et
al., 2000; Chambers et al., 2002). Chambers et al. (2002) fiihrten Fiitterungsversuche mit
Hiihnern durch, denen gentechnisch verdnderter Mais, welcher das Antibiotikumresistenzgen
bla enthielt, verabreicht wurde. bla konnte im Kropf und im Magen der Hiihner nachgewiesen
werden, jedoch nicht im Darm. Durch die Degradierung der DNA wird ein Gentransfer
zwischen der DNA des gentechnisch verdnderten Mais und der Mikroflora des Darms fiir
unwahrscheinlich gehalten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es sowohl bei einem natiirlichen
horizontalen Gentransfer als auch bei der Erzeugung gentechnisch verdnderter Organismen
zum Austausch von regulatorischen DNA-Sequenzen zwischen nicht-verwandten Organismen
kommt und es von groBer Bedeutung fiir die Bewertung gentechnisch veridnderter
Organismen ist, die hiufig verwendeten Regulationssequenzen, insbesondere Promotoren, auf

thre Expression in heterologen Organismen zu untersuchen.

1.2 Regulationssequenzen der Transkriptionsinitiation

Genexpression ist ein komplexer Prozess aus Transkription und Translation, wobei die
Transkriptionsinitiation der entscheidende Schritt fiir die Regulation der Genexpression ist.
Der Transkriptionsapparat von Eubakterien, Archaebakterien und Eukaryonten weist grof3e
Unterschiede aber auch Gemeinsamkeiten auf. Allen gemein ist, dass fiir die Expression von
Genen die jeweilige RNA-Polymerase (RNAP) u. a. mit Hilfe von Transkriptionsfaktoren
spezifische Erkennungs- und Bindungsstellen auf der DNA, sogenannte Promotoren, bendtigt.
Promotoren sind ein wesentlicher Bestandteil der Regulation der Genexpression. Die
Expressionsrate eines Gens ist abhéingig von der Stirke eines Promotors, d. h. der Affinitét

der RNAP zu der Promotorsequenz. Biochemisch gesehen beinhaltet der Promotor die DNA-
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Sequenzen, welche fiir eine basale und nicht maximale Transkription verantwortlich sind
(Fassler und Gussin, 1996).

Die Struktur der Promotoren ist fiir die einzelnen Organismengruppen spezifisch, obwohl
es Hinweise dafiir gibt, dass sich die RNAP von Eubakterien, Archaebakterien und
Eukaryonten aus einem gemeinsamen Vorfahren entwickelt haben. Es wurden Homologien
der Untereinheiten (UEs) der bakteriellen RNAP, der archealen RNAP und der
eukaryontischen RNAP I, RNAP II und RNAP III festgestellt (Tab. 1), welche Mitglieder
einer konservierten Protein-Familie, der sogenannten “multisubunit RNAP family” sind

(Sentenac et al., 1992; Soppa, 1999; Ebright, 2000; Minakhin ez al., 2001).

Tab. 1: Multisubunit RNA-Polymerasen. Konservierte UEs der bakteriellen RNAP, archealen RNAP
und eukaryontischen RNAP I, IT und III (Ebright, 2000).

Bakterielle RNAP B B ol ol o

Archeale RNAP ATA” B D L K + 6UE
Eukaryontische RNAP I RPA1 RPA2 RPC5 RCP9 RPB6 + 9UE
Eukaryontische RNAP II RPB1 RPB2 RPB3 RPBI11 RPB6 + 7UE
Eukaryontische RNAP III RPC1 RPC2 RPC5 RPC9 RPB6 + 11 UE

Ein wesentlicher Unterschied zwischen Prokaryonten und Eukaryonten ist, dass
prokaryontische Gene héufig in Form von Operons angeordnet sind. Bei der Expression der
Gene wird ausgehend von einem Promotor eine polycistronische RNA gebildet, die fiir die
Synthese mehrerer Proteine verantwortlich ist. Bei eukaryontischen Genen ist jeweils ein
Promotor fiir die Expression eines Gens verantwortlich. Das gebildete Primértranskript
enthilt Exon- und Intronbereiche, wobei die Intronbereiche durch SpleiBvorgénge aus dem
Primértranskript geschnitten werden, da in der Regel nur die Exonbereiche fiir die Synthese

von Proteinen kodieren.

1.2.1 Transkriptionsinitiation in Prokaryonten

Burgess und Travers sowie Dunn und Bautz haben 1969 erstmalig beschrieben, dass sich die
bakterielle RNAP aus zwei Komponenten zusammensetzt, dem Core-Enzym (03B") und dem
sigma Faktor (o-Faktor). Die Erkennung der Promotorstrukturen der DNA durch die RNAP
und somit die Initiation der Transkription wird durch o-Faktoren vermittelt. Nur das Holo-
Enzym der RNAP (0BB°c) kann spezifisch an die DNA binden und die Transkription

initiieren.
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Die meisten Bakterienarten synthetisieren mehrere verschiedene o-Faktoren, welche
unterschiedliche Promotorsequenzen erkennen. Momentan sind 14 verschiedene Klassen von
o-Faktoren bekannt, die in zwei Familien, die o'’ und (554—Familie, unterteilt werden
(Wosten, 1998a). Der primire o-Faktor, welcher in allen bekannten Eubakterien vorhanden
ist (Gruber und Bryant, 1997), ist fiir Expression der Gene des Zellwachstums und die
Expression der Haushaltsgene verantwortlich. In E. coli, wie auch in den meisten anderen
Gram-negativen Bakterien, ist dieser primire 6-Faktor bekannt als 6’° und in Bacillus subtilis
bzw. Gram-positiven Bakterien als o (Helmann und Chamberlain, 1988).

Die Promotorsequenz der DNA, welche von dem RNAP Holo-Enzym mit ¢’° oder ¢*
erkannt wird, beinhaltet zwei konservierte Sequenzen mit jeweils sechs Nukleotiden (nt), die
—10-Region und die —35-Region (Pribnow, 1975a; 1975b; Schaller et al., 1975). Die stark
konservierte —10-Region hat die Konsensus Sequenz TATAAT und erstreckt sich hédufig von
Position —12 bis —7 bezogen auf die Transkriptionsinitiationsstelle. Stromaufwirts der
—10-Region mit einen optimalen Abstand von 16 bis 18 nt befindet sich die weniger stark
konservierte —35-Region mit der Konsensus Sequenz TTGACA, meist positioniert von
—-35 bis —30. Der optimale Abstand der —10-Region zur Transkriptionsinitiationsstelle (+1)
betrdgt fiinf bis neun Nukleotide. In den meisten der untersuchten Sequenzen wird die
Transkriptionsinitiationsstelle von einer Purinbase gebildet (sieche Abb. la; Rosenberg und
Court, 1979; Hawley und McClure, 1983; Harley und Reynolds, 1987; Lisser und Margalit,
1993; Helman, 1995; Ozoline et al., 1997).

Der prozentuale Anteil der jeweiligen Nukleotide in den beiden Konsensus Hexameren der
—35- und -10-Regionen in den E. coli- und B. subtilis-Promotoren héingt von der
Zusammenstellung und der Anzahl, sowie den angewandten Methoden bzw. Algorithmen

beim Vergleich der jeweiligen Promotoren ab (Tab. 2).

Tab. 2: Vergleich des prozentualen Anteils der aufgefiihrten Nukleotide der —35- und —10-Regionen
in den untersuchten Promotoren.

Referenz Spezies Anzahl der -35-Region -10-Region
Promotoren | T T G A C A | T AT A AT

Hawley und E. coli 112 82 84 79 64 54 45|79 95 44 59 51 96

McClure, 1983

Harley und E. coli 263 78 82 68 58 52 54 | 82 89 52 59 49 89

Reynolds, 1987

Lisser und Margalit, | E. coli 298 69 79 61 56 54 54 | 77 76 60 61 56 82

1993

Helmann, 1995 B. subtilis 236 88 84 77 64 52 55 |94 96 60 77 74 93
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In der Konsensus Sequenz der —35-Region sind bei allen Untersuchungen die ersten beiden
Nukleotide des Hexamers (TTGACA) am stirksten konserviert. In der —10-Region sind die
Nukleotide an den Positionen 2 und 6 (TATAAT) nach den Promotoranalysen von Hawley
und McClure (1983), Harley und Reynolds (1987) und Helmann (1995) am stérksten
konserviert. Hingegen weist die Analyse von Lisser und Margalit (1993) auf die starke
Konservierung des Nukleotids an Position 6 der —10-Region hin, die Nukleotide der
Positionen 1 und 2 weisen mit 77 % bzw. 76 % eine dhnlich starke Konservierung auf.

Zusitzlich wurde bei einigen Promotoren an Position —15/-14 ein TG-Motiv festgestellt,
welches zu einer “extended —10-Region” mit der Konsensus Sequenz TGNTATAAT fiihrt
(siche Abb. la, Keilty und Rosenberg, 1987; Kumar et al., 1993). Bei Vorhandensein der
“extended —10-Region” konnte auch bei fehlender Konsensus Sequenz fiir die —35-Region
eine Genexpression nachgewiesen werden (Kumar et al, 1993; Bown et al., 1997,
Dombroski, 1997). Sind beide Konsensus Hexamere in einer Promotorstruktur vorhanden, so
fiihrte das TG-Motiv zu einer Erhohung der Genexpression (Chan und Busby, 1989).

Besonders stark exprimierte Gene weisen auflerdem in ihrer Promotor-DNA stromaufwirts
der —35-Region eine konservierte AT-reiche Region auf (Estrem er al., 1998; Ross et al.,
1998). Fiir den Promotor P1 des rrnB konnte gezeigt werden, dass die C-terminale Region der
0-UEs der RNAP an das sogenannte UP-Element, welches den Bereich von —40 bis —60 in
bezug auf die Transkriptionsinitiationsstelle umfasst, bindet (siehe Abb. 1a; Ross et al., 1993;
Blatter et al., 1994; Rao et al., 1994).

Durch Sequenzvergleiche der Proteine der 6'’-Familie in Eubakterien wurden vier hoch
konservierte Aminosdureregionen (07O—Regionen 1-4; sieche Abb. 1b) identifiziert, welche fiir
die Bindung des o'°—Faktors an das Core-Enzym, die Erkennung der Promotorregion, die
Bindung an die Promotorregion, fiir das Aufschmelzen der Promotor-DNA und somit fiir die
Bildung des offenen Promotor-Komplexes verantwortlich sind (Helmann und Chamberlain,
1988; Lonetto et al., 1992). Zwei Subregionen der Proteine sind hierbei wichtig fiir die
Erkennung und Bindung an die Promotorsequenz der DNA. Die Subregion 2.4 erkennt die
-10-Region und die Subregion 4.2 die —35-Region. Mutationen in den Regionen 2.4 und 4.2
fiihrten zu der Anderung der spezifischen Interaktionen des RNAP Holo-Enzyms mit den
—10- und -35-Konsensus Sequenzen (Gardella et al., 1989; Siegele et al., 1989; Zuber et al.,
1989; Daniels et al., 1990; Waldburger et al., 1990).
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a)

UP-Element -35-Region -10-Region +1

P ] 16 - 18 nt T 5-9nt ,—E[
—— AT-reich ——{ TTGACAN| TATAAT A

s I 1 I

extended
-35-Region -10-Region +1

b)

Erkennung
der -10-
Region

Abb. 1: Schematische Darstellung einer prokaryontischen Promotorregion, welche von dem ¢'’-Faktor des
Holo-Enzyms der RNAP erkannt wird. a Aufbau der Promotorregion mit den —35- und —10-
Konsensus Sequenzen sowie dem UP-Element, welches nur in stark exprimierenden Promotoren
vorhanden ist. Der Transkriptionsstart (Pfeil) wird héufig von einer Purinbase gebildet. Bei
Vorhandensein einer “extended —10-Region” ist die —35-Region entbehrlich. b Struktureller
Aufbau des ¢'’-Faktors mit den vier Regionen und den dazugehorigen Subregionen mit den
entsprechenden Funktionen (modifiziert nach Wosten, 1998a).

Der genaue Hergang zwischen der Protein-Protein-Interaktion des 6'"-Faktors mit dem Core-
Enzym, sowie der Protein-Nukleinsdure-Interaktionen zwischen dem c'” als Bestandteil des
Holo-Enzyms und der Promotorsequenz, ist noch nicht vollstindig gekldrt und wird wie folgt
formuliert (Abb. 2):

Durch die Subregionen 2.1 und 2.2 des 6'"-Faktors wird dieser an die B- und B"-UEs an
das Core-Enzym der RNAP (0B gebunden, wobei die Hauptbindungsstelle von der
N-terminalen Region der 3”-UE ausgeht (Arthur und Burgess, 1998; Burgess und Anthony,
2001). Die Assoziation des Core-Enzyms mit dem o'°—Faktor fiihrt zu einer
Konformationsénderung des o'°—Faktors (Young et al., 2001). Dies wiederum verdndert den
Abstand zwischen den (570—Regionen 2.4 und 4.2. Kuznedelov et al. (2002) konnten zeigen,
dass eine sogenannte “flexible flap’-Doméne der B-UE der RNAP mit der Region 4 von o,
welcher mit o' nahe verwandt ist, interagiert. Somit wird eine weitere
Konformationsénderung ausgelost, die zur korrekten Positionierung der ¢ -Regionen 4 und 2

zu den —35- und —10-Promotorsequenzen der DNA fiihrt. Die DNA ist dabei teilweise um die
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RNAP gewunden (Zinkel und Crothers, 1991; Perez-Martin et al., 1994). Die 070—Regionen
4.2 und 2.4 konnen nun mit der doppelstrangigen —35-Region und —10-Region der Promotor-
DNA interagieren (Dombroski e? al., 1992; 1996) und bilden den geschlossenen Promotor-
Komplex. Weiterfithrende Untersuchungen zeigten, dass nur die doppelstringige DNA der
—10-Region stromaufwirts der Position —10 wichtig fiir die Bindung an die c" -Region 2.4 ist
(Dombroski, 1997). Die Region 2.5 des 6'"-Faktors der RNAP aus E. coli ist fiir die
Erkennung des “extended —10-Motivs” verantwortlich (Barne et al., 1997; Bown et al., 1999).
Wiederum andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die 070—Region 2 auch an der
Bindung der —10-Sequenz der einzelstringigen DNA des kodierenden Stranges beteiligt ist,
um somit den offenen Promotor-Komplex zu stabilisieren (Roberts und Roberts, 1996; Marr

und Roberts, 1997; Huang et al., 1997; Qiu und Helmann, 1999; Young et al., 2001).
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Abb. 2: Vereinfachtes Modell der Transkriptionsinitiation in Prokaryonten.
Das Core-Enzym (0p33") der RNAP bildet mit dem o-Faktor das
Holo-Enzym, welches an die Promotorregion binden kann. Nach
erfolgreicher Transkriptionsinitiation dissoziiert der ¢-Faktor vom
Holo-Enzym und das Core-Enzym geht in die Elongation und damit
zur RNA-Synthese iiber. Nihere Erlduterungen siche Text.
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Weiterhin ist die 07O—Subregion 2.3 im Holo-Enzym-Komplex fiir das Aufschmelzen der
DNA im Bereich —11 bis +1 und somit fiir Bildung des offenen Promotor-Komplexes
verantwortlich (Juang und Helmann, 1994; Rong und Helmann, 1994; Guo und Gralla, 1998;
Panaghie et al., 2000). Die Region 1 des 6'"-Faktors aus E. coli ist beteiligt an einem
Isomerisierungsvorgang, der bendtigt wird fiir den Ubergang des geschlossenen Promotor-
Komplex zu dem offenen Promotor-Komplex (Wilson und Dombroski, 1997). Das
Aufschmelzen der DNA ist mit einer Konformationsinderung der RNAP verbunden, die die
Bildung einer Transkriptionsblase zur Folge hat (Roe ef al., 1985). Der Template-Strang wird
in das aktive Zentrum des Core-Enzyms gedringt, welches von den 3- und B°-UE der RNAP
gebildet wird. Nach der Bindung des ersten Nukleosidtriphosphats fiir die Bildung der RNA
folgen weitere Phosphodiesterbindungen. Erst werden kurze abortive RNA-Transkripte
gebildet (< 10 Nukleotide), die aus dem “ternary Komplex” entlassen werden (Gralla et al.,
1980; Munson und Reznikoff, 1981). In diesem Zustand verweilt das Holo-Enzym an der
Promotor-DNA. Nach erfolgreicher Transkriptionsinitiation dissoziiert der o-Faktor aus dem
Komplex (Hansen und McClure, 1980; Krummel und Chamberlin, 1989) und das Core-

Enzym (03B") verlésst fiir die Elongation den Promotor.

1.2.2 Transkriptionsinitiation in Eukaryonten

Eukaryonten besitzen drei verschiedene RNA Polymerasen (RNAP), die die Transkription der
DNA in RNA katalysieren. Die RNAP I transkribiert die Gene, welche fiir die rRNA
kodieren, die RNAP II transkribiert die Gene der mRNA als auch bestimmte snRNAs, und die
RNAP III transkribiert die Gene der tRNAs sowie 5S RNA (Zawel und Reinberg, 1995;
Fassler und Gussin, 1996).

Die RNAP II, welche die Gene der mRNA transkribiert und auf die ich mich bei der
Beschreibung der Transkriptionsinitiation in Eukaryonten beschridnken mochte, besteht in
phylogenetisch sehr unterschiedlichen Organismen meistens aus zwolf UEs (Woychik, 1998).
Sie kann nur durch die Bindung von allgemeinen Transkriptionsfaktoren (" general
transcription factors’, GTFs) unter Bildung des Pri-Initiationskomplexes (PIC) die spezifische
Transkription initiieren. Hierzu gehoren die GTFs TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF und TFIIH.
Die Rolle des TFIIA als GTF wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Diese einzelnen
GTFs, mit Ausnahme des TFIIB, setzen sich wiederum aus UEs zusammen (Zawel und
Reinberg, 1995; Orphanides et al., 1996; Roeder, 1996; Hampsey, 1998; Woychik und
Hampsey, 2002).
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In Eukaryonten gibt es drei verschiedene Familien von cis-regulierenden DNA-
Sequenzelementen zur Transkriptionsinitiation durch die RNAP II. Hierzu gehort die Familie
des Core-Promotors, die “promoter-proximal elements” und die “promoter-distal elements”
oder auch Enhancer genannt (Orphanides et al., 1996). Die cis-regulierenden DNA-
Sequenzelemente, welche nicht zu dem Core-Promotor gehoren, werden oft auch als
“upstream activating sequences” (UAS) bezeichnet.

Der Core-Promotor ist fiir die Bindung der GTFs und damit der RNAP II verantwortlich
und kontrolliert die Lage der Transkriptionsinitiationsstelle. Er kann mehrere
Sequenzelemente beinhalten (Abb. 3). Ein Sequenzelement des Core-Promotor ist die
AT-reiche TATA-Box mit der Konsensus Sequenz TATA(A/T)A(A/T) (Breathnach und
Chambon, 1981; Bucher und Trifonov, 1986; Bucher, 1990). Sie ist in den meisten
Eukaryonten konserviert und liegt 25 bis 30 nt stromaufwérts von der
Transkriptionsinitiationsstelle, wobei die exakte Lokalisation der ersten Base T (TATAAAA)
je nach Gen von Position —34 bis —26 variiert (Breathnach und Chambon, 1981). Die
Vergleiche der Konsensus Sequenzen der TATA-Box ergaben die stirkste Konservierung der
Basen an den Positionen zwei, drei, vier und sechs (TATAAAA; Bucher, 1990).
Mutationsanalysen bestétigten die Konservierung dieser Basen (Myers et al., 1986; Huang et
al., 1988; Giangrande et al., 1989; Wobbe und Struhl, 1990). Klassischerweise nimmt man
an, dass an die TATA-Box eine UE des TFIID bindet, welche als TBP (TATA-
Bindungsprotein) bekannt ist (Hernandez, 1993; Burley und Roeder, 1996). TFIID umfasst
auBBerdem noch eine Anzahl von TBP assoziierten Faktoren oder TAFs (Burley und Roeder,
1996; Verrijzer und Tijan, 1996; Tansey und Herr, 1997; Albright und Tjian, 2000). In
in vitro-Experimenten konnte jedoch gezeigt werden, dass unter bestimmten Umstidnden auch
Transkriptionsinitiation ohne TBP nachgewiesen werden konnte (Usheva und Shenk, 1994;
Wieczorek, 1998). In Drosophila hat man neben dem TBP einen sogenannten "TBP-related
factor” (TRF1) gefunden, welcher dem TBP homolog ist. In diesem Falle erkennt der TRF1 in
Analogie zur TATA-Box eine sogenannte TC-Box. Diese Sequenz ist TC-reich und liegt
ca. 25 nt stromaufwirts der Transkriptionsinitiationsstelle. Der TRF1 gehort zu einem
Proteinkomplex (CTBP-free T AFj—containing complex”; TFTCO), welcher
Transkriptionsfaktoren beinhaltet, die sich von denen des TFIID-Komplexes unterscheiden
(Crowley et al., 1993; Hansen et al., 1997; Holmes und Tjian, 2000). AuBerdem wurden in
Metazoa neben dem TBP noch weitere TBP-dhnliche Faktoren ("TBP-like factors”; TLFs)
identifiziert, welche fiir die Erkennung der Promotor-DNA unabhiéngig von der TATA-Box
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verantwortlich sind. Man nimmt an, dass TLFs an der Expression spezifischer Gene beteiligt
sind (Dantonel et al., 1999).

Direkt stromaufwirts der TATA-Box befindet sich in dem humanen Transkriptionsapparat
der RNAP II ein weiteres Core-Promotor-Element, das "IIB recognition element” (BRE). An
diesem Element mit der Konsensus Sequenz (G/C)(G/C)(G/A)CGCC bindet der Faktor TFIIB
(Lagrange et al., 1996; 1998; Qureshi und Jackson, 1998).

Wieder andere Core-Promotoren werden als TATA-less bezeichnet und beinhalten den
sogenannten Initiator (Inr), der fiir die korrekte Transkriptionsinitiation verantwortlich ist
(Smale und Baltimore, 1989; Zenzie-Gregory et al., 1992; Smale, 1997). Die Konsensus
Sequenz des Inr wird durch PyPyA,N(A/T)PyPy (A, = Transkriptionsinitiationsstelle) in
den Promotorsequenzen von Sédugergenen (Bucher, 1990; Javahery e al., 1994) und durch
TCA,1(G/T)TPy in den TATA-less Promotorsequenzen von Drosophila Genen (Arkhipova,
1995) beschrieben, sie ist weniger stark konserviert und umgibt als Sequenz die
Transkriptionsinitiationsstelle. Mutationsanalysen des Inr aus Genen von Sidugetieren
ergaben, dass innerhalb der Konsensus Sequenz das A an Position +1, ein A oder T an
Position +3 und eine Pyrimidinbase an Position -1 bezogen auf die
Transkriptionsinitiationsstelle fiir die Stdrke des Inr-Elements am wichtigsten sind (Bucher,
1990; Javahery et al., 1994). Das Inr-Element kann ebenfalls in Promotoren vorhanden sein,
welche eine TATA-Box beinhalten. Hierbei fiihrt es oft zu einer Erhdhung der
Expressionsstirke des Promotors (Javahery et al., 1994; Lo und Smale, 1996). An der
Bindung an den Inr sind die TAFs des TFIID-Komplexes oder andere Transkriptionsfaktoren
wie TFII-I oder YY1 beteiligt (Martinez et al., 1994; Smale, 1997; Chalkley und Verrijzer,
1999; Albright und Tjian, 2000).

Desweiteren wurde ein Promotorelement in Drosophila und in humaner DNA entdeckt,
welches bisher nur in TATA-less aber Inr-haltigen Promotoren nachgewiesen wurde. Dieses
sogenannte “downstream promoter element” (DPE) erstreckt sich typischerweise von Position
+28 bis +34 bezogen auf die Transkriptionsinitiationsstelle mit der Konsensus Sequenz
PuG(A/T)CGTG und ist mitverantwortlich fiir die pridzise Transkriptionsinitiation durch das
Inr-Element. Das DPE wird durch die TAFs erkannt (Burke und Kadonaga, 1996; 1997;
Albright und Tjian, 2000).

Fiir die Transkription in vivo werden neben dem Core-Promotor, welcher fiir die basale
Transkription verantwortlich ist, noch wie einleitend beschrieben die “promoter-proximal

elements” und/oder Enhancer bendtigt. Dies sind kurze regulatorisch wirkende Sequenzen.
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Abb.3: Schematische Darstellung moglicher eukaryontischer Promotorregionen. Die TATA-Box ist am
hiufigsten in eukaryontischen Promotoren vertreten. Sie liegt ca. 25 bis 30 nt stromaufwirts der
Transkriptionsinitiationsstelle (Pfeil). Im humanen Transkriptionsapparat befindet sich teilweise direkt
stromaufwirts der TATA-Box das “1IB recognition element” (BRE). Neben der TATA-Box beinhalten
einige Promotoren das Inr-Element. Die Transkriptionsinitiation geht hdufig von einem Adenin aus.
TATA-less Promotoren beinhalten nur das Inr-Element. In TATA-less Promotoren wurde in Drosophila
und in humanen Zellen das “downstream promoter element” (DPE) nachgewiesen. Cis-regulierende
DNA-Sequenzelemente, die nicht zum Core-Promotor gehoren, wurden als UAS dargestellt.

Die “promoter-proximal elements” sind Sequenzen, die an den Core-Promotor grenzen,
wohingegen Enhancer bis zu einige kbp stromaufwirts oder stromabwirts des Core-
Promotors liegen konnen. Beide Elemente stellen Bindungsstellen fiir die
Transkriptionsfaktoren (TF) dar, welche die basale Transkription ausgehend von dem Core-
Promotor verstidrken, abschwichen und regulieren konnen (Johnson und McKnight, 1989;
Mitchell und Tjian, 1989; Zawel und Reinberg, 1995; Fassler und Gussin, 1996; Orphanides
et al., 1996; Hampsey, 1998). Zu den “promoter-proximal elements” gehoren z. B. die CAAT-
und GC-Box. Sowohl CAAT- als auch GC-Box konnen in beiden Orientierungen in der
Promotor-DNA vorkommen (Bucher, 1990). Zu jedem eukaryotischen Gen gehoren fiir
Bindung von TFs meistens mehrere Sequenzelemente, welche die Transkription des Gens
kontrollieren. Sie sind u. a. dafiir verantwortlich, dass bestimmte Gene nur in bestimmten
Zelltypen und in bestimmten Entwicklungsstadien der Organismen exprimiert werden. Einige
Gene hingegen, wie z. B. Haushaltsgene werden mehr oder weniger konstitutiv in allen
Zelltypen exprimiert. Hierbei nehmen die TAFs des TFIID-Komplexes die Rolle von
zellspezifische Coaktivatoren ein, welche zwischen der Core-Maschinerie und den
Transkriptionsaktivatoren interagieren (Flanagan et al., 1991; Verrijzer und Tjian, 1996;
Freiman et al., 2001). Des weiteren wurde ein Proteinkomplex, welcher als Mediator

bezeichnet wird, identifiziert. Der Mediator wird bendtigt, um die Informationen
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genspezifischer Aktivatoren oder Repressoren dem Core-Promotor zu vermitteln. Der
Komplex ist variabel und besteht aus mehreren UEs und verschiedenen Domidnen. Mediatoren
binden nicht spezifisch an die DNA, sondern interagieren physikalisch zwischen den
Proteinen (Flanagan et al., 1991; Kim et al., 1994; Myers und Komberg, 2000; Gustafsson
und Samuelsson, 2001).

Ein Modell, welches die GTFs und RNAP II in einer bestimmten Reihenfolge an der
Promotor-Sequenz der DNA versammelt, vereinfacht die Beschreibung der Aufgaben der

einzelnen Komponenten bei der Bildung des PICs (Abb. 4b; Orphanides et al., 1996).

= s
Aufschmelzen des
L Promotors ATP
[ Mediator)

¥ : P/‘\...
W
RNA-Synthese &
Promotor Clearance f@ TATA

Abb. 4: Modell fiir die Transkriptionsinitiation durch die RNAP II (modifiziert nach Orphanides
et al., 1996). a Beispiel fiir ein Holo-Enzym-Modell. b In vitro-Modell des PICs bei
dem sich die GTFs und die RNAP II in einer bestimmten Reihenfolge an der
Promotorsequenz der DNA versammeln. Néhere Erlduterungen siehe Text.
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Die Zusammensetzung des PICs variiert in Abhingigkeit von den Core-Promotor-Elementen
und ist deswegen nur vereinfacht dargestellt worden. So wurde bei dieser Beschreibung nur
auf den TFIID-Komplex eingegangen, dabei wurden weitere Moglichkeiten der
Promotorerkennung durch TRF oder TLF vernachlissigt.

Der TFIID-Komplex bestehend aus TBP und TAFs ist fiir die Erkennung des Promotors
verantwortlich (Hernandez, 1993; Burley und Roeder, 1996; Verrijzer und Tjian, 1996;
Albright und Tjian, 2000). Die Bindung an die TATA-Box erfolgt durch die Carboxy-
terminale Doméne (CTD) des TBP. Die TAFs interagieren mit den angrenzenden Sequenzen
wie dem Inr oder dem DPE. Das TBP bindet an die TATA-Box in der kleinen Furche der
DNA (Lee et al., 1991; Starr und Hawley, 1991) und nimmt eine sattelihnliche Struktur {iber
die gekriimmte Form der DNA an (Nikolov et al, 1992; 1996). Dies verursacht eine
Verzerrung und damit ein geringfiigiges Entwinden der DNA im Bereich der TATA-Box und
ermoglicht dadurch eine bessere Interaktion des TFIIA, des TFIIB, der TAFs und anderer
regulatorischer Proteine mit der DNA. Danach kann die Bindung des TFIIA durch Interaktion
mit dem TBP und der DNA stromaufwirts der TATA-Box erfolgen, welche den TBP-DNA-
Komplex stabilisiert (Lagrange et al., 1996; Orphanides et al., 1996; Hampsey, 1998). Die
Bindung des TFIIB erfolgt durch direkte Interaktion mit dem TBP. In humanen Zellen
interagiert der TFIIB mit dem BRE stromaufwirts der TATA-Box, aber auch mit Sequenzen
stromabwirts der TATA-Box. TFIIB stabilisiert einerseits den TBP-TATA-Komplex und ist
aullerdem wichtig bei der Definition der Transkriptionsrichtung (Nikolov et al., 1995; 1996;
Lagrange et al., 1996; 1998; Tsai und Sigler, 2000). Unterschiedliche Mutationsstudien des
TFIIB haben Auswirkungen auf die Zusammensetzung des PICs hervorgebracht sowie
Verdnderungen in der Transkriptionsinitiationsstelle gezeigt (Li et al., 1994; Cho und
Buratowski, 1999; Hawkes und Roberts, 1999; Faitar et al., 2001). Es wird angenommen,
dass TFIIB verantwortlich ist fiir den korrekten Abstand zwischen der TATA-Box und dem
Transkriptionsstart (Leuther ez al., 1996). TFIIB ist weiterhin beteiligt an der Bindung des
Komplexes aus RNAP II und TFIIF an das TBP, wobei er sowohl mit der RNAP II als auch
dem TFIIF interagiert (Ha et al., 1993; Tan et al., 1994; Sun und Hempsey, 1995; Fang und
Burton, 1996; Leuther et al., 1996). Der Faktor TFIIF ist in humanen Zellen ein
Heterotetramer, bestehend aus zwei grolen UEs (TFIIFo/RAP74) und zwei kleinen UEs
(TFIIFB/RAP30), welche verschiedene Dominen besitzen. Er stellt mit den kleinen UEs den
Kontakt zu der nicht phosphorylierten RNAP II (RNAP IIA) her und fiihrt sie zu dem
Komplex an der DNA (Sopta et al., 1985; Flores et al., 1988; Lu et al., 1991). Die Bindung
der RNAPII und des TFIIF stabilisiert den Komplex aus DNA, TBP und TFIIB. Dabei
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interagiert RAP30 mit der DNA auf beiden Seiten der TATA-Box, wohingegen fiir RAP74 in
unterschiedlichen Experimenten die Interaktion mit der stromabwirtsliegenden DNA-
Sequenz der TATA-Box als auch die Interaktion mit der DNA auf beiden Seiten der TATA-
Box nachgewiesen wurde (Kim et al., 1997; Forget et al., 1997). Die humane RNAP II weist
die Interaktion von drei UEs u. a. der groBten und der zweitgroBten UE iiber 60 bp (Position
—53 bis 49) mit der DNA auf. Durch elektronenmikroskopische Aufnahmen konnte gezeigt
werden, dass nach der Bindung des TFIIF und der RNAP II an den Komplex die Promotor-
DNA um die RNAP II gewunden ist (Kim er al., 1997; Forget et al., 1997). TFIIF ist
aullerdem als Elongationsfaktor an der Transkription (Reines et al., 1996) und mit TFIIB an
der Regulation der CTD-Phosphatase-Aktivitdit der RNAP II beteiligt (Kim et al., 1994;
Chambers et al., 1995; Kobor et al., 2000; Kamada et al., 2001). Die Bindung der RNAP II
durch den Faktor TFIIF an den TFIID-TFIIB-Promotor-Komplex fiihrt nur durch die Bindung
von zwel weiteren GTFs TFIIE und TFIIH zum PIC zur Initiation der RNA-Synthese. Hierbei
wird TFIIE durch direkte Interaktion mit der RNAP IIA an den Komplex gebunden (Maxon et
al., 1994; Leuther et al., 1996). TFIIE humaner Zellen ist ebenfalls ein Heterotetramer,
bestehend aus je zwei grolen und zwei kleinen UEs (TFIIEc, TFIER; Ohkuma et al., 1990;
Inostroza et al., 1991). Die UEs sind beteiligt am unspezifischen Kontakt des TFIIE zur DNA
direkt stromabwiérts der Transkriptionsblase und somit nahe dem aktiven Zentrums der
RNAP II (Leuther et al., 1996; Robert et al., 1996; Kim et al., 2000). Weiterhin vermittelt
TFIIE die Bindung von TFIIH (Flores et al., 1992; Maxon et al., 1994), wodurch der PIC
vervollstdndigt wird. TFIIH ist mit neun UEs der gro3te und der komplexeste GTF. Er ist der
einzige GTF mit definierter Enzymaktivitdt, die als ATP-abhingige DNA-Helikase- und
Cyclin-abhingige Proteinkinase-Aktivitdt beschrieben wird (Schaeffer ef al., 1993; Feaver et
al., 1994; Serizawa et al., 1995; Svejstrup et al., 1996; Tirode et al., 1999). Damit ist TFIIH
verantwortlich fiir das Aufschmelzen der Promotor-DNA wund ist beteiligt an der
Phosphorylierung der CTD der RNAP II. Es wurden zwei verschiedene Modelle erstellt wie
eine der beiden Helikasen, die TFIIH beinhaltet, das Aufschmelzen der Promotor-DNA
katalysiert (Douziech et al., 2000; Kim et al., 2000). In beiden Fillen interagiert die UE des
TFIIH, welche diese Helikase beinhaltet, mit der DNA und fiihrt zu einer ATP-abhiingigen
Bildung des offenen Promotor-Komplexes. Das Aufschmelzen der DNA erfolgt zwischen den
Nukleotiden der Positionen —9 bis +2 im PIC (Holstege et al., 1997; Yan und Gralla, 1997).
Auch TFIIE ist mitverantwortlich fiir das Aufschmelzen der Promotor-DNA, indem er die
aufgeschmolzene Promotor-DNA stabilisiert (Holstege et al., 1995; Kuldell und Buratowski,
1997). Die RNAP II bildet mit ihren beiden groflten UEs das aktive Zentrum, welche nun
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durch Phosphodiesterbindungen der NTPs die RNA-Synthese katalysiert. Hierbei werden erst
abortive RNAs synthetisiert bevor die RNAP II zur produktiven RNA-Synthese iibergeht. Die
grofite UE der RNAP II enthilt eine CTD, die je nach genomischer Komplexitit des
Organismus 26 bis 52 Wiederholungen von einem Heptapeptid mit der Konsensus Sequenz
Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser (Corden, 1990) beinhaltet. Die Phosphorylierung der CTD der
RNAP II ist ATP-abhingig und findet beim Ubergang des PICs in den Elongationskomplex
statt. Hierbei wird bevorzugt Serin der Konsenus CTD phosphoryliert. Die Phosphorylierung
der CTD ist ein komplexer Mechanismus, wobei unklar ist, ob TFIIH die einzige
Proteinkinase beinhaltet, die die CTD nach Bildung des PICs phosphoryliert (Dahmus, 1996;
Trigon et al., 1998). In Saccharomyces cerevisiae wurden bisher vier Cyclin-abhédngige
Proteinkinasen identifiziert, die wéahrend der Transkription an der Phosphorylierung der CTD
beteiligt sind (Murray et al., 2001). Eine dieser Proteinkinasen ist fiir das Recyclen der
phoshorylierten Form der RNAP II verantwortlich. Jedoch kann nur die phosphorylierte
RNAP II (RNAP IIO) den Promotor verlassen (Dahmus, 1996). Nach der Promotor Clearance
werden die GTFs TFIIB, TFIIE und TFIIH aus der Bindung des Komplexes entlassen und die
RNAP II mit TFIIF kann in die Phase der Elongation iibergehen, wobei die GTFs TFIID und
TFIIA an dem Promotor-DNA verweilen (Orphanides et al., 1996; Roeder, 1996). Die
Phosphorylierung der CTD der RNAP II durch TFIIH wird durch TFIE (Lu et al., 1992;
Ohkuma et al., 1995) und durch den Mediator-Komplex stimuliert, wobei der Mediator mit
der CTD der RNAP II interagiert (Kim et al., 1994; Myers et al., 1998). Dies fiihrt in einigen
Arbeitsgruppen zu der Interpretation, dass der Mediator zu der Dbasalen
Transkriptionsmaschinerie der RNAP II gehort (Gustafsson und Samuelsson, 2001; Woychik
und Hampsey, 2002).

In vivo nimmt man an, dass ein Holo-Enzym-Komplex (Abb. 4a), welcher in Abhingigkeit
der Reinigungsmethoden die RNAP II, TFIIF bzw. TFIIB, TFIIF und TFIIH sowie den
Mediator-Komplex als auch weitere Coaktivatoren beinhaltet in einem Schritt an die
Promotor-DNA bindet (Kim et al., 1994; Thompson und Young, 1995; Halle und
Meisterernst, 1996; Greenblatt, 1997; Myer und Young, 1998; Myers et al., 1998; Ranish et
al., 1999). Hierbei bindet erst TFIID an der Promotor DNA und dann erfolgt die Bindung des

Holo-Enzyms, die durch Aktivatoren stimuliert wird.

1.2.2.1 Der Core-Promotor der RNA-Polymerase II in Pflanzen
Die in dem Abschnitt 1.2.2 beschriebene basale Transkriptionsmaschinerie ist auch

wesentlicher Bestandteil der Transkription der mRNA-Gene durch die RNAP II pflanzlicher
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Zellen, die im Vergleich zu anderen eukaryontischen Zellen wie Hefe-, tierischen oder
humanen Zellen eher selten untersucht worden sind (Kuhlemeier, 1992; Sugiura, 1997; Singh,
1998). Die grofie Sequenzhomologie der UEs der RNAP II verschiedener eukaryontischer
Organismen (Woychik, 1998) als auch die funktionale Konservierung der TATA-Box,
untersucht in N. tabacum, Drosophila melanogaster und in Hel.a in vitro-Systemen, weisen
auf evolutionire Konservierung der basalen Transkriptionsmaschinerie der RNAP II in
Eukaryonten hin (Yamaguchi et al., 1998). Ackerman et al. (1987) ist es gelungen
verschiedene Proteinfraktionen aus Weizenkeimen zu isolieren, die GTFs enthielten. So
konnte fiir TFIIA aus Weizen die gleiche Funktion wie fiir die des humanen TFIIA an
pflanzlichen und viralen Promotoren gezeigt werden (Burke et al., 1990). Aulerdem wurde
u. a. die Kristallstruktur des TBP aus A. thaliana, sowie die Bildung des Komplexes aus dem
humanen TFIIB mit dem TBP aus A. thaliana, gebunden an die TATA-Box des Adenovirus
Major Late Promotor (AAMLP), durch Rontgenstrukturanalysen untersucht (Nikolov et al.,
1992; 1995). Schon Gasch et al. (1990) haben bei der Entdeckung zweier Gene fiir das TBP
aus A. thaliana nachweisen konnen, dass beide Proteine an die Promotor-DNA des AdAMLP
binden und damit dass humane TBP ersetzen kdnnen, um die basale Transkription in vitro zu
aktivieren. Auch in Mais wurden zwei Gene, welche fiir TBPs kodieren, entdeckt. Diese
TBPs fiihrten zu unterschiedlichen Expressionsmustern und regulieren vermutlich
unterschiedliche zellspezifische Funktionen (Haass und Feix, 1992; Vogel et al., 1993). Die
Arbeitsgruppen stellten eine starke Konservierung der CTD der TBPs aus Hefe und
A. thaliana bzw. Z. mays fest. Weiterhin konnte in Untersuchungen mit verschiedenen
5 -upstream-Fragmenten des Phenylalanin-Ammonium-Lyase Promotors aus Reis gezeigt
werden, dass ein Minimalpromotor, welcher die TATA-Box und den Inr beinhaltet, fiir die
korrekte basale Transkription verantwortlich ist (Zhu et al., 1995).

Die Konsensus Sequenzen der pflanzlichen Promotor-Regionen wurden durch den
Vergleich von 79 publizierten genomischen DNA-Sequenzen hoherer Pflanzen ermittelt
(Joshi, 1987). Hierbei lag die TATA-Box mit der Konsensus Sequenz TATATATA 32 + 7 nt
stromaufwirts von der Transkriptionsinitiationsstelle, wobei die ersten vier Nukleotide und
das Adenin an Position sechs mit 90 — 97 % am stérksten konserviert waren. Die Konsensus
Sequenz des Inr wurde mit TCA,,; TCA beschrieben. Ein Adenin war in 85 % der untersuchten
pflanzlichen Promotoren Transkriptionsinitiationsstelle. Die Analyse der Konsensus Sequenz
der pflanzlichen TATA-Box unterscheidet sich nicht von der vorher beschriebenen TATA-
Box mit der Konsensus Sequenz TATA(A/T)A(A/T) (Breathnach und Chambon, 1981;
Bucher und Trifonov, 1986; Bucher, 1990). Die pflanzliche Konsensus Sequenz des Inr zeigt
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eine weniger starke Homologie zu der Konsensus Sequenz PyPyA.;N(A/T)PyPy aus
Saugerzellen (Javahery et al., 1994).

Auch in Pflanzen sind in vivo weitere cis-regulierende Elemente notwendig, die
Bindungsstellen fiir Aktivatoren als auch Repressoren darstellen und somit die basale
Transkription ausgehend von dem Core-Promotor verstirken, abschwichen und regulieren

konnen.

1.2.3 Transkriptionsinitiation in Plastiden

An der Transkription in den Plastiden hoherer, photosynthetischer Pflanzen sind zwei
verschiedene RNA-Polymerasen, die PEP (“plastid-encoded plastid RNA polymerase”) und
die NEP (‘nuclear-encoded plastid RNA polymerase”) beteiligt (Maliga, 1998; Hess und
Borner, 1999).

Die PEP, welche der RNAP aus Eubakterien sehr dhnlich ist, initiiert die Transkription an
einem dem (570—Typ dhnlichen Promotor (Allison, 2000). Das PEP Core-Enzym setzt sich aus
den UEs zusammen, die von den Genen rpoA (o-UE), rpoB (B-UE), rpoC1 (B”-UE) und
rpoC2 (B”"-UE) des Plastidgenoms exprimiert werden. Es wird als 0,BBB”" beschrieben,
wobei die B~ und die B”-UE dquivalent dem N- und C-Terminus der B”-UE des Core-
Enzyms der bakteriellen RNAP sind (Hu und Bogorad, 1990; Hu er al., 1991; Igloi und
Kossel, 1992; Suguira, 1992). In Plastiden aus Sinapis alba L. hat man neben der eben
beschriebenen PEP (PEP-B) eine komplexere Form mit mindestens 13 Polypeptiden der PEP
(PEP-A) nachweisen konnen. Hierbei konnte PEP-B in Etioplasten von im Dunkeln
gewachsenen Senf-Sdmlingen und PEP-A in Chloroplasten von griinen Senf-Sdmlingen
nachgewiesen werden. Beide Enzyme binden in vitro unter verschiedenen Voraussetzungen
an identische Promotorstrukturen und transkribieren dieselben Gene (Pfannschmidt und Link,
1994; 1997). Durch Sequenzierung der N-Termini der beiden grof3ten UEs der PEP-A (110
kDa, 141 kDa) konnte festgestellt werden, dass diese identisch mit den Genprodukten von
rpoB und rpoC2 der PEP-B aus S. alba sind (Pfannschmidt er al., 2000). Somit wird
angenommen, dass PEP-A und PEP-B das gleiche Core-Enzym besitzen, jedoch in
Etioplasten bzw. Chloroplasten zusitzlich unterschiedliche Komponenten binden. Die
Komplexitdt des Core-Enzyms hédngt wahrscheinlich von dem Entwicklungsstadium des
Chloroplasten ab (Link, 1996, Pfannschmidt ef al., 2000). Eine PEP, welche in Abhéingigkeit
von dem Entwicklungsstadium in bezug auf Promotorselektivitit und Lichtabhingigkeit

variiert, konnte auBerdem in Weizen nachgewiesen werden (Satoh et al., 1999).
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Fir die Promotorerkennung der PEP sind hochstwahrscheinlich sogenannte o©-dhnliche
Faktoren (“sigma-like factors’, SLF) verantwortlich (Allison, 2000; Hakimi et al., 2000). Aus
den Etioplasten und Chloroplasten von Senf konnten drei SLFs mit Groen von 67, 52 und
29 kDa isoliert werden (Tiller et al., 1991; Tiller und Link, 1993). Nachdem sich die
Annahme bestitigte, dass die SLFs im Zellkern kodiert werden, fand man Sequenzen mit
Homologien zu den bakteriellen 6-Faktoren, welche als cDNAs kloniert wurden. Somit sind
heutzutage die Sequenzen einer groBen Anzahl von SLFs aus z. B. Arabidopsis (Isono et al.,
1997; Tanaka et al., 1997; Yao uns Allison, 1998; Kanamaru et al., 1999; Fujiwara et al.,
2000), Mais (Tan und Troxler, 1999; Lahiri et al., 1999), Reis (Tozawa et al., 1998) und Senf
(Kestermann et al., 1998) bekannt.

Die Promotorstruktur, welche von dem PEP Holo-Enzym erkannt wird, beinhaltet die fiir
die Eubakterien bekannten —35- (TTGACA) und -10- (TATAAT) Konsensus Sequenz
Elemente (Abb. 5a). Allerdings ist in den PEP Promotoren das TTG des —35-Sequenz
Elements hochkonserviert, wo hingegen das —10-Sequenz Element mit TANNNT weniger
stark konserviert ist. Der optimale Abstand der beiden Konsensus Sequenzen voneinander
liegt hier bei 18 £ 1 nt, der optimale Abstand der —10-Region zum Transkriptionsstart liegt bei
6 £ 1 nt (Gruissem und Tonkyn, 1993; Link, 1994). Die Transkriptionsaktivitit einiger PEPs
ist von im Zellkern gebildeten Transkriptionsfaktoren abhingig, welche mit upstream-
Elementen des Promotors interagieren (Sun et al., 1989; Iratni et al., 1994; Allison und
Maliga, 1995; Kim und Mullet, 1995).

Die zweite RNA-Polymerase, die NEP wurde erstmalig von Morden ef al. im Jahre 1991
beschrieben. Bei der Sequenzierung des Plastoms des nicht-photosynthetischen Organismus
Epifagus virginiana konnten keine funktionalen rpo-Gene identifiziert werden. Die NEP wird
im Zellkern der Pflanzenzellen kodiert und besteht aus einer einzigen UE, welche fiir ein
T7 Bakteriophagen-dhnliches Enzym kodiert (Lerbs-Mache, 1993). Das Gen, welche fiir diese
RNAP kodiert, wurde bisher in Chenopodium album (Weihe et al., 1997), A. thaliana (Hedtke
et al., 1997; 1999), N. tabacum (Hedtke et al., 2002), Z. mays (Young et al., 1998; Chang et
al., 1999) und Triticum aestivum (Ikeda und Gray, 1999) identifiziert. Das nukledre Genom
von A. thaliana enthilt drei Gene, welche fiir Bakteriophagen-dhnliche RNAPs (RpoT;l,
RpoT;2, RpoT;3) kodieren (Hedtke et al., 1997; 1999; 2000) und in N. tabacum liegen sogar
zwei orthologe Sets dieser drei Gene vor (Hedtke et al., 2002). RpoT;1 kodiert hierbei fiir die
RNAP, welche in den Mitochondrien aktiv ist und das RpoT;3-Genprodukt ist in den
Chloroplasten aktiv (Hedtke et al., 1997; 1999). Fiir das RpoT;2-Genprodukt aus A. thaliana

und N. fabacum konnte festgestellt werden, dass dieses sowohl in Mitochondrien als auch in
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Chloroplasten zu finden ist und vermutlich die Gene beider Genome transkribiert (Hedtke e?
al., 2000; 2002). Somit wurden fiir die Plastiden von A. thaliana und N. tabacum zwei
verschiedene nukledr kodierte Bakteriophagen-dhnliche RNAPs beschrieben.

Der Sequenzvergleich von NEP-Promotoren aus den Plastomen von Monokotyledonen
ergab zwei konservierte Boxen (Abb. 5b). Eine Box (YRT-Box) erstreckt sich um die

Transkriptionsinitiationsstelle mit der Konsensus-Sequenz YATAGAATAA, wobei das

YATA-Motiv am starksten konserviert ist. Eine weitere Box (GAA-Box) mit demselben
verkiirzten Motiv ATAGAAT, jedoch mit der stirksten Konservierung der Sequenz GAAT,
befindet sich 9-12 nt stromaufwirts der YRT-Box (Silhavy und Maliga, 1998; Hiibschmann
und Borner, 1998; Hess und Borner, 1999; Weihe und Borner, 1999). Der Sequenzvergleich
von NEP-Promotoren aus dem Plastom von N. tabacum weist ein dhnliches Boxen-Motiv auf.
Die Konsensus Sequenz der YRT-Box wird mit der Sequenz ATAGAATRAA um die
Transkriptionsinitiationsstelle beschrieben (Hajdukiewicz er al., 1997; Miyagi et al., 1998;
Hess und Borner, 1999; Weihe und Borner, 1999; Kapoor und Sugiura, 1999). Die GAA-Box
mit der Sequenz ATAWGAA liegt hier ca. 20 nt stromaufwirts der YRT-Box. Die Analyse
des rpoB Promotors aus N. tabacum ergab, dass die Funktion und Stdrke des Promotors von
einer Sequenz 15 nt stromaufwirts der Transkriptionsinitiationsstelle (-14 bis +1) abhingt.
Diese Sequenz beinhaltet ebenfalls ein YATA-Motiv (-8 bis —5), wobei die Nukleotide CAT
an den Positionen -8 bis —6 am stédrksten konserviert sind (Liere und Maliga, 1999a). Eine
Sequenz mit dem GAAT-Motiv (-21 bis -18) liegt nur 9 nt stromaufwirts des YATA-Motivs
des rpoB Promotors und beeinflusst nach der Analyse von Liere und Maliga (1999a) die
RNAP-Aktivitdt nur sehr gering. Die Funktion und Stidrke des accD Promotors wiederum
hingt von einer Sequenz mit 19 nt (=17 bis +2) ab. Auch dieser Promotor beinhaltet das
YATA-Motiv (-9 bis —6) mit TAT an den Positionen —9 bis —7 (Liere und Maliga, 1999a;
1999b), jedoch keine GAA-Box. Die analysierten Promotorregionen des rpoB als auch der
accD Promotor aus N. tabacum weisen auf keine weiteren cis-regulatorischen Elemente hin
(Liere und Maliga, 1999a; 1999b). Andere NEP-Promotoren wie der rpoB Promotor aus dem
Mais (Silhavy und Maliga, 1998) und der clpP-511 Promotor aus dem Tabak (Hajdukiewicz
et al., 1997) weisen auch nur die YRT-Box auf (Abb. 5b). Weiterhin wurden auch NEP-
Promotoren beschrieben wie der clpP-53 Promotor aus Tabak, deren Sequenzaufbau sich
vollkommen von den ermittelten Konsensus Sequenzen unterscheidet (Abb. 5b; Sriraman e?
al., 1998). Hier stellt sich die Frage, ob dieser Promotor nur von einer modifizierten Form der
NEP oder nicht doch von einer anderen RNAP erkannt wird (Kapoor und Sugiura, 1999). Fiir

die Transkription der Gene des rrn-Operons in den Plastiden von Spinat wird sogar
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angenommen, dass neben den beiden beschriebenen Polymerasen (PEP, NEP) noch eine

weitere nukledr kodierte RNAP verantwortlich ist (Iratni et al., 1997; Bligny et al., 2000).

a)
-35-Region -10-Region

—| TTeACA I iZ=3%m I TATAAT }—i‘r’ -7t }»
b)

: YRT-Box -

4{ - | 9-20nt :
GAA-Box | | YRT-Box =
| =
| -

Abb. 5: Schematische Darstellung der Promotorregionen, welche von den verschiedenen Plastiden
Polymerasen zur Transkriptionsinitiation genutzt werden (modifiziert nach Weihe und
Borner, 1999). a ¢"-Typ ihnlicher Promotor der PEP mit den —35- und —10-Konsensus
Sequenzen. b Drei Typen von Promotorregionen, die von den verschiedenen NEPs zur
Transkriptionsinitiation genutzt werden (Weihe und Borner, 1999). Eine Promotorregion
weist das charakteristische YRT-Motiv innerhalb einer AT-reichen Sequenz auf. Daneben
gibt es NEP-Promotoren, welche sowohl die YRT-Box als auch 9 bis 20 nt stromaufwirts
eine weitere Box mit dem hochkonserviertem GAA-Motiv enthalten. Andere NEP-
Promotoren weisen keine der beiden beschriebenen Motive auf. Der Transkriptionsstart
wurde durch einen Pfeil dargestellt.

In den Plastid-Genen oder —Operons werden drei Gen-Klassen unterschieden: Zur Gen-Klasse
I gehoren Gene oder Operons, welche von PEP Promotoren aus transkribiert werden. Dies
sind vor allem die Plastid-Gene des Photosystem I und II. Die Gene oder Operons der Gen-
Klassen II besitzen sowohl PEP als auch NEP Promotoren. Hierzu gehdren Operons, welche
Haushaltsgene mit Genen der Photosynthese vereinen oder auch nur Haushaltsgene
beinhalten. Die Gene oder Operons der Gen-Klasse III, die nur NEP Promotoren zur
Transkription der Haushaltsgene besitzen sind eher selten (Hajdukiewicz et al., 1997).
Allgemein anerkannt ist die Meinung, dass PEP und NEP in bestimmten
Wachstumsphasen der Plastiden aktiv sind. Die NEP ist hierbei aktiv bei der Expression der
Haushaltsgene in den nicht differenzierten Proplastiden. Bei der Weiterentwicklung zu
Chloroplasten tibernimmt dann tiberwiegend die PEP die Expression der Haushaltsgene und

exprimiert weiterhin die Gene, welche fiir den photosynthetischen Apparat benotigt werden
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(Hajdukiewicz et al., 1997; Maliga, 1998). Desweiteren transkribiert die NEP Gene der
Plastiden in nicht-grinem Gewebe und Gene, welche in metabolischen Synthesewegen
involviert sind wie z. B. die Gene der Biosynthese von Aminoséduren und Fettsduren (Hess
und Borner, 1999). Ein Beispiel des Zusammenspiels von NEP und PEP ist in der Abb. 6
dargestellt. Die unterschiedlichen Promotoren der NEP und PEP, welche durch die
entsprechenden Enzyme erkannt werden, ermoglichen die Abgrenzung der Aufgaben der

jeweiligen RNAP.

mRNA

ANANNNNYD

ATATATGAA (Mais)

rpoB rpoC1 rpoC2
+TF?
\ﬂ l ool ——
Bl p”
@ NEP 9 B (o + (o
@'
“TF7 [ psth
pl23 mpl2 poA

7: a1,
CATACCAT.

Ap}Gerste)

VAVAVAVAVAVA )

mRNA

Abb. 6: Spezifitit und Funktion der NEP bzw. PEP (Hess und Borner, 1999). Die NEP, welche aus einer
einzigen UE besteht, transkribiert mit Hilfe von Transkriptionsfaktoren (TF) z. B. die Gene rpoA,
rpoB, rpoCl und rpoC2 der PEP. Die PEP wiederum erkennt mit Hilfe des o-Faktors die fiir
Eubakterien-dhnlichen —35- und —10-Konsensus Sequenzen der Promotoren der Gene rbcL und psbA.

1.3 In der vorliegenden Arbeit untersuchte Promotoren

In dieser Arbeit wurden zwolf pflanzenspezifische Promotoren (Tab. 3) auf ihre Expression in
Eubakterien untersucht. Diese pflanzenspezifischen Promotoren werden zur Herstellung
gentechnisch verdnderter Pflanzen genutzt und stammten aus den Arbeitgruppen von Prof. Dr.
U. Sonnewald (Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung, Gatersleben) und
Prof. Dr. B. Miiller-Rober (Max-Plank-Institut fiir Molekulare Pflanzenphysiologie, Golm).
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Weiterhin wurden drei bakterielle und sechs Plastiden Promotoren (Tab. 3) auf ihre

Expression in N. tabacum untersucht. Die untersuchten bakteriellen Promotoren werden bei

der Herstellung transgener Pflanzen in das Pflanzengenom integriert. Die Untersuchung der

Plastiden Promotoren in Eukaryonten ist aus evolutionsbiologischer Sicht interessant, da sich

nach heutigem Kenntnisstand Plastiden wie auch Mitochondrien aus Eubakterien-dhnlichem

Endosymbionten entwickelten (Gray, 1993; 1999). Die Plastiden Promotoren wurden von Dr.

K. Liere (Humboldt Universitét, Berlin) zur Verfiigung gestellt.

Tab. 3: Untersuchte pflanzenspezifische, bakterielle und Plastiden Promotoren.

Promotor (P)

Herkunft und Eigenschaften

P 35S

P B33

P ST-LS1

P RolC

P 130

P 247

35S Promotor des CaMV (Frank et al., 1980; Odell er al., 1985).
Pflanzenspezifischer Promotor mit konstitutiver bzw. gewebsspezifischer
Wirkung in Bléttern und Wurzeln (Benfay und Chua, 1990).

Klasse 1 Patatin-Gen aus S. tuberosum var. Berolina (Rocha-Sosa et al., 1989).
Der Promotor vermittelt eine knollenspezifische Expression, die durch
Saccharose induzierbar ist (Liu ef al., 1990).

Das ST-LS1-Gen ist ein “single copy” Gen aus S. tuberosum. Das 10 kDa grof3e
Protein wird als Komponente des Sauerstoff-bildenden Komplexes des
Photosystems II in Chloroplasten-haltigen Zellen gebildet (Eckes e al., 1986;
Stockhaus et al., 1989a). Der Core-Promotor (-130 bis +11) fiihrt zu keiner
detektierbaren Expression des fusionierten Reportergens in Tabak. Hingegen
fiihrt die Promotorregion von —334 bis +11 zu einer blatt-, stammspezifischen
und lichtinduzierbaren Expression, jedoch mit einem Drittel des
Expressionsniveaus des vollstindigen Promotors (-1600 bis +11). Dies ist auf
das Vorhandensein von positiv regulierenden Elementen in der Region von —530
bis —261 zurtickzufiihren (Stockhaus et al., 1987; 1989b).

Das rolC-Gen stammt aus dem Ri-Plasmid von Agrobacterium rhizogenes und
induziert mit den weiteren Genen des “root locus” (rol) in Pflanzen die “hairy
root desease” (White et al., 1985; Slightom et al., 1986). Der pflanzenspezifische
Promotor fiihrt in transgenem Tabak und Reis zu einer Expression in
Phloemzellen (Schmiilling et al., 1989; Matsuki et al., 1989; Sugaya und
Uchimaya, 1992). In transgenen Kartoffeln fiihrt der Promotor neben der
Expression in Phloemzellen auch zu einer Expression im vaskuldrem Parenchym
(Graham et al., 1997). Die Expression wird in transgenen Tabakpflanzen durch
Saccharose induziert (Yokoyama et al., 1994).

Alkoholdehydrogenase-Gen aus N. tabacum var. Samsum. Der Promotor wird
im Leitgewebe induziert (personliche Mitteilung G. Monke, IPK Gatersleben).

Gen kodiert fiir ein caldomulin-dhnliches Protein in N. tabacum zur Calcium-
Bindung und wird im Cytosol von spezifischen Mesophyllzellen exprimiert
(personliche Mitteilung G. Monke, IPK Gatersleben).
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P FBP

P Nos

P SKT2

P KST1

P KCO1

P Lac

P NptIII

P Bla

P RbcL

P PsbA

Gen, welches fiir die cytoplasmatische Fruktose-1,6-bisphosphatase in
S. tuberosum (L. cv. Désirée) kodiert. Expression in Mesophyllzellen, jedoch
nicht an Chloroplasten gebunden. Untersuchung von zwei verschieden grofien
Promotorfragmenten mit 1,7 und 1,1 kbp, welche sich wahrscheinlich durch die
Anwesenheit eines gewebsspezifischen Enhancers unterscheiden (personliche
Mitteilung M. Ebnet, IPK Gatersleben).

Nopalin-Synthase Gen aus dem Ti-Plasmid aus A. tumefaciens. Fir die
maximale Genexpression werden 88 bp des Promotors bendtigt, welche die
CAAT- und die TATA-Box beinhalten (Shaw er al, 1984). Die
Expressionseigenschaft des Promotors wird unterschiedlich als konstitutiv
(Herrera-Estrella et al., 1984) bzw. temporal, organspezifisch vor allem im
Wurzelsystem von Pflanzen (Ha und An, 1989) beschrieben.

Gen kodiert fiir einen einwirts gleichrichtenden Kaliumkanal in S. tuberosum
(L. cv. Désirée; Erhardt et al., 1997). Der Promotor vermittelt selektive
Expression in Xylem-Parenchymzellen (personliche Mitteilung N. Weigmann,
MPI-MP Golm).

Gen kodiert fiir einen einwirts gleichrichtenden Kaliumkanal in S. tuberosum
(Miiller-Rober et al., 1995; Zimmermann et al., 2001). Der Promotor vermittelt
selektive Expression in Schliezellen und in der Bliitenbasis (Plesch er al.,
2001).

Gen kodiert fiir einen auswirts gleichrichtenden Kaliumkanal in A. thaliana
(Czempinski et al., 1997; Schonknecht et al., 2002). Der Promotor vermittelt
Expression in verschiedenen Geweben der Pflanze, einschlieBlich Blittern,
Schlieizellen, Bliiten und Wurzeln (personliche Mitteilung K. Czempinski, MPI-
MP Golm).

Promotor des lac-Operons aus E. coli (Jacob et al., 1964; Dickson et al., 1975).
Die Expression des lac-Operons wird durch Laktose induziert. Das Operon
unterliegt einer positiven und negativen Kontrolle. Die negative Kontrolle
erfolgt durch die Bindung des Repressorproteins an den Operator. Die
Transkription erfolgt jedoch nur nach Bindung des CRP ("Cyclic AMP Receptor
Protein”) an den Promotor (positive Kontrolle).

Das nptlll-Gen stammt aus pJH1 aus Streptococcus faecalis und verleiht
Kanamycinresistenz (Trieu-Cout und Courvalin, 1983).

Promotor der Teml [B-Lactamase (bla) des Tn3 aus E. coli. Das Gen verleiht
Ampicillinresistenz (Wishart et al., 1983).

Gen kodiert fiir die groe UE der Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase
(Shinozaki und Sugiura, 1982a; 1982b). Der Promotor stammt aus dem
Chloroplasten von N. tabacum und wird von der PEP erkannt. Fiir die volle
Promotoraktivitdt wird nur der Core-Promotor benétigt. Die Transkriptmenge ist
lichtunabhéngig (Allison et al., 1996; Shiina et al., 1998).

Gen kodiert fiir das 32 kDa D1 Polypeptid des reaktiven Zentrums des
Photosystems II (Shinozaki et al., 1986). Der Promotor stammt aus dem
Chloroplasten von N. tabacum, ist lichtinduzierbar und wird von der PEP
erkannt (Staub und Maliga, 1994; Allison et al., 1996). Die Sequenz beinhaltet
eine “extended -10-Region’, welche in den hoheren Pflanzen hochkonserviert ist
(Satoh et al., 1999).
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P ClpP Gen kodiert fiir die proteolytische UE der ATP-abhingigen Clp Protease
(Maurizi et al., 1990; Shikanai et al., 2001). Der Promotor stammt aus dem
Chloroplasten von N. fabacum und wird sowohl von der PEP (PclpP-95) als auch
von der NEP (PclpP-53) zur Transkriptionsinitiation genutzt (Hajdukiewicz et
al., 1997, Sriraman et al., 1998).

P AtpB Gen kodiert fiir die B-UE der ATPase (Shinozaki et al., 1986; Orozco et al.,
1990). Der Promotor stammt aus dem Chloroplasten von N. tabacum und wird
sowohl von der PEP als auch von der NEP erkannt (Hajdukiewicz et al., 1997,
Kapoor et al., 1997; Kapoor und Sugiura, 1999).

P AccD Gen kodiert fiir eine UE der Acetyl-CoA Carboxylase (Sasaki ez al., 1993). Der
Promotor stammt aus dem Chloroplasten von N. fabacum und wird von der NEP
erkannt (Hajdukiewicz et al., 1997; Liere und Maliga, 1999b).

P RpoB Gen kodiert fiir die B-UE der PEP (Shinozaki et al., 1986; Ohme et al., 1986).
Der Promotor stammt aus dem Chloroplasten von N. tabacum und wird von der
NEP erkannt (Allison et al., 1996; Serino und Maliga, 1998; Liere und Maliga,
1999a).

1.4 Ziel der Arbeit

Mit der vorliegenden Arbeit sollte die Spezifitdt von Promotorsequenzen untersucht werden.
Hierfiir sollte eine Auswahl von pflanzenspezifischen Promotoren, die in der Gentechnik zur
Herstellung von transgenen Pflanzen eingesetzt werden, auf Genexpression in Bakterien
untersucht werden. Desweiteren sollten bakterielle und Plastiden Promotoren auf Expression
in Pflanzen untersucht werden. Neben der Fragestellung, welche Promotoren zu einer
Expression nachgeschalteter Gene fiihren konnen, sollte untersucht werden, welches Ausmal3
diese Genexpression annehmen kann.

Weiterhin sollte der Fragestellung nachgegangen werden, ob mit einer Computer-
gestiitzten Suche nach potentiellen eukaryontischen bzw. prokaryontischen Konsensus
Sequenzen in den Sequenzen der verwendeten Promotoren eine Aussage dariiber getroffen
werden kann, ob und mit welchen Ausmal3 die heterologe Expression der nachgeschalteten
Gene erfolgt.

Im Falle einer Genexpression sollten die Transkripte der jeweiligen Promotoren durch
Transkriptionsstartanalyse und Northern Hybridisierung nidher charakterisiert werden. Es
sollte die Moglichkeit gepriift werden, ob optimierte Vektoren mit Promotoren, welche nur in
dem Zielorganismus zu der gewiinschten Expression fiihren, hergestellt werden konnen.

Diese Ergebnisse sollen einen Beitrag zur Bewertung der biologischen Sicherheit beim
Einsatz gentechnisch verdnderter Organismen liefern, da sie einen Aspekt der
Risikobewertung, ndmlich die Moglichkeit der Expression der iibertragenen Gene in andere

Organismengruppen, beleuchten.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme und Kits

2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders aufgefiihrt, von Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.

2.1.2 Enzyme und Kits

Tab. 4: Verwendete Enzyme und Kits

Substanz / Kit Hersteller

5-RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends

ABI PRISM®FS Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
Calf Intestine Alkaline Phosphatase

Life Technologies, Eggenstein
PE Applied Biosystems, Weitersheim

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Cryobank™
DNA-Grofenstandards
Elongase™ Enzym Mix

Primer

Restriktionsendonukleasen

Klenow-Enzym
NucleoSpin®Plus-Kit

PCR Fluorescein Labeling Mix
QIAGEN Plasmid Maxi Kit
QIAquick™ Gel Extraktion Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Renaissance” Kit

SV RNA Isolation System Kit
T4 DNA-Ligase

Tag DNA-Polymerase

Titan One Tube RT PCR System
Wizard™ DNA Clean-Up System

Mast Diagnostica, Reinfeld
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Life Technologies, Eggenstein

TIP MOLBIOL, Berlin

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Metabion, Martinsried

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Clontech Laboratories Inc., Heidelberg
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

NEN Life Science Products, Zaventem, Belgien
Promega GmbH, Mannheim

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Promega GmbH, Mannheim
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2.2 Bakterienstimme, Plasmide und Pflanzen

2.2.1 Verwendete Bakterienstimme

Die in der Arbeit verwendeten Bakterienstamme und deren genotypischen Eigenschaften sind

in Tab. 5 dargestellt.

Tab. 5: Verwendete Bakterienstimme

Bakterienstamm

Charakteristika

E. coli K-12 Stamm DH5o
(Hanahan, 1983)

E. coli K-12 Stamm CC118(Apir)
(Herrero et al., 1990)

Y. enterocolitica Stamm 78
(Lewin et al., 1996)

A. tumefaciens Stamm ATHV*

P. putida®

Acinetobacter species Stamm BD413

(Nielsen et al., 1997)

supE44 AlacU169 (080 lacZAM15) hsdR17
recAl endA1 gyrA96 thi-1 relAl

A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK pho20A
thi-1 rpsE rpoB argE(Am) recAl;

Infektion mit dem Phagenlysat Apir von E. coli
SY327(Apir)

Serovar O:13,7; Biovar 1A; der Stamm enthélt
ein Plasmid der Gro3e 52 kbp

Modifizierter A. tumefaciens Stamm A281 (Hood
et al., 1986); in pEHA101 wurde das Kanamycin-
resistenz Gen deletiert; chromosomaler
Hintergrund von A. tumefaciens Stamm C58; rif®

Umweltisolat

Mutante des Stammes BD4; rif®

Die Bakterienstimme wurden freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von: * J. Schiemann, Biologische

Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft Braunschweig;

Fachhochschule, Berlin

2.2.2 Klonierungsvektoren

Stammsammlung der Technischen

Die in Tab. 6 aufgefiihrten Vektoren dienten der Klonierung der zu untersuchenden
Promotoren (pBinl9, pBil01.2, pKK232-8) oder der Klonierung der 5-RACE Produkte
(pLitmus28).
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Tab. 6: Klonierungsvektoren

Plasmid Charakteristika

pBin19 (Bevan, 1984) Bindrer Vektor zur Transformation von Pflanzen
mit A. tumefaciens; RK2 origin; km®; T-DNA mit
nm" und lacZ’-Region aus M13mp19; 11777 bp

pBi101.2 (Jefferson et al., 1987) Bindrer Vektor zur Transformation von Pflanzen
mit A. tumefaciens; Derivat von pBinl9 mit
promotorlosem gus als Reportergen; 12200 bp

pKK232-8 (Brosius, 1984) Promotorstudien-Vektor mit promotorlosem cat
als Reportergen; Transkriptionsstop rrnB vor der
MCS; Derivat von pBR322; amp~; 5094 bp

pLitmus28 (Evans et al., 1995) Klonierungsvektor; pUC Derivat; amp"; MI3
origin; ColEl origin; lacZ’-Region mit MCS;
2823 bp

2.2.3 Vorhandene Promotorkonstrukte
Die in Tab. 7 aufgefiihrten Plasmide sind im Rahmen der Diplomarbeit (Jacob, 1997) an der
Technischen Fachhochschule zu Berlin entstanden. Sie wurden zur Lumineszenzmessung und

fiir weitergehende Untersuchungen in die Arbeit mit einbezogen.

Tab. 7: Vorhandene Promotorkonstrukte

Plasmid Charakteristika

pBinlux-Sall/pKKlux pBin19/pKK232-8 fusioniert mit den
promotorlosen luxAB-Genen aus Vibrio harveyi

p35Slux/pKK35lux pBin19/pKK232-8 mit der Fusion des 35S-

(Lewin et al., 1998) Promotors (540 bp) aus CaMV und den [uxAB-

Genen; Promotorursprung: pBinAR (Hofgen and
Willmitzer, 1990)

pB33lux/pKKB33lux pBin19/pKK232-8 mit der Fusion des Promotors

(Lewin et al., 1998) (1500 bp) des Klasse 1 B33-Patatin Gens aus
S. tuberosum und den luxAB-Genen;
Promotorursprung: pB33-pBinl9 (Rocha-Sosa et
al., 1989)

pST-LS1lux/pKKST-LS1lux pBin19/pKK232-8 mit der Fusion des Promotors

(Lewin et al., 1998) (1600 bp) des ST-LS1-Gens aus S. tuberosum

und den /uxAB-Genen; Promotorursprung: pBin-
L700 (Eckes et al., 1986)
pRolClux/pKKRolClux pBin19/pKK232-8 mit der Fusion des Promotors
(Lewin et al., 1998) (1150 bp) des rolC Gens aus A. rhizogenes und
den [uxAB-Genen; Promotorursprung: pBinl9-
RolC (Yokoyama et al., 1994)
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2.2.4 Promotorderivate, Reportergene

Die in Tab. 8 beschriebenen Promotoren wurden entweder mittels PCR und
sequenzspezifischen Primern amplifiziert und kloniert oder direkt durch DNA-Restriktion der
Promotorderivate gewonnen und in die entsprechenden Vektoren kloniert. Zur Untersuchung
der Expressionsstirke der pflanzlichen Promotoren in Bakterien wurden die promotorlosen

luxAB-Gene aus V. harveyi als Reportergene eingesetzt.

Tab. 8: Promotorderivate, Reportergene

Plasmid Charakteristika, Beschreibung des Promotors

Mini-Tn5 luxAB Vektor pUT mit Mini-Tn5 /uxAB und tc" als

(De Lorenzo et al., 1990) Xbal/EcoRI-Fragment; enthdlt die promotorlosen
luxAB-Gene aus V. harveyi

pBinG130* pBinl9 fusioniert mit dem Promotor (P 130,

1400 bp) des Alkoholdehydrogenase Gens aus
N. tabacum (var. Samsum)

pBinG247* pBinl9 fusioniert mit dem Promotor (P 247,
1200 bp) eines Gens aus N. tabacum, welches fiir
ein calmodulin-dhnliches Protein codiert

pME1" pBil01.1 fusioniert mit dem FBPI1,7-Promotor
(1700 bp) des Gens der cytoplasmatischen
Fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase) aus
S. tuberosum (L. cv. Désirée)

pFBPasel, 1’ pBinl9 fusioniert mit dem EcoRI-Fragment des
FBPI1,1-Promotors (1100 bp), welcher am
5°-Ende um 600 bp gegeniiber dem Promotor aus
pMEI verkiirzt ist

pBil01-SKT2¢ pBil01 fusioniert mit dem SKT2-Promotor
(3100 bp) des Gens aus S. tuberosum (L. cv.
Désirée), welches fiir einen einwirts
gleichrichtenden Kaliumkanal kodiert

pDKP3* pBil01 fusioniert mit dem KSTI-Promotor

(1500 bp) des Gens aus S. tuberosum, welches fiir
einen einwirts gleichrichtenden Kaliumkanal
kodiert

pPK-Gus-4° pGPTV-HPT (Becker, 1990) fusioniert mit dem
KCO1-Promotor (870 bp) des Gens aus
A. thaliana, welches fiir einen auswirts
gleichrichtenden Kaliumkanal kodiert

pKLI12' pBluescript-Derivat mit dem Promotor (P RbcL,
207 bp) des Gens fiir die groe UE der Ribulose-
1,6-bisphosphat Carboxylase aus dem
Chloroplasten von N. tabacum (Acc. # 700044,
von Position 57328 bis 57534)
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pKL13' pBluescript-Derivat mit dem Promotor (P PsbA,
227 bp) des Gens fiir das DI-Protein des
Photosystem II aus dem Chloroplasten von
N. tabacum (Acc. # 700044, von Position 1822
bis 1596)

pKL14' pBluescript-Derivat mit dem Promotor (P ClpP,
306 bp) des Gens fiir die proteolytische UE der
Clp-ATP-abhingigen  Protease aus  dem
Chloroplasten von N. tabacum (Acc. # 700044,
von Position 74712 bis 74407)

pKL18' pBluescript-Derivat mit dem Promotor (P AtpB,
315 bp) des Gens fiir die B-UE der ATPase aus
dem Chloroplasten von N. tabacum (Acc. #
700044, von Position 57139 bis 5682)

pKLA43' pBluescript-Derivat mit dem Promotor (P AccD,
376 bp) des Gens fiir eine UE der Acetyl-CoA
Carboxylase aus den Chloroplastem von
N. tabacum (Acc. # 700044, von Position 59385
bis 59760)

pKL44" pBluescript-Derivat mit dem Promotor (P RpoB,
323 bp) des Gens fiir die B-UE der PEP aus dem
Chloroplasten von N. tabacum (Acc. # 700044,
von Position 28050 bis 27728)

Die Plasmide wurden freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von: * G. Ménke, Institut fiir Pflanzengenetik
und Kulturpflanzenforschung (IPK) Gatersleben; ® M. Ebnet, IPK Gatersleben; © N. Weigmann, Max-Planck-
Institut fiir molekulare Pflanzenphysiologie (MPI-MP) Golm; ¢ T. Ehrhardt, MPI-MP Golm; ¢ K. Czempinski,
MPI-MP Golm; K. Liere, Humboldt Universitit Berlin

2.2.5 Pflanzen
Die Expressionseigenschaften ausgewihlter Promotoren in der Pflanze wurden in N. fabacum

cv. Samsun NN iiberpriift.

2.3 Niahrmedien und Kulturbedingungen

E. coli, Y. enterocolitica, P. putida und Acinetobacter sp. BD413 wurden auf LB-Medium
(Sambrook et al., 1989) und A. tumefaciens auf TY-Medium (Beringer, 1974) angezogen. Die
Inkubation der mit Yersinien, Pseudomonaden, Acinetobacter und Agrobakterien beimpften
Agarplatten erfolgte 24 bis 48 h bei 28 °C, bei E. coli iiber Nacht bei 37 °C. Fliissigkulturen

wurden unter den genannten Bedingungen bei 180 bis 200 rpm geschiittelt.
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Zur selektiven Anzucht der Bakterienstimme, die ein Antibiotikumresistenzgen besalen,

wurden folgende Antibiotikumkonzentrationen in die jeweiligen Medien gegeben:

Ampicillin 100 pg/ml Rifampicin 50 ug/ml
Chloramphenicol 25 ug/ml Tetracyclin 10 ng/ml
Neomycin 100 pg/ml

2.4 Stammhaltung

Alle Stimme wurden mit Hilfe des Cryobank™-Systems (Mast Diagnostica) archiviert. Die
Bakterienkulturen sind bei diesem System an Keramikkiigelchen gebunden und werden bei
—20 °C und 75 °C gelagert. Die Archivierung erfolgte entsprechend dem Protokoll der
Herstellerfirma. Die Anzucht der Stdmme erfolgte durch den Verdiinnungsausstrich einer
Keramikkugel auf LB- bzw. TY-Agarplatten mit dem entsprechendem Antibiotikumzusatz und
deren Kultivierung bei 28 °C bzw. 37 °C.

2.5 Primer

Die Primer wurden lyophilisiert bezogen und mit Wasser fiir molekulargenetische Zwecke zu
einer Stammlosung gelost. Von dieser Stammlosung wurden Arbeitsverdiinnungen mit
30 ng/ul hergestellt.

Die Primer sind in den Tab. 9 bis Tab. 16 aufgefiihrt. Vorhandene Restriktionsschnittstellen der

Primer wurden in den Sequenzen kursiv dargestellt.
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Material und Methoden
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2.6 DNA-Techniken

2.6.1 Plasmid-Isolierungstechniken

Zur Uberpriifung erfolgreicher Klonierungen in E. coli und zur DNA-Sequenzierung wurden
Plasmidisolierungen mit dem NucleoSpin®Plus-Kit (Clontech) durchgefiihrt. Hierfiir wurden
die zu untersuchenden Zellen in 2 bis 10 ml LB-Medium mit dem jeweiligen Antibiotikum-
Zusatz iiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Entsprechend dem NucleoSpin®Plus-Kit
Protokoll wurden dann die Plasmide von den Kulturen isoliert.

Die Plasmidisolierungsmethode mit dem QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen) wurde bei
Benotigung groBer Mengen von Plasmid-DNA aus E. coli vorgenommen. Hierfiir wurden die
Zellen mit den jeweiligen zu isolierenden Plasmiden je nach Kopienzahl in 100 bis 500 ml LB-
Medium mit Antibiotikum-Zusatz iiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Von diesen
Fliissigkulturen wurden dann nach den Angaben des Herstellers die Plasmide isoliert.

Die Plasmidisolierung mittels CsCl-Dichtegradientenzentrifugation (Sambrook et al., 1989)
wurde angewandt zur Gewinnung hochreiner, konzentrierter Plasmide der ccc-Form. Diese
Methode der Plasmidisolierung erfolgte fiir Plasmide, die fiir das Partikelbombardement
eingesetzt wurden. Die Anzucht der Kulturen erfolgte wie beschrieben bei der

Plasmidisolierungsmethode nach QIAGEN.

2.6.2 DNA-Aufreinigungstechniken

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA z. B. nach Restriktionsverdau erfolgte bei den pBin-
Konstrukten mit Phenol-Chloroform und anschlieBender Fallung mit Isopropanol (Sambrook e?
al., 1989).

Bei Plasmiden, deren Gesamtgrofe kleiner als 10 kbp war, wurde die DNA-Reinigung mit
dem Wizard™ DNA Clean-Up System (Promega) durchgefiihrt. Die Reinigung erfolgte nach
dem Protokoll des Herstellers, wobei die DNA nach der Elution in Aqua bidest. vorlag.

Zur Klonierung gezielter DNA-Fragmente wurden Restriktionsverdaus elektrophoretisch im
Agarosegel aufgetrennt und die entsprechende DNA-Bande aus dem Gel mit dem QIAquick™
Gel Extraktion Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers eluiert. Dieses Kit eignet sich
nur zur Eluierung von DNA-Fragmenten der Gréfe 100 bis 10000 bp. Die DNA lag nach der
Elution in Aqua bidest. vor.

DNA-Fragmente der Grof3e von 100 bis 10000 bp, die mit der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) hergestellt wurden, wurden durch das QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)

aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.
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2.6.3 Fluorometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration wurde fluorometrisch mit dem DyNA Quant 200-Fluorometer
(Hoefer - Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) bestimmt. Diese Messung wird
weder durch vorhandene RNA- noch Proteinverunreinigungen gestort. Die hochspezifische
Erfassung der DNA erfolgt mit einem Farbstoff (Hoechst-Dye Solution 33258 Stammlosung,
Frankfurt a. M.), der sich in die kleinen Furchen der DNA-Helix einlagert. Die DNA-
Konzentrationsmessung erfolgte, nach Kalibrierung des Gerites mit einem Standard, nach den

Angaben des Herstellers.

2.6.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese erfolgte in Horizontalelektrophorese-Apparaturen (GIBCO
BRL, Life Technologies, Eggenstein; Biometra, Gottingen). Je nach Anforderung wurden
0,8 bis 2,0 %ige Agarosegele eingesetzt. Den Gelen wurde zur Detektion der aufgetrennten
DNA-Fragmente 5 ul Ethidiumbromidlosung (10 mg/ml) zu 100 ml Agarose-Losung
zugegeben. Als Laufpuffer wurde 1x TBE-Puffer (100 mM Tris-HCl; 100 mM Borsiure;
1 mM EDTA, pH 8,0) verwendet. Die Laufzeit und angelegte Spannung variierte je nach
GroBe und Konzentration der Agarosegele zwischen 1 bis 3 Stunden bei 70 bis 140 V.

Zur Bestimmung der DNA-Fragmentgroen wurden folgende DNA-Grofenstandards (MBI
Fermentas) mitgefiihrt: 100 bp DNA Ladder (100-1000 bp), 1 kbp DNA Ladder (ab 500 bp)
und A DNA/Eco130I (ab 1000 bp).

Von den Agarosegelen wurden mit Hilfe der Fotodokumentationsanlagen (Polaroid MP4"
Instant Camera System, Polaroid, Offenbach; INTAS Modellreihe 95KFE103, Rothhaar &
Schroeder) Bilder erstellt.

2.6.5 Enzymatische Reaktionen

2.6.5.1 DNA-Restriktion

Die DNA-Restriktionsverdaus wurden nach den von den Herstellern der Enzyme (MBI
Fermentas, New England Biolabs) empfohlenen Bedingungen in einem Gesamtvolumen von 20
ul durchgefiihrt. Pro Verdau wurde ca. 50 bis 200 ng DNA und 8 bis 12 U der erforderlichen
Restriktionsendonuklease eingesetzt. Die optimale Salzkonzentration wurde durch die Zugabe
der entsprechenden Menge an 10x Enzympuffer erreicht. Weitere Zusitze wie BSA
(Rinderserumalbumin) oder Triton TX-100 waren entweder im Enzympuffer enthalten (MBI

Fermentas) oder wurden nach den vom Hersteller empfohlenen Richtlinien eingesetzt (New
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England Biolabs). Die Inkubationszeit betrug 1 bis 2 Stunden. Die Inkubationstemperaturen
richteten sich nach dem Temperaturoptimum der Restriktionsendonuklease.

Fir préparative Zwecke erfolgte ein proportionales Scale-up des Standard-
Restriktionsansatzes bis zu 200 pl.

Die Verdaus wurden anschlieBend mit 0,1 Volumen Bromphenolblau-Losung (0,25 %

Bromphenolblau, 40 % Saccharose in 1x TE pH 8,0) gestoppt.

2.6.5.2 Alkalische Phosphatase Behandlung

Fiir diese Reaktion wurde die “Calf Intestine Alkaline Phosphatase” (CIAP, MBI Fermentas)
verwendet. Das Reaktionsvolumen betrug 50 ul. Die DNA wurde nach der Restriktion sofort
zur Phosphatase-Behandlung eingesetzt. Zum Verdau-Ansatz mit maximal 20 pmol DNA-
Enden wurden 5 ul 10x Enzympuffer, sowie 1 ul (1 U) CIAP gegeben und ad 50 ul mit Aqua
bidest. aufgefiillt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir 30 Minuten. Die Denaturierung der
Phosphatase erfolgte durch Erhitzen des Ansatzes bei 75 °C fiir 10 Minuten mit anschlieBender

zweimaliger Phenolisierung. Danach wurde die DNA gefillt.

2.6.5.3 Auffiillreaktion mit Klenow-Enzym

Mit Hilfe des Klenow-Enzyms (MBI Fermentas) wurden die nach einer DNA-Restriktion
erhaltenen 5°- kohdsiven Enden zu glatten Enden aufgefiillt. Die Auffiillreaktion wurde in
einem Gesamtvolumen von 30 pl mit maximal 1 ug DNA durchgefiihrt. Die Reaktion erfolgte
entweder bei geeigneter Pufferkonzentration durch den Restriktionsansatz direkt nach dem
Restriktionsverdau nach Aufreinigung der verdauten DNA durch das Wizard™ DNA Clean-
Up System (Promega GmbH) oder durch Phenol-Chloroform mit anschlieBender Féllung. Es
wurden 1 ul (bei 20 ul Restriktionsverdau) oder 3 ul (nach Féllung) 10x Enzympuffer, 1 ul
dNTP (4 mM) und 1 bis 5 U Klenow-Enzym zusammengegeben und auf ein Endvolumen von
30 ul mit Aqua bidest. aufgefiillt. Die Inkubation erfolgte fiir 1 Stunde bei 37 °C. Anschlieend
wurde die Reaktion fiir 15 Minuten bei 70 °C gestoppt. Nach dem Abkiihlen des Ansatzes auf

Raumtemperatur erfolgte die Reinigung der DNA (s. 0.).
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2.6.5.4 Ligation

Die Ligase-Ansitze erfolgten in einem Gesamtvolumen von 20 ul. Es wurden 50 bis 100 ng
Insert-DNA eingesetzt. Die Menge an eingesetzter Vektor-DNA richtete sich nach der Anzahl
der freien Enden des Inserts und wurde im Verhiltnis 1:1 zueinander gegeben. Zum Ansatz
wurden weiterhin 2 ul 10x Ligase-Puffer, 2 ul T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas) gegeben und
mit Aqua bidest. ad 20 ul aufgefiillt. Bei blunt-end Ligationen wurden maximal 5 % PEG 4000
vom Gesamtvolumen zugesetzt.

Blunt-end Ligationsansdtze wurden mindestens drei Stunden bei RT wund sticky-end
Ligationsansitze iiber Nacht bei 12 °C im Wasserbad durchgefiihrt. Nach der Inkubation

wurde der Ansatz, sofern er nicht sofort transformiert wurde, bei —20 °C gelagert.

2.6.6 Transformation
Die in dieser Arbeit untersuchten Bakterienstimme wurden auf unterschiedliche Weise
transformiert.

Der E. coli K-12 Stamm DH5o wurde mit der Hitzeschock-Methode nach Hanahan (1983)
transformiert. Die nach dieser Methode hergestellten kompetenten Zellen wurden entweder
direkt mit 10 pl eines Ligationsansatzes oder 10 bis 100 ng eines Plasmids transformiert oder
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —75 °C mehrere Monate aufbewahrt.

Y. enterocolitica, A. tumefaciens und P. putida wurden durch Elektroporation mit dem
Elektroporator Easy jecT (Equi Bio, Angleur, Belgien) transformiert.

Das Protokoll zur Transformation von Y. enterocolitica ist beschrieben in Lewin et al.
(1998).

Die elektrokompetenten Zellen von A. tumefaciens wurden nach dem Protokoll von Nagel
et al. (1989) hergestellt. Hierfiir wurde der Stamm jedoch nicht wie beschrieben in YEP-
Medium, sondern in TY-Medium angezogen. Zur Regeneration der elektroporierten Zellen
wurde SOC-Medium (Sambrock et al., 1989) statt YEP-Medium eingesetzt.

Die Herstellung elektrokompetenter P. putida-Zellen, sowie deren Elektroporation wurden
nach dem Protokoll von Artiguenave et al. (1997) mit den Elektroporationsparametern
12,5kV cm’?, 25 uF, 200 € und einer Pulszeit von 5 ms durchgefiihrt.

Die elektrokompetenten Zellen, die nicht sofort transformiert wurden, wurden in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —75 °C mehrere Monate gelagert.

Die Filtertransformation von Acinetobacter sp. BD413 wurde nach der Beschreibung von

Nielsen et al. (1997) vorgenommen.
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2.6.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die PCR (Mullis und Faloona, 1987) ist ein in vitro-Verfahren zur Amplifizierung von
Nukleinsidure-Bereichen definierter Linge und Sequenz aus einem Nukleinsduregemisch.

Bei der Reaktion wird die doppelstringige DNA der Probe durch Erhitzen auf 95 °C in ihre
Einzelstringe getrennt (Denaturierung). Danach wird die Probe auf eine Temperatur
abgekiihlt, die fiir die Hybridisierung der Primer an ihrer Zielsequenz optimal ist (Primer
Annealing), so daf fiir die Tag-Polymerase ein doppelstringiger Startpunkt fiir die
Auffiillreaktion des DNA-Einzelstranges entsteht (Elongation). Eine Temperaturerhohung auf
72 °C verschafft optimale Bedingungen fiir die Amplifikation der DNA durch die Tag-
Polymerase. Durch Wiederholung des Zyklus von Denaturierung, Primer Annealing und
Elongation wird eine exponentielle Vermehrung der Ziel-DNA erreicht.

Die PCR-Amplifikationen erfolgten in den Thermocyclern GeneAmp®~ PCR System 2400
und 9700 (PE Applied Biosystems).

2.6.7.1 PCR zur Amplifizierung definierter Promotorsequenzen

Die PCR, deren Reaktionsansatz und Temperaturprofil des Thermocyclers in Tab. 17
dargestellt sind, wurde zur Amplifizierung der Promotorsequenzen von P KST1, P KCOl,
P Nptlll, P Bla, P PsbA, P RbcL, P AccD, P RpoB, P AtpB und P CIpP eingesetzt. Die
jeweiligen Primer enthielten Restriktionsschnittstellen, die ein gezieltes Klonieren der PCR-

Produkte in die jeweiligen Vektoren erméglichte.

Tab. 17: PCR-Reaktionsansatz und Thermocycler-Bedingungen zur Amplifikation definierter
Promotorsequenzen. * Die Wahl der Annealing-Temperatur richtete sich nach den
Schmelztemperaturen der eingesetzten Primer. ** Der gewihlte Zeitraum fiir die Elongation
war abhidngig von der GroBe des zu amplifizierenden Nukleinsdure-Fragmentes
(ca. 1 min/1 kbp zu amplifizierendes Nukleinsdure-Fragment).

Reaktionsansatz Temperaturprofil

0,1-1 ng Template-DNA

10wl 10x PCR-Puffer Smin  95°C Ix
8 Ml 25 mM MgCh 1 min 95 °C
10 ul 2 mM dNTP-Mix 30's 55 — 60 °C* 35x
je 150 ng Primer 1 =2 min** 72 °C
2.5 U Tag DNA-Polymerase
ad 100 ul Aqua bidest. 7 min 72 °C 1x

oo 4 °C
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2.6.7.2 Direkt-PCR
Die Direkt-PCR ermoglichte den Nachweis von inserierter DNA richtiger Orientierung in
einem Vektor ohne vorherige Isolierung der DNA. Fiir diesen Zweck wurden Fliissigkulturen

der zu iiberpriifenden Klone iiber Nacht angezogen. 1 pl dieser Kultur dienten im PCR-Ansatz

(siehe Tab. 18) als Template.

Tab. 18: Reaktionsansatz und Thermocycler-Bedingungen der Direkt-PCR. * Die Wahl der Annealing-
Temperatur richtete sich nach den Schmelztemperaturen der eingesetzten Primer.

Reaktionsansatz Temperaturprofil
I ———  — A N NN N ——.—II_——
1,0 ul Template-Kultur . o
2,5ul 10x PCR-Puffer o S5 e Ix
1,5 ul 25 mM MgCl, 20's 95 °C
2,5ul 2 mM dNTP-Mix 20s 53 - 60 °C* 35x
je 75 ng Primer 1 min 72 °C
0.5 U Tag DNA-Polymerase ‘ _
ad 25 ul Aqua bidest. 7min - 72°C Ix
oo 4 °C
2.6.7.3 Megaprimer PCR

Die Methode der Megaprimer PCR ist ein in vitro-Verfahren zur Einfiilhrung von
Basenaustauschen oder Deletionen in die zu amplifizierenden Nukleinsdure-Sequenzen
(Abb. 7; Barik, 1996). Zur Einfiihrung der gewiinschten Modifikation werden zwei PCR-
Runden benotigt, die mit drei verschiedenen Primern durchgefiihrt werden. In der ersten PCR-
Runde wird ein Primer mit gewiinschter Modifikation (Mismatch-Primer) in Kombination mit
einem zweiten Primer eingesetzt. Das resultierende Amplifikat enthélt den jeweilig
gewiinschten Basenaustausch oder die Deletion und wird in einer zweiten PCR-Runde in

Kombination mit einem dritten Primer als Megaprimer eingesetzt.
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1. Synthese des Megaprimers
Primer 1
’ —a> 5
3 3
—
Primer 2
@ >
<=
Megaprimer
2. Synthese der Promotor-DNA
Primer 3
3 S 5
5 3
<
Megaprimer
3° | 5"
5 & : o
Mutagenisierter Promotor

Abb. 7: Schematische Darstellung der Megaprimer PCR. Primer 1 stellt den Mismatch-Primer dar
(m = Mismatch).

Bei der Megaprimer-PCR sollte darauf geachtet werden, dass die eingesetzte Polymerase keine
“proof-reading - Aktivitit besitzt. Die Reaktionsansitze und Thermocycler-Bedingungen sind in
Tab. 19 dargestellt. Entgegen herkommlichen PCR-Protokollen wird die Template-DNA in der
zweiten PCR-Runde im pg-Bereich eingesetzt. Dieses verhindert ein “selfannealing” der

Megaprimer.
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Tab. 19: Reaktionsansatz und Thermocycler-Bedingungen der Megaprimer PCR. In der 1. PCR-Runde
wurden die Megaprimer hergestellt, welche in der 2. PCR-Runde zur Synthese der Promotor-DNA
eingesetzt wurden. * Die Wahl der Annealing-Temperatur richtete sich nach den
Schmelztemperaturen der eingesetzten Primer.

Reaktionsansatz Temperaturprofil
|
1. PCR-Rund
fnae 7 min 96 °C Ix
1,0 ng Template-DNA : -
10,0 ul 10x PCR-Puffer 1 min 96 °C
8,0 Ml 25 mM MgClz 30 s 56 bzw. 60 °C* 35x
10,0 ul 2 mM dNTP-Mix I min  72°C
150 ng Pgmer . 7 min 72 °C 1x
150 ng Mismatch-Primer - 4 °C
2,5 U Taq DNA-Polymerase
ad 100  ul Aqua bidest.
2. PCR-Rund
fnae 7 min 96 °C Ix
1,0- 5,0 ng Template-DNA : -
10,0 ul 10x PCR-Puffer Lm0 1S
8,0 ul 25 mM MgCl, 2 mn 60 OC 35x
10,0 ul 2 mM dNTP-Mix 2 mn  72°C
150 ng Prpner . 7 min 72 °C 1x
150 ng Mismatch-Primer - 4 °C
2.5 U Tag DNA-Polymerase
ad 100  ul Aqua bidest.

2.6.7.4 Sondenherstellung mittels PCR
Bei bekannter DNA-Sequenz ist die Amplifizierung eines DNA-Fragmentes mit gleichzeitiger
Markierung durch fluoreszenzmarkierte Nukleotide moglich. Diese fluoreszenzmarkierten
DNA-Fragmente werden als Sonden zur Detektion spezifischer DNA oder RNA mittels
Hybridisierung eingesetzt.

Fir die Markierung solcher DNA-Fragmente wurde der PCR Fluorescein Labeling Mix
(Roche Diagnostics) eingesetzt. Zur Herstellung der Sonden wurden die von der

Herstellerfirma empfohlenen PCR-Protokolle verwendet.
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2.6.8 Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip des Kettenabbruch- oder
Didesoxynukleotidverfahrens nach Sanger et al. (1977).

Die Reaktion wurde nach den in Tab. 20 aufgezeichneten Bedingungen mit dem ABI
PRISM® FS Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE Applied
Biosystems) und den im Kapitel 2.6.7 beschriebenen Thermocycler durchgefiihrt.

Tab. 20: Reaktionsansatz und Thermocycler-Bedingungen der Sequenzierung. * Die Wahl der Annealing-
Temperatur richtete sich nach den Schmelztemperaturen der eingesetzten Primer. ** Der Hersteller
macht keine Angaben iiber die genaue Zusammensetzung.

Reaktionsansatz Temperaturprofil
|

250 ng DNA 2 min 96 °C 1x
3 ul Big Dye** 10's 95 °C

30 ng Primer 5s 42 — 60 °C* 25x
ad 10 ul Aqua bidest. A et 72 °C
oo 4°C

Die Reinigung und Fiéllung der Sequenzieransitze erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
Die Proben wurden auf 4,8 %ige PAGE-Plus-Gele aufgetrennt und mit dem ABI PRISM® 377
DNA Sequencer (PE Applied Biosystems) analysiert.

Zur Auswertung der Sequenzdaten wurden die Programme Factura 2.2.0 und Auto
Assembler 2.1 (PE Applied Biosystems) verwendet. Die Analyse der Sequenzen erfolgte mit

dem Programm Mac Vector  6.5.3 (Oxford Molecular Group).

2.7 RNA-Techniken

2.7.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem SV RNA Isolation System Kit (Promega) und wurde
nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Fiir die Isolierung der RNA aus Bakterien ist
es wichtig, dass die Fliissigkulturen in kiirzester Zeit auf eine optische Dichte von 0,6 bis 1,0
bei einer Wellenldinge 600 nm (ODgy) heranwachsen. Weitere wichtige Schritte sind die
Inaktivierung endogener RNasen, sowie der DNase-Verdau, welche in dem Kit beinhaltet

waren.
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2.7.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde eine 1:50 oder 1:100 Verdiinnung der RNA
mit Aqua bidest. hergestellt und diese in einem Spektralphotometer bei einer Wellenlidnge
A =260 nm gemessen. Eine Absorption Ay von 1,0 entspricht einer RNA-Konzentration von
40 ug/ml. Zur Untersuchung der Reinheit der RNA wurde diese Verdiinnung ebenfalls bei
einer Wellenlinge A = 280 nm gemessen. Das Verhiltnis der Absorptionen von Aye/Aqgo liegt

bei einer Protein-, DNA-freien RNA-Priparation zwischen 1,9 und 2,1.

2.7.3 RNA-Gelelektrophorese

Zur weiteren Untersuchung der RNA mittels Northern Hybridisierung wurden denaturierende
Agarosegele mit Formaldehyd erstellt. Hierbei wurde das Protokoll aus Sambrook ez al. (1989)
optimiert.

Um RNA der Groe von 2000 bis 3000 Basen im Blot nachzuweisen, eignet sich ein
1,3 %iges denaturierendes Agarosegel. Fiir ein Agarosegel mit z. B. dem Volumen von
110 ml wurden 1,43 g Agarose, 11 ml 10x FA-Gelpuffer (0,2 M MOPS; 50 mM NaAcetat;
10 mM EDTA; pH 7,0 mit NaOH) und 99 ml DEPC-Wasser (0,1 %) zueinander gegeben,
aufgekocht und auf 65 °C abgekiihlt. Nach Zugabe von 1,26 ml 37 %iges Formaldehyd
polymerisierte das Gel ohne Zusatz von Ethidiumbromid in der vorgesehenen Kammer.

Als Laufpuffer wurde der 10x FA-Gelpuffer mit entsprechender Menge von DEPC-Wasser
versetzt. Zusitzlich wurde 37 %iges Formaldehyd in einem Anteil von 1/50 zum Endvolumen
des Laufpuffers gegeben.

Vor dem Beladen des Gels mit den RNA-Proben, lief dieses 30 Minuten bei 5 bis 7 V/cm
vor. Vier Teile der RNA-Probe (max. 30 ug) sowie 5 ul des RNA-Markers (Promega) wurden
mit einem Teil 5x Beladungspuffer (16 ul Bromphenolblau-Losung; 80 ul 0,5 M EDTA,
pH 8,0; 720 ul 37 % Formaldehyd; 2 ml 100 % Glycerol; 3084 ul Formamid; 4 ml 10x FA-
Gelpuffer; ad 10 ml DEPEC-Wasser) versetzt, 3 bis 5 Minuten auf 65 °C erhitzt und auf Eis
abgekiihlt.

Der Gellauf erfolgte ebenfalls bei 5 bis 7 V/cm. Die Puffer der beiden Kammern wurden
stiindlich durchmischt, um eine Ionenkonzentrierung zu vermeiden.

Nach dem Lauf wurden die Spuren das Markers abgeschnitten und tiiber Nacht im
Ethidiumbromid-Bad (5 ul Ethidiumbromidlésung [10 mg/ml] zu 100 ml DEPC-Wasser)
geférbt.
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2.7.4 Northern Hybridisation und Visualisierung

Um das Gel auf eine Membran (Hybond N*, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg)
zur Hybridisierung zu ibertragen, wurde ein Kapillarblot (Sambrook et al., 1989)
durchgefiihrt.

Die Hybridisierungen und Visualisierungen wurden mit dem Renaissance® Kit (NEN Life
Science Products) nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Hierbei wurden die
fluoreszenzmarkierten Sonden mit Hilfe der indirekten Chemilumineszenz sichtbar gemacht.
Dabei schlieBt sich dem Hybridisierungsschritt eine Inkubation mit einem Antikdrperkonjugat
an. Die nachfolgende katalytische Reaktion bewirkt eine Lichtemission, welche mit einem
Chemilumineszenz-Film  (Lumi-Film, Chemiluminescent Detection Film, Boehringer
Mannheim) detektiert wurde und die Lage der RNA-Hybridmolekiile zeigt.

2.7.5 Bestimmung des Transkriptionsstarts mittels 5-RACE

Die Methode der "Rapid Amplification of cDNA Ends” (RACE) dient zur Charakterisierung
von mRNA-Enden (Frohman et al., 1988). Dabei wird die Nukleinsduresequenz einer mRINA-
Matrize zwischen einer definierten Sequenz und einer unbekannten Sequenz am 3°- oder
5’-Ende der mRNA amplifiziert (Abb. 8).

Mit Hilfe des 5-RACE System (Life Technologies) wurden die Transkriptionsstarts in
dieser Arbeit charakterisiert. Dabei wurden aus der Gesamt-RNA mit Hilfe des genspezifischen
Primers 1 (GSPI1) und der Reversen Transkriptase (RT") komplementire DNA-Stringe
(cDNA) der zu untersuchenden mRNA gebildet. Bei der Auswahl der Nukleotidsequenz des
GSP1 sollte darauf geachtet werden, dass die Schmelztemperatur (T,,) des Primers nahe der
optimalen Elongationstemperatur der RT” liegt. Die verwendete SuperScript II RT” ist nur bis
50 °C hitzestabil. Nach Degradierung der mRNA aus der Heteroduplex mit Hilfe eines RNase
Mix, wurde die cDNA gereinigt. Durch die Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT)
und Zugabe von dCTP’s wurde das 3"-Ende der cDNA mit einem Cytosin-Schwanz (C-
Schwanz) versehen (tailing”). Zur Amplifizierung der getailten cDNA wurde ein weiterer
genspezifischer Primer (GSP2) und ein im Kit enthaltener Anker-Primer (AAP) eingesetzt. Der
Anker-Primer bindet an dem C-Schwanz der cDNA und beinhaltet zur Erniedrigung der T,
Inosin statt Guanin, sowie Restriktionsschnittstellen zur Klonierung der amplifizierten
Nukleinsidure-Fragmente. Dem kann noch eine Nested-PCR mit einen weiteren genspezifischen
Primer (GSP3) und dem "Abridged Universal Amplification Primer” (AUAP) angeschlossen

werden.
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1. Anlagerung des GSP1-Primers an die mRNA

5 3" mRNA

—
GSP1

2. Umschreiben der mRNA in cDNA mittels Reverser Transkriptase

57 3 mRNA
3 5" cDNA

§ e e mme oo 3’ mRNA
374 5 ¢DNA

4. dC-Tailing der cDNA mittels TdT

3" CC.CC o cDNA

5. PCR der getailten cDNA mittels Anker- und GSP2-Primer

Anker-Primer
GIL...1G >

3" CC.CcC 5 cDNA
—
GSP2

6. Nested PCR mit den Primern AUAP und GSP3

AUAP
—

GIL..IG 3
3/ =——CC..CC 5

GSP3

Abb. 8: Schematische Darstellung der 5”-RACE.

Die resultierenden PCR-Produkte wurden mit dem PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt

und konnten hinterher direkt sequenziert oder kloniert werden.
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Die einzelnen Reaktionsschritte der 5’-RACE wurden mit den vom Hersteller empfohlenen
Konzentrationen und Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. Das Temperaturprofil der PCR der
dC-getailten cDNA sowie der Nested-PCR ist in Tab. 21 dargestellt.

Tab. 21: Temperaturprofil der 5’-RACE-PCR. * Zur Elongation
wurde der ELONGase  Ezyme Mix (Life Technologies)
eingesetzt, welcher bei einer Temperatur von 68 °C das
Aktivitdtsoptimum besitzt.

Temperaturprofil
T —

2min 94 °C Ix
I min 94 °C

30s 65 °C 35x
2min 68 °C*

I0min 68 °C 1x

oo 4 °C

2.7.6 TagMan® Universal RT-PCR

Das TagMan® System (PE Applied Biosystems) ist eine auf PCR beruhende Methode, bei der
die Amplifikationsreaktion durch den FEinsatz einer zusitzlichen Fluoreszenz-gekoppelten
Oligonukleotid-Sonde verfolgt und quantifiziert werden kann (Abb. 9).

Die sequenzspezifische Oligonukleotid-Sonde ist am 5°-Ende mit einem Reporterfarbstoff
(Fam, 6-Carboxy-Fluorescein) und am 3°-Ende mit einem Quencher-Molekiil (Tamra,
6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin) versehen. Ihre Sequenz ist so gewihlt, dass sie zeitlich vor
den PCR-Primern zwischen deren Bindungsstellen auf der Zielsequenz bindet. Solange die
Sonde intakt ist, unterdriickt das Quenching-Molekiil durch die rdumliche Néhe, das durch
Anregung entstehende Signal des Reporterfarbstoffes. Bei der Elongation der Primer zerlegt
die Taq-Polymerase aufgrund ihrer 5°-3"-Exonuklease die Sonde in ihre Nukleotide. Durch die
Trennung von Reporterfarbstoff von dem Quencher-Molekiil kommt es zur Detektion des
Reporterfarbstoffes. Aus dem Anstieg der freien Reporterkonzentration ergibt sich ein
wachsendes Fluoreszenzsignal, das proportional zu der Anzahl des PCR Produkts ist. Der
Zeitpunkt, bei dem ein signifikanter Anstieg des Signals erfolgt, erlaubt Riickschliisse auf die

Anfangskonzentration der zu quantifizierenden Nukleinsiure.
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1. Sequenzspezifische Anlagerung der Sonde und der PCR-Primer

R = Reporter

Q = Quencher
Q Sonde ?
5 > 3" ,
3 5
3
5 = 5
2. Primer-Extension und Sondenverdringung
Q
5 k Sonde | 3
3 5
3
5 < 5
~y 9
2 ; 3
5
3
< 5

4. Vollstindige Synthese des PCR-Produktes und Trennung der Farbstoffe

e

Q

Lt th

Lh s

Abb. 9: Schematische Darstellung der TagMan®PCR.

Die TagMan®PCR wurde zur Bestitigung der Ergebnisse der Lumineszenz-Messung
herangezogen. Hierbei wurden die nach Isolierung der Gesamt-RNA aus verschiedenen
Bakterienstimmen gewonnenen /uxAB-mRNA Molekiile quantifiziert.

Die Reaktion des Umschreibens der mRNA in die cDNA durch die Reverse Transkriptase
(RT") und die nachfolgende quantitative PCR wurden in einem Schritt mit dem Titan One Tube
RT’-PCR System (Roche) und denen in Tab. 22 aufgefiihrten Bedingungen durchgefiihrt. Zur
Konzentrationsberechnung der Proben wurde eine Standardreihe des Plasmids pKKlux mit den

Konzentrationen 730 pg/ul (Standard 1) bis 0,073 pg/ul (Standard 5) mitgefiihrt.
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Tab. 22: Protokoll der quantitativen RT-PCR. * Die genaue Zusammensetzung wurde vom Hersteller nicht
angegeben.

Reaktionsansatz Temperaturprofil
|

100 ng Gesamt-RNA bzw.
X pg Standard-DNA (s.0.) cDNA-Synthese
10,0 ul 5 x RT’-PCR-Puffer * 30 min 50 °C 1x
0,5 ul 100 uM Rox-Farbstoff
1,0 ul RNase- Inhibitor (40 U/ul)

5,0 ul 2 mM dNTP-Mix 10 min 95 °C 1x
2,5 Ml 100 mM DTT 30 s 95 °C

2,0 uM Fam-Sonde-Tamra 1 min 60 °C 35x
0,5 wl Primer lux2270F (150 ng)

0,5 wl Primer lux2329R (150 ng) o 4 °C

1,0 ul Enzym-Mix (RT/Tag-Polymerase)
ad 50 ul DEPC-Wasser

Die TagMan® PCR und deren Auswertung wurde mit dem ABI PRISM~ 7700 Sequence
Detektor (PE Applied Biosystems) durchgefiihrt.

2.8 Lumineszenz-Messung

Die Bakterienkulturen mit den Fusionen aus den zu untersuchenden Promotoren und den
promotorlosen [uxAB aus V. harveyi wurden zur Ermittlung der Expressionsstirke auf
Biolumineszenz untersucht. Die Lumineszenzmessungen wurden mit dem Microlumat LB96P
(Berthold GmbH & Co. KG) durchgefiihrt.

Die zur Lumineszenz-Messung angezogenen Bakterienkulturen wurden in den jeweiligen
Fliissigmedien (siehe Kap. 2.3) in einem Schiittelinkubator bei 28 °C und 200 rpm bis zu einer
ODgpo= 1,0 bis 1,3 (ODgpo= 1,0 entspricht einer Zellzahl von 10° Zellen/ml) inkubiert. Nach
Verdiinnung der Kulturen der stationiren Phase auf eine Zellzahl von 10° Zellen/ml, wurde die
Lumineszenz von 100 ul der verdiinnten Kultur iiber eine Zeitspanne von 10 s bei 28 °C im
Luminometer gemessen. Als Substrat wurde zu jeder Probe 50 ul Dekanal-Losung (2 %iges
Dekanal in 50 mM Na-Phosphatpuffer, pH 7,0) injiziert. Von jeder Probenverdiinnung wurde
eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der am Luminometer angeschlossenen Software
(Instrument Software Version 2.01, Programm Win Glow, Berthold GmbH & Co. KG). Von

dem aufgezeichneten Kurvenverlauf der Messung wurde mit Hilfe dieser Software das Integral
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tiber den Zeitraum von 10 s gebildet und als MeBergebnis in Relative Lichteinheiten (RLU)
dargestellt. Die Werte der Dreifachbestimmung wurden gemittelt.

Als Screening einer erfolgreichen Klonierung mit /uxAB und anschlieBender Transformation
des Plasmids in die zu untersuchenden Bakterienzellen, wurden die Lumineszenzen direkt von

den unverdiinnten stationéren ii. N.-Kulturen gemessen.

2.9 Nachweis der Chloramphenicol-A cetyltransferase

Kulturen von E. coli mit den Fusionen aus den zu untersuchenden Promotoren und dem
promotorlosen cat-Gen des Vektors pKK232-8 wurden auf LB-Agarplatten mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Chloramphenicol (5 pg/ml, 10 wug/ml, 15 pg/ml,
20 ug/ml, 25 pg/ml und 30 ug/ml) auf Expressionsstirke untersucht.

Hierfiir wurden die Bakterienkulturen in LB fliissig mit Ampicillin (100 wg/ml) in einem
Schiittelinkubator bei 37 °C und 200 rpm ii. N. inkubiert. Nach Bestimmung der ODgoo wurden
die Kulturen so verdiinnt, dass pro LB-Agarplatte mit Chloramphenicol zwischen 10 bis 10
Zellen ausplattiert wurden. Zur Berechnung des prozentualen Anteils gewachsener Kolonien
mit und ohne Antibiotikum, wurde von derselben Verdiinnungsstufe der jeweiligen Kultur eine
LB-Agarplatte ohne Chloramphenicol angelegt. Die Kolonien der antibiotikumhaltigen Platten
wurden nach 48 h und die der Platten ohne  Antibiotikum  nach

24 h Inkubation bei 37 °C ausgezihlt.

2.10 Biolistischer Gentransfer

Bei der Transformation von Pflanzen mit Hilfe der Partikelkanone (Klein et al., 1989b) werden
kleine mit DNA beschichtete Gold- oder Wolframpartikel (Microcarrier) durch eine Helium
getriebene Partikelkanone in intakte Pflanzenzellen hineingeschossen. Bei Eintritt in die
Pflanzenzellen wird die DNA von den Partikeln abgestreift. Die Expression der eingefiihrten
rekombinanten DNA beginnt, wenn die DNA in den Zellkern oder in die Plastiden gelangt. Die
DNA kann entweder in das Pflanzengenom integriert werden und es kommt zur stabilen
Transformation. Hiufiger ist jedoch das Verbleiben der DNA im freien Zustand im Zellkern mit
anschlieBendem Abbau durch nukleolytische Enzyme. Hierbei wird eine transiente Expression

erzeugt.
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2.10.1 Vorbereitung der Microcarrier

Als Microcarrier wurde Goldpuder verwendet. Hierfiir wurden 30 mg Goldpuder (1 pm, Bio-
Rad Laboratories, Miinchen) mit 1 ml 70 %igen EtOH versetzt, 5 min gevortext und nach
1 min absetzen kurz zentrifugiert, damit der Uberstand abgehoben werden kann. AnschlieBend
folgt ein dreimaliges Waschen des Goldpellets mit je 1 ml Aqua bidest. Die Suspension wurde
2 min gevortext, der Uberstand nach 1 min absetzen kurz zentrifugiert und abgenommen. Das
Goldpellet wurde in 500 pl sterilem 50 %igen Glycerin resuspendiert (Endkonzentration
60 mg/ml).

2.10.2 Gold-Coating-Ansatz

Fiir drei Schuss werden unter standigem Riihren 25 pl Gold (60 mg/ml) mit 3 ug Plasmid
DNA, 25 ul 2,5 M CaCl,-Losung und 10 ul 0,1 M Spermidin-Losung gemischt, 3 min
gevortext und nach 1 min absetzen kurz zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgehoben und
der Coating-Ansatz mit je 140 ul 70 %igen EtOH und absolutem EtOH gewaschen. Nach
Zugabe von 24 ul absolutem EtOH zum Coating-Ansatz wurde dieser resuspendiert und je

8 ul des Ansatzes auf je einen Macrocarrier pipettiert und getrocknet.

2.10.3 Vorbereitung der Pflanzen

Fiir das Partikelbombardement wurden von 1 bis 2 Monate alten sterilen N. tabacum Blittern
mit dem “Korkbohrer 5” Blattscheiben hergestellt. Vier dieser Blattscheiben wurden in eine
Petrischale gelegt, mit MS-Medium (Murashige and Skoog Basalmedium, Tomes et al., 1990)
mit 2 % Saccharose bedeckt, und iiber Nacht bei 23 °C unter Licht in Gewebekulturkammern

aufbewahrt.

2.10.4 Partikelbombardement

Das Bombardement erfolgte mit dem Modell "PDS 1000/He biolistic particle delivery system”
von Bio-Rad (Miinchen). Es wurden 1100 psi “rupture disks” verwendet. Die Macrocarrier mit
dem zu untersuchenden Coating-Ansatz wurden in die Haltevorrichtungen eingebaut. Die
Petrischalen mit den Tags zuvor hergestellten Blattscheiben in MS-Medium wurden auf die
Plattform in die 2. oder 3. Ebene geschoben. Nachdem das Gerit geschlossen wurde, wurde
ein Vakuum mit 26 inch Hg angelegt und der Schuf} ausgelost. Nach dem Beschuf3 wurde die

Kammer wieder beliiftet (20 s.) und die Proben entnommen. Die Petrischalen mit den
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bombardierten N. fabacum Blattscheiben in MS-Medium wurden wiederum 2 Tage bei 23 °C

und Licht in den Gewebekulturkammern aufbewahrt.

2.10.5 Gus-Nachweis

Fiir den transienten Nachweis der [B-Glucuronidase wurden die Blattscheiben in eine
Petrischale mit GUS-Fiérbelosung (Mendel et al., 1989) tiberfiihrt. Die Blattscheiben wurden in
der Losung bei 37 °C iiber Nacht im Dunkeln inkubiert. Bei einer Expression des gus-Gens
wird der Farbstoff 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-glucuronid (X-Gluc) durch die
B-Glucuronidase hydrolysiert und es kommt zur Blaufirbung des Pflanzengewebes. Um das
Chlorophyll aus den Blittern zu entfernen, wurden die Blattscheiben am darauffolgenden Tag
mit 70 % EtOH bei 72 °C iiber Nacht gewaschen. Die Aufbewahrung der Blattscheiben
erfolgte ebenfalls in 70 %igen EtOH im Kiihlschrank.
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3 Ergebnisse und Auswertung

3.1 Untersuchung der pflanzenspezifischen Promotoren in Eubakterien
Die Abb. 10 beschreibt die schematische Vorgehensweise der Untersuchung der
pflanzenspezifischen Promotoren.

Es wurden die Promotoren P 35S aus CaMV, P Nos aus A. rumefaciens und P RolC aus
A. rhizogenes, die Promotoren P B33, P ST-LS1, P KST1, P FBP1,1, P FBP1,7 und P SKT2
aus S. tuberosum, die Promotoren P 130 und P 247 aus N. tabacum und der Promotor P KCO1
aus A. thaliana untersucht (Kap. 1.3, Tab. 3).

Fusionen der pflanzenspezifischen Promotoren mit den promotorlosen /uxAB-Genen aus
V. harveyi wurden in den fiir Promotorstudien hergestellten Vektor pKK232-8 und in den
Pflanzentransformationsvektor pBinl9 kloniert. Die pKK-Konstrukte wurden in E. coli und
die pBin-Konstrukte in E. coli, Y. enterocolitica, A. tumefaciens, P. putida und Acinetobacter
sp. BD413 transformiert (siehe (1) in Abb. 10) und auf Biolumineszenz (2) untersucht. Zur
Bestitigung der durch die Biolumineszenz-Messungen ermittelten Genexpressionsstiarken
wurde mit der RN A ausgewdhlter Transformanten, die die beschriebenen Fusionen enthielten,
quantitative RT-PCR und Northern Hybridisierung (3) durchgefiihrt.

Weiterhin ermoglichten Promotor-cat-Fusionen in dem Vektor pKK232-8 in E. coli den
phénotypischen Nachweis einer heterologen Genexpression als Wachstum auf Agarplatten
mit Chloramphenicol (4).

Fiir die Promotoren P 35S, P ST-LS1, P Nos und P KST1 wurden mittels 5-RACE die
Transkriptionsstarts bestimmt (5). In Abhéngigkeit der Transkriptionsstarts konnte eine
Zuordnung der von der bakteriellen DNA-abhingigen RNA Polymerase erkannten —35- und
—10-Konsensus Sequenzen stattfinden. Fiir den P ST-LS1 wurden mehrere Mutanten mit
ortsspezifischen Basenaustauschen in der —10-Konsensus Sequenz hergestellt (6). Die
Genexpression der Mutanten wurde wiederum mit Hilfe der Biolumineszenz analysiert.
Weiterhin fand eine Charakterisierung der Transkripte mittels Northern Hybridisierung und
5"-RACE statt.

Fir die Untersuchung der Genexpression in N. tabacum wurden die Mutanten und der
Wildtyp P ST-LS1 in den Pflanzentransformationsvektor pBi101.2 kloniert (7). Dieser besitzt
zur Bestimmung der Expressionsstirke in Pflanzen ein promotorloses 3-Glucuronidase Gen
(gus). Die Expression des gus-Gens ausgehend von den mutagenisierten Promotoren konnte

nach dem Partikelbombardement nachgewiesen werden (8).
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Vorgehensweise bei der Untersuchung der pflanzenspezifischen
Promotoren (ndhere Erlduterung sieche Text).
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3.1.1 Klonierungsarbeiten

Insgesamt wurden in dieser Arbeit zwolf pflanzenspezifische Promotoren auf Genexpression
in Bakterien untersucht. Acht der Promotoren wurden im Rahmen der Arbeit sowohl in den
Pflanzentransformationsvektor pBinl19 (Bevan, 1984; siehe Kap. 6.1.1, Abb. 43) als auch in
den Promotorstudienvektor pKK232-8 (Brosius, 1984; siehe Kap. 6.1.5, Abb. 47) kloniert.
Die Konstrukte mit den Fusionen aus den Promotoren P 35S, P B33, P ST-LS1 und P RolC
mit den luxAB-Genen in pBinl9 (siehe Kap. 3.1.1.1, Abb. 13) und pKK232-8 (siche Kap.
3.1.1.2, Abb. 15), sowie pKKlux als Negativ-Kontrolle (siche Kap. 6.1.6, Abb. 48) sind im
Rahmen der Diplomarbeit entstanden und wurden in die weiteren Genexpressionsstudien
integriert.

Die Plasmide, aus denen die Promotoren fiir die Klonierungsarbeiten gewonnen wurden,
sind in Kap. 2.2.4, Tab. 8 aufgefiihrt. Die Abb. 11 zeigt eine schematische Darstellung der
MCS der Ausgangsderivate. Die [uxAB-Gene, die mit den Promotoren fusioniert wurden,
wurden aus den Plasmiden Mini-Tn5/uxAB (De Lorenzo et al., 1990; Herrero et al., 1990;
siche Kap. 6.1.9, Abb. 51) oder pBinlux-Sall (sieche Kap. 6.1.2, Abb. 44) gewonnen.

Die erzeugten Plasmide, welche durch die Fusionen der Promotoren mit den /uxAB-Genen
in den jeweiligen Vektoren entstanden sind, werden innerhalb dieser Arbeit als Konstrukte
bezeichnet.

Zur Beurteilung der Hohe der Genexpression der heterologen Promotoren wurde der
Lac-Promotor als homologer Promotor mit den [uxAB-Genen fusioniert und dessen

Genexpressionsstiarke mitaufgefiihrt.

3.1.1.1 Herstellung der pBin-Konstrukte und Transformation in E. coli, Y. enterocolitica,
A. tumefaciens, P. putida und Acinetobacter sp. BD413
Die Klonierungsschritte zur Herstellung der pBin-Konstrukte wurden aufgrund
unterschiedlicher Vektoren und dem Vorhandensein verschiedenster Restriktionsschnittstellen
in den DNA-Sequenzen der Promotoren unterschiedlich durchgefiihrt. Bei den Derivaten
pBinG130, pBinG247 und pFBPasel,1 lagen die Promotoren bereits in dem Vektor pBinl9
vor, so dass nur die Klonierung der luxAB-Gene erfolgen musste.
Zur Insertion der luxAB-Gene wurden die Plasmide pBinG130 mit BamHI, pBinG247 und
pFBPasel,l mit Sall restringiert. Die luxAB-Gene wurden zur Insertion in die linearisierten
Promotor-Derivate als BamHI-Fragment aus dem Plasmid pBinlux-Sall und als Sall-

Fragment aus dem Plasmid Mini-Tn5/uxAB isoliert. Abb. 12 zeigt den unterschiedlichen
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Abb. 11:

Schematische Darstellung der MCS der Ausgangsderivate mit den pflanzenspezifischen
Promotoren. Die pBinl9-Derivate (pBinG130, pBinG247 und pFBPasel,1) weisen
stromabwiirts der HindIII-Schnittstelle in antisense den Lac-Promotor (& ) auf. Die
Transkriptionstermination stammt aus dem Octopin-Synthase Gen (ocs). Die pBilOl-
Derivate (pME1, pBil01-SKT2 und pDKP3) bzw. das pGPTV-HPT-Derivat (pPK-Gus-4)
besitzen zum Nachweis der Genexpressionsstirke der Promotoren in Pflanzen ein

promotorloses B-Glucuronidase Gen (gus) und die Transkriptionstermination des Nopalin-
Synthase Gens (nos).
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Aufbau des Transposon-Bereichs des Plasmides Mini-Tn5/uxAB (a) im Vergleich zu der
MCS mit dem luxAB-Fragment aus pBinlux-Sall (b). Die 3,2 kbp grole DNA-Bande mit den
luxAB-Genen wurde mit der BamHI restringierten DNA des Plasmides pBinG130 bzw. der
Sall restringierten DNA der Plasmide pBinG247 und pFBPasel,1 ligiert. Die

Ligationsansitze wurden in E. coli DH5S0—~Zellen transformiert.

a —
SESEHER = = SELSTR = £ =
23888 4 & § @ &359803BIRuss T8E5
— | | | | ~
TuxA luxB tc®
b
E___EI__ - _ Le__@x_ = =
o eEm= x = EZETo=_E=T
o = = © GESTOOES®E
ERS5ERS & e § E BBECALSHTOT
| | |

|
T JuxA luxB \]/—4—

Abb. 12: Schematische Darstellung der [uxAB-Gene mit Restriktionsschnittstellen a des Transposon-

Bereichs des Mini-Tn5/uxAB (de Lorenzo et al., 1990) und b der MCS des pBinlux-Sall mit
dem Lac-Promotor (Pfeil).

Zur Herstellung der weiteren Konstrukte wurden sowohl die DNA der Promotor-Fragmente
als auch die /uxAB-Gene in pBin19 kloniert. Die DNA der Promotoren P FBP1,7 und P SKT2
wurde nach Restriktion der Fragmente kloniert. Die DNA-Fragmente der Promotoren P Nos,
P KST1 und P KCOI wurden mittels PCR und sequenzspezifischen Primern hergestellt.
Durch Integration von Restriktionsschnittstellen in die Oligonukleotide konnten die PCR-
Fragmente in die Vektoren kloniert werden.

Durch BamHI-Restriktion wurden die DNA-Fragmente mit P FBP1,7 und P SKT2
gewonnen. Die Promotor-Fragmente wurden in den BamHI restringierten Vektor pBinl9
kloniert. Der Ligationsansatz wurde in E. coli DH5o. transformiert.

Die DNA der Fusion des pBinl9 mit P FBP1,7 wurde zur Insertion der /uxAB-Gene mit
Sall und die DNA des Klons mit der Fusion des pBinl19 mit P SKT2 mit Sa/l und HindIII
restringiert. Zur Klonierung der /uxAB-Gene wurde das Plasmid Mini-Tn5/uxAB mit Sall
bzw. HindIIl und Sall geschnitten und das jeweilige 3,2 kbp groBe DNA-Fragment isoliert.
Anschlieend wurden die entsprechenden DN A-Fragmente miteinander ligiert und in E. coli

DH5a transformiert.
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Fiir die Promotoren P KST1, P KCOI1 und P Nos, welche mittels PCR hergestellt wurden,
dienten als Template-DNA pDKP3 (P KST1), pPK-Gus-4 (P KCO1) und pBinl9 (P Nos).
Zur Herstellung des P Nos wurde mit den Primern Nos-S1 und Nos-AS1 ein ca. 500 bp
grofBes DNA-Fragment amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde mit Sau3A geschnitten und
dann in den BamHI restringierten Vektor pBinl9 kloniert. Nach einem Doppelverdau mit Sall
und HindIll wurde die entsprechende /uxAB-DNA in die Restriktionsschnittstellen kloniert
und der Ligationsansatz in DH5a transformiert.

Fir die Klonierung zur Herstellung der pKST1lux- und pKCO1llux-Konstrukte wurde
zuerst das BamHI-Fragment mit den [uxAB-Genen aus pBinlux-Sall in den BamHI
restringierten Vektor pBinl9 kloniert. Der Ligationsansatz wurde in DH50 transformiert. So
wurde ein weiterer pBinlux (pBinlux-BamHI) hergestellt. Die Darstellungen beider Plasmide
(pBinlux-Sall, pBinlux-BamHI), mit dem unterschiedlichen Aufbau der MCS sind Kap. 6.1.2,
Abb. 44 und Kap. 6.1.3, Abb. 45 aufgefiihrt. Zur Klonierung der Promotoren wurde die DNA
des pBinlux-BamHI mit Smal geschnitten. Die DNA-Fragmente, welche P KST1 und
P KCO1 beinhalteten, wurden mittels PCR und sequenzspezifischer Primer (2-KST1-S und
KST1-AS bzw. 2-KCOI1-S und KCOI-AS) mit Smal-Restriktionsschnittstellen hergestellt,
mit Smal verdaut und in die Smal-Schnittstelle von pBinlux-BamHI kloniert. Der
Ligationsansatz wurde wiederum in DH50o transformiert.

Die richtigen Orientierungen der klonierten Promotor-DNA-Fragmente wurden durch
spezifische Restriktionsverdaus und Sequenzierungen iiberpriift. Bei allen pBin-Konstrukten
wurden die Ubergiinge der Promotor-Sequenz zu den /uxAB-Genen durch Sequenzierung mit
dem Primer luxA/AS?2 iiberpriift.

Die Basenabfolge der Promotor-Fragmente P Nos, P KST1 und P KCOI1, welche mittels
PCR hergestellt wurden, wurde durch Sequenzierung iiberpriift. Bei den Promotoren P KST1
und P KCO1l wurden Basenaustausche gegeniiber den iibermittelten Originalsequenzen
festgestellt. Dies fiihrte zur Sequenzierung der Promotorbereiche der Ausgangsderivate
pPK-Gus-4 und pDKP3. Ein Vergleich der sequenzierten Bereiche (Kap. 6.5.2, Abb. 53 und
Kap. 6.5.3, Abb. 54) zeigte, dass die ermittelten Basenaustausche auch in den DNA-
Sequenzen der Derivate vorlagen, mit Ausnahme des P KCO1 im pBin-Konstrukt, welcher
zwel Basenaustausche gegeniiber der Originalsequenz am 5°-Ende aufweist und des P Nos im
pBin-Konstrukt, welcher einen Basenaustausch gegeniiber der Originalsequenz (Kap. 6.5.1,
Abb. 52) aufweist. Dieser Basenaustausch befindet sich jedoch auflerhalb der Sequenz des

von Shaw (1984) beschriebenen Nos-Promotors.
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Um die Genexpressionsstirke der pflanzenspezifischen Promotoren mit einer homologen
Genexpression vergleichen zu konnen, wurde der Promotor des lac-Operons untersucht.
Hierfiir wurde der P Lac aus pBinl19 mit dem Sa/l-Fragment der luxAB-Gene fusioniert. Die
Fusion (placlux) erwies sich in den verschiedenen Bakterienarten als instabil. Das Konstrukt,
welches zwischen dem P Lac und dem Sal/l-Fragment der [uxAB-Gene die
Terminationssequenz des Octopin-Synthase Gens beinhaltete (placocslux), war stabil.

Als weiterer bakterieller Promotor wurde die nach Transposonmutagenese von
Y. enterocolitica Stamm 78 mit dem Mini-Tn5/uxAB entstandene Promotorfusion P 143 in
pBin19 kloniert und zum Vergleich der bakteriellen Expression in Yersinia mitgefiihrt.

In der Tab. 23 wurde die Herstellung der pBin-Konstrukte nochmals zusammengefasst

dargestellt. Abb. 13 zeigt die schematische Darstellung der MCS aller pBin-Konstrukte.

Name des | Name des Klonierungs- | Promotor- PCR- luxAB- Name des
Promotors | Ausgangs- vektor des Restriktions- | Restriktions- | Restriktions- | pBin-
derivates Ausgangs- fragment fragment fragment Konstruktes
derivates
P 35S pBinAR pBin19 - - Sall- p35Slux
Fragment
P B33 pB33-Bin19 pBin19 - - Sall- pB33lux
Fragment
P ST-LS1 |pBin-L700 pBin19 - - Sall- pST-LS1lux
Fragment
P RolC pBin19-RolC pBin19 - - Sall- pRolClux
Fragment
P 130 pBinG130 pBin19 - - BamHI- p130lux
Fragment
P 247 pBinG247 pBinl19 - - Sall- p247lux
Fragment
P FBP1,1 |pFBPasel,l pBin19 - - Sall- pFBP1,1lux
Fragment
P FBP1,7 |[pMEI pBil01.1 BamHI- - Sall- pFBP1,7lux
Fragment Fragment
P SKT2 pBil01 pBil01 BamHI- - Sall/HindIIl- | pSKT2lux
-SKT2 Fragment Fragment
P Nos pBinl9 - - Sau3A- Sall/HindIII- | pNoslux
Fragment Fragment
P KST1 pDKP3 pBil01 - Smal- BamHI- pKST1lux
Fragment Fragment
P KCO1 pPK-Gus-4 pGPTV-HPT - Smal- BamHI- pKCO1llux
Fragment Fragment
P Lac pBin19 - - - Sall- placlux
Fragment
P Lacocs pBinAR pBinl19 - - Sall- placocslux
Fragment

Tab. 23: Uberblick iiber die Strategien zur Klonierung der pflanzenspezifischen Promotoren und der /uxAB-
Fragmente in pBinl9, sowie die Namen der resultierenden pBin-Konstrukte. Zum Vergleich der
Expressionsstirke heterologer Promotoren wurde der bakterielle Promotor des lac-Operons in
pBin19 untersucht.
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Abb. 13: Schematische Darstellung der MCS der pBin-Konstrukte.

3.1.1.2 Herstellung der pKK-Konstrukte und Transformation in E. coli
Der Vektor pKK232-8 wurde fiir Promotorstudien konzipiert. Er besitzt stromaufwérts vor
der MCS einen Transkriptionsstop (T) und zum Nachweis der Expressionsstidrke klonierter

Promotoren ein promotorloses Chloramphenicol-Acetyltransferase Gen (cat). Die Promotoren
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P 130, P 247, P FBP1,1, P FBP 1,7, P Nos, P SKT2, P 35S, P B33, P ST-LS1 und P RolC
wurden mit dem cat-Gen fusioniert. E. coli Transformanten mit den Fusionen wurden auf
Wachstum auf LB-Agarplatten mit unterschiedlichen Konzentrationen von Chloramphenicol
untersucht. Um die Expressionsstirke der Promotoren in pKK232-8 mit den pBin-
Konstrukten mittels Lumineszenz vergleichen zu konnen, wurden die luxAB-Gene zwischen
die Sequenz der Promotor-DNA und dem car-Gen inseriert.

Die DNA der Promotor-Derivate pBinG130, pBinG247 und pFBPasel,] wurde durch
EcoRI-Restriktion verdaut. Durch den EcoRI-Verdau des Plasmides pFBPasel,1 wurde das
Promotor-Fragment herausgeschnitten. Danach wurden die kohédsiven Enden der DNA der
linearisierten Plasmide pBinG130 und pBinG247 sowie das DNA-Fragment mit dem
P FBP1,1 aufgefiillt. Die DNA von pBinG130 wurde weiterhin mit BamHI, die von
pBinG247 mit Sall restringiert. Die Promotor-DNA der Derivate pME1 (P FBP1,7) und
pBil101-SKT?2 (P SKT?2) lag durch BamHI-Restriktion zur weiteren Klonierung in pKK232-8
vor. Die Herstellung und Aufarbeitung des P Nos erfolgte wie in Kap. 3.1.1.1 beschrieben.

Zur Klonierung der Promotor-Fragmente wurde die DNA des Vektor pKK232-8 mit Smal
und BamHI, sowie Smal und Sall doppelt verdaut, als auch nur mit BamHI oder Smal verdaut.
Das DNA-Fragment mit P 130 wurde mit dem Smal/BamHI verdauten Vektor ligiert, sowie
die DNA-Fragmente mit P 247 und P FBP1,1 mit den Smal/Sall bzw. Smal verdauten Vektor
ligiert. Die BamHI-Fragmente mit P FBP1,7 und P SKT2, sowie das Sau3A-Fragment mit
P Nos wurden mit der BamHI geschnittenen Vektor-DNA ligiert. Die Ligationsansitze
wurden in E. coli DH50 transformiert.

Zur Klonierung der luxAB-Gene wurden die Fusionen mit den Promotoren P FBP1,1 und
P FBP1,7 Sall und die Fusion mit P 130 BamHI verdaut. Die DNA der Fusionen mit den
Promotoren P 247, P SKT2 und P Nos wurden mit HindIII und Sal/l restringiert.

Zur Insertion der luxAB-Gene wurde das Plasmid Mini-Tn5/uxAB Sall bzw. HindIII und
Sall geschnitten. Das BamHI-Fragment der [uxAB-Gene wurde aus pBinlux-Sall isoliert. Die
Promotor-cat-Fusionen wurden mit dem jeweiligen [uxAB-Fragment ligiert und in DHS5a
transformiert.

Zur Herstellung der pKK-Konstrukte mit den Promotoren P KST1 und P KCO1 wurde
zuerst in den BamHI verdauten Vektor pKK232-8 das BamHI-Fragment der /uxAB-Gene aus
pBinlux-Sall inseriert. Hierbei entstand der pKKlux-BamHI (sieche Kap. 6.1.7, Abb. 49).
Diese DNA wurde Smal verdaut und mit den Smal-geschnittenen PCR-Fragmenten, deren

Herstellung in Kap. 3.1.1.1 erklart wurde, ligiert und in DHS5a transformiert. Die Promotoren
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P Nos, P KCOI und P KST1 wurden vollstindig sequenziert (Kap. 6.5.1, Abb. 52, Kap. 6.5.2,
Abb. 53 und Kap. 6.5.3, Abb. 54).

Die Insertion des Lac-Promotors in pKKlux war fiir den E. coli Stamm DHS5o letal. Er

konnte nach erfolgreicher Klonierung und Transformation des Plasmides nicht mehr in LB-

Medium mit Ampicillin angezogen werden.

Die richtigen Orientierungen der klonierten Promotor-DNA-Fragmente der Promotor-cat-

Fusionen wurden durch spezifische Restriktionsverdaus und Sequenzierungen tiberpriift. Bei

allen pKK-Konstrukten wurden die Uberginge der Promotor-Sequenz zu den luxAB-Genen

durch Sequenzierung mit dem Primer luxA/AS? {iberpriift.

Die Tab. 24 fasst die Klonierungsschritte der Promotor-cat-Fusionen und der pKK-
Konstrukte sowie deren Namen zusammen.
Name des |Name des | Promotor- PCR- Name der luxAB- Name des
Promotors | Ausgangs- | Restriktions- | Restriktions- | Promotor-cat- | Restriktions- | pKK-
derivates | fragment fragment Fusion fragment Konstruktes
- pKK232-8 - - - Sall/HindIII- | pKKlux
Fragment
P 35S pBinAR EcoRI-blunt/ - pKK35S Sall/HindlII- | pKK35Slux
Sall- Fragment
Fragment
P B33 pB33-Binl9 | EcoRI-blunt/ - pKKB33 Sall/HindIIl- | pPKKB33lux
Sall- Fragment
Fragment
P ST-LS1 |pBin-L700 | EcoRI-blunt/ - pKKST-LS1 Sall/HindlIl- | pKKST-LS1lux
Sall- Fragment
Fragment
P RolC pBin19- EcoRI-blunt/ - pKKRolC Sall- pKKRolClux
RolC Sall- Fragment
Fragment
P 130 pBinG130 EcoRI-blunt/ - pKK130 BamHI- pKK130lux
BamHI- Fragment
Fragment
P 247 pBinG247 EcoRI-blunt/ - pKK247 Sall/HindIIl - | pKK247lux
Sall- Fragment
Fragment
P FBP1,1 |pFBPasel,l1 | EcoRI-blunt- - pKKFBP1,1 Sall- pKKFBP1,1lux
Fragment Fragment
P FBP1,7 |pMEl BamHI- - pKKFBP1,7 Sall- pKKFBP1,7lux
Fragment Fragment
P SKT2 pBil01 BamHI- - pKKSKT2 Sall/Hindlll- | pKKSKT2lux
-SKT2 Fragment Fragment
P Nos pBin19 - Sau3A- pKKNos Sall/HindIIl- | pKKNoslux
Fragment Fragment
P KST1 pDKP3 - Smal- - BamHI- pKKKST1lux
Fragment Fragment
P KCO1 (pPK-Gus-4 - Smal- - BamHI- pKKKCO1lux
Fragment Fragment

Tab. 24: Uberblick iiber die Klonierungsstrategien der pflanzenspezifischen Promotoren in pKK232-8 und die
Namen der resultierenden Promotor-cat-Fusionen. Nach Klonierung der luxAB-Gene entstanden die
pKK-Konstrukte.
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Weiterhin lief sich die Insertion der Promotor- bzw. luxAB-DNA in pKK232-8 durch Pvull-
Restriktion nachweisen. Abb. 14 zeigt ein 0,8 %iges Agarosegel mit den Pvull restringierten
pKK-Konstrukten (mit Ausnahme des Konstruktes pKKFBP1,1lux). Die DNA des Vektor
pKK232-8 wurde durch Pvull-Restriktion in drei Fragmente geschnitten (2677 bp, 1278 bp
und 1139 bp). Die Promotor-Fragmente inserierten in das grof3te DNA-Fragment des Vektors.
Die luxAB-Gene wiesen eine weitere Pvull-Restriktionsschnittstelle auf und ergaben zwei
Fragmente mit 2393 bp und 993 bp (bei Klonierung des luxAB-Sall-Fragments) bzw. 949 bp
(bei Klonierung des luxAB-BamHI-Fragments). Hierbei inserierte das grof3e /uxAB-Fragment
(2393 bp) in das grofite Fragment bestehend aus Vektor-DNA und Promotor-DNA. Ein
verdndertes Restriktionsmuster wiesen die pKK-Konstrukte mit den Promotoren
P ST-LSI, P RolC, P FBP1,1 und P FBP1,7 auf. Sie besaen in den jeweiligen Promotor-
Fragmenten eine weitere Pvull-Restriktionsschnittstelle, so dass es zur Restriktion des

entstandenen groflen Fragments kam.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

bp
19329

7743
6223

4254
3472

2690

1882

1489

925

Abb. 14: Restriktionsverdau der pKK-Konstrukte mit Pvull. 1 = A DNA/Ecol30L, 2 =
pKKlux, 3 = pKKARIux, 4 = pKKB33lux, 5 = pKKST-LS1lux, 6 = pKKRolClux,
7 = pKK130lux, 8 = pKK247lux, 9 = pKKFBPI1,7lux, 10 = pKKNoslux, 11 =
pKKSKT2lux, 12 = pPKKKCOllux, 13 = pKKKST1lux, 14 = A DNA/Eco130L

Zusammenfassend sind die pKK-Konstrukte mit der MCS, sowie den weiteren

Restriktionsschnittstellen in Abb. 15 dargestellt.
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Abb. 15: Schematische Darstellung der MCS der pKK-Konstrukte. Stromaufwirts der klonierten Promotoren
liegt ein Transkriptionsstop, stromabwirts schlieft sich die DNA des promotorlosen cat-Gens an.

3.1.1.3 Klonierung der Haelll-Restriktionsfragmente des ST-LS1-Promotors in
pKK232-8 und Transformation in E. coli

Der Promotor des ST-LS1-Gens zeigte schon in den Voruntersuchungen (Jacob, 1997) eine
starke Genexpression in E. coli, Y. enterocolitica und A. tumefaciens. Stockhaus et al. (1987)
beschrieben, dass fiir eine Genexpression in Pflanzen nur 334 bp der 5 -upstream Region des
ST-LS1-Gen benotigt werden. Die Genexpressionsstirke war jedoch gegeniiber der der
1600 bp 5”-upstream Region um zwei Drittel reduziert. Eine 5 -upstream Region von 130 bp,
welche die CAAT- und TATA-Sequenzelemente enthielt, zeigte keinerlei Genexpression.

Um Teilfragmente des Promotors P ST-LS1 auf die Expressionsstirke in Bakterien
untersuchen zu konnen, wurde eine Subklonierung vorgenommen. Hierfiir wurde die DNA
des Promotor-Fragmentes mittels Doppelverdau mit EcoRI und BamHI von der restlichen

DNA des Derivates pBin-L700 getrennt. Die kohdsiven Enden des EcoRI/BamHI-Verdaus
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wurden aufgefiillt und nach Auftrennung der DNA in einem 0,8 %igen préparativen
Agarosegel, wurde das 1600 bp groBe P ST-LSI-Fragment eluiert. Der anschlieBende
Restriktionsverdau mit Haelll trennte die Promotor-DNA in vier Fragmente (Abb. 16),

wovon drei Fragmente in den Smal restringierten Vektor pKK232-8 kloniert wurden. Nach

blunt-end Ligation wurde der Ligationsansatz in DHSa transformiert.

P ST-LS1

Haelll (1053)
EFOR' Haelll 607) ||Haelll (1075) BamHI

1 1586
PKKST-LS1.1
|  pkksT-LS1.2 >

[ PKKST-LS1.3 >

Abb. 16: Schematische Darstellung des EcoRl/BamHI-Fragmentes des Promotors
P ST-LS1 mit den vorhandenen Haelll-Restriktionsschnittstellen. Die
dargestellten Haelll-DNA-Fragmente wurden in pKK232-8 kloniert und
erhielten die Namen pKKST-LS1.1, pKKST-LS1.2 und pKKST-LS1.3.

Zur Klonierung der DNA der luxAB-Gene, wurde das Sall/HindllI-Fragment aus Mini-
Tn5luxAB in die Sall und HindIIl restringierten Plasmide mit den caz-Fusionen kloniert. Die
Ligationsansidtze wurden wiederum in DHS5o transformiert. Die rekombinanten Plasmide

wurden durch Restriktionsverdaus und Sequenzierungen tiberpriift. In Abb. 17 ist die MCS
der entstanden pKK-Konstrukte dargestellt.

L I E5eoB. 3
= TE= _ (74 = SESR88=S
g 3 %Eo‘% o % 9 S S683ESsT
Iy R R
u w v pPKKST-LS1.1lux

P luxA luxB cat pKKST-LS1.2lux
- pKKST-LS1.3lux

3200 bp

Abb. 17: Schematische Darstellung der pKK-Konstrukte mit den Haelll-DNA-Fragmenten des
P ST-LS1. * Die Restriktionsschnittstelle kann durch das Enzym Smal nicht mehr erkannt

werden, da je nach DNA-Fragment eine aufgefiillte EcoRI oder BamHI bzw. Haelll
Restriktionsschnittstelle mit Smal ligiert wurde.
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3.1.2 Computer-gestiitzte Sequenzanalyse der pflanzenspezifischen Promotoren

Der Sequenzanalyse der pflanzenspezifischen Promotoren kommt eine grof3e Bedeutung zu,
da eine wichtige Fragestellung fiir die Risikobewertung von GVOs ist, ob man eine
Vorhersage tiber die Stirke der Promotoren in heterologen Systemen mittels Computeranalyse
treffen kann. In dieser Arbeit wird somit die Expressionsstirke der Promotoren mit der
Existenz von Konsensus Sequenzen verglichen. Es soll gekldart werden, ob pflanzliche
Promotoren, die zu einer starken Expression in Bakterien fithren, mehr oder auch stirkere
Homologien zu Konsensus Sequenzen bakterieller Promotoren liefern als solche mit einer

schwachen Genexpression.

3.1.2.1 Computer-gestiitzte Suche nach prokaryontischen Promotor Konsensus
Sequenzen

Fiir die Computer-gestiitzte Suche nach potentiellen prokaryontischen Konsensus Sequenzen
wurden die von Hawley und McClure (1983), Harley und Reynolds (1987) und Lisser und
Margalit (1993) fiir E. coli beschriebenen Konsensus Hexamere TTGACA (-35-Region) und
TATAAT (-10-Region) zugrunde gelegt. Der optimale Abstand zwischen den beiden
Hexameren liegt bei 16 bis 18 nt (Harley und Reynolds, 1987). Schon Hawley und McClure
(1983) fdllt an Position —16/-15 das gehdufte Auftreten der Nukleotide T/G auf. Explizit
beschrieben wurde die “extended-10-Region” erst von Keilty und Rosenberg (1987). Das
Vorhandensein der “extended -10-Region” macht die —35-Konsensus Sequenz entbehrlich,
jedoch wurden in einigen Promotoren sowohl die —35- und —10-Konsenus Sequenzen mit dem
zusitzlichen T/G-Motiv gefunden (Chan und Busby, 1989).

Die pflanzenspezifischen Promotoren wurden einer Computer-gestiitzten Promotorsuche

unterzogen. Es wurde nach folgenden Motiven gesucht:

» Konsensus —35- und —10-Sequenz

TTGACA TATAAT (3 bzw. 2 Mismatche erlaubt)
15-20nt

» “extended — 10-Sequenz”

TGNTATAAT (3 Mismatche erlaubt)

Bei den Konsensus Sequenzen wurden die am stidrksten konservierten Basen im Fettdruck

dargestellt (Hawley und McClure, 1983; Harley und Reynolds; 1987; Lisser und Margalit,
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1993). Diese Nukleotide blieben auch bei der Analyse konserviert. Bei den restlichen Basen
der Konsensus Sequenzen waren bei der —35-Region wie auch bei der “extended -10-Region”
drei Mismatche und bei der —10-Region zwei Mismatche erlaubt. Der Abstand zwischen den
beiden Hexameren wurde auf 15 bis 20 nt festgelegt.

Die Linge der untersuchten pflanzenspezifischen Promotorsequenzen variierte von 300 bis
3100 bp. Um die Ergebnisse der Suche miteinander vergleichen zu konnen, wurden die
300 bp des jeweiligen Promotor-Fragments analysiert, die direkt stromaufwirts der zu
transkribierenden luxAB-Genen lagen.

Die Computeranalyse lieferte fiir jede mogliche Ubereinstimmung einen Treffer. Bei der
Erkennung der —-35- in Abhidngigkeit von der —10-Konsensus Sequenz wurden Treffer
gefunden, bei denen eine der beiden Sequenzen identisch ist und die andere Konsensus
Sequenz sich um ein bis mehrere Nukleotide verschiebt. Solche Ubereinstimmungen wurden
als ein Treffer gerechnet, da angenommen werden kann, dass die RNAP einen solchen
Promotorbereich als eine Erkennungsstelle betrachtet.

In Tab. 25 wurden die Ergebnisse der Computer-gestiitzen Suche nach potentiellen
bakteriellen Konsensus Sequenzen dargestellt. Im Anhang (Kap. 6.2) wurden diese Treffer in
den pflanzenspezifischen Sequenzen farbig hervorgehoben.

Mit acht Treffern wurde fir den P SKT2 mit Abstand das hochste Ergebnis an
Ubereinstimmungen mit der Konsensus Sequenz erzielt. Fiir die weiteren Promotoren wurden
null bis vier Treffer gefunden. Vier Treffer wurden fiir P B33, drei fiir P 35S, P ST-LSI1,
P RolC, P 247 und P KST1 gefunden. Weiterhin konnte ein Treffer fiir P FBP1,1 bzw.
P FBP1,7, P Nos und P KCO1 festgestellt werden. Die Analyse ergab keinen Treffer fiir den
P 130. Die Homologie zu dem bekannten Hexamer der —35-Konsensus Sequenz variierte
zwischen drei bis vier Basen. Bei der —10-Konsensus Sequenz lag sie bei vier bis fiinf Basen.
Fiir die “extended —10-Region” wurden sechs bzw. sieben Basen Ubereinstimmung gefunden.
Somit war die Homologie der potentiellen prokaryontischen Konsensus Sequenzen gegeniiber
der bekannten 6"°-Konsensus Sequenzen eher gering.

Die Untersuchung der Subklone des P ST-LS1 ergab fiir P ST-LS1.2 sieben Treffer,
wovon in einem Fall eine vollkommene Homologie mit der —10-Konsensus Sequenz
nachzuweisen war. Jedoch war in diesem Falle der Abstand zwischen den beiden Hexameren
mit 19 und 20 nt nicht optimal. Fiir P ST-LS1.1 konnten zwei Treffer nachgewiesen werden.
Die Suche in P ST-LS1.3 entspricht den 300 bp, welche im Gesamtfragment des
P ST-LS1 analysiert wurden.
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Promotor Potentielle Position in Acc. # Abstand Ubereinstimmung | Treffer-
Promotorsequenz sieche Anhang zwischen der | mit der Konsensus zahl
(-35-/-10-Sequenz oder =35- und Sequenz
“extended -10-Sequenz”) -10-Sequenz
[nt]
P 35S TTGcCc / TATtgT 2405/2426 15 4/6 und 4/6
TGTgAagAT 2429 - 6/9 3
TGCcATcAT 2466 - 6/9
P B33 TTtcaA (TTcAag) / 1493(1494)/ 19/18/20 3/6 und 5/6
TATAtT (TATtAT) 1518(1520) 4
TTtAtt (TTGgtt) / TAaAAT 1617(1621)/1642 19/15 3/6 und 5/6
TGTcAaAcT 1628 - 6/9
TTGttA/cAaAAT 1683/1706 17 4/6 und 4/6
P ST-LS1 | TTtgtA (TTGtag) /gATAAT 1395(1396)/1419 18/17 3/6 und 5/6
TGATAatgT 1418 - 6/9 3
TTattA (TTatCA) /gAaAAT 1512(1515)/1537 19/16 3 bzw. 4/6 und 4/6
P ST- TGCgAgAgt 351 - 6/9
LS1.1 TTttgA (TTtgaA;TTGAat) / | 485(486:487)/ 19/18/17/20 3 bzw. 4/6 und 4/6 )
TAccAT (cATAgT) 510(513)
P ST- TTttCA / TATgcT 7541775 15 4/6 und 4/6
ST1.2 TTagCA / TAcAgT 788/309 15 4/6 und 4/6 7
TTaACc /aATAcT 897/922 19 4/6 und 4/6
TTGttt (TTtAag; TTaAgt)/ 938(941;942)/ 19/16/15 3/6 und 4/6
gAgAAT 963
TTGAgt (TTGtgc) / gATgAT | 361(366)/387 20/15 4 bzw. 3/6 und 4/6
TTtgaA (TTGAag) / TATAAT | 381(382)/407 20/19 3 bzw. 4/6 und 6/6
TTcAag / gATALT 398/420 16 3/6 und 4/6
P ST- TTtgtA (TTGtag) /gATAAT 1395(1396)/1419 18/17 3/6 und 5/6
LS1.3 TGATAatgT 1418 - 6/9 3
TTattA (TTatCA) /gAaAAT 1512(1515)/1537 19/16 3 bzw. 4/6 und 4/6
P RolC TTaAaA / TATAtT 978/1002 18 4/6 und 5/6
TTGtgg / aATAtT (TATttT) 1061/1083(1085) 16/18 3/6 und 4/6 3
TTtgCt (TTGctc) /gATtAT 1096(1097)/1122 20/19 3/6 und 4/6
P 130 - - - - 0
P 247 TGATAaAgT 889 - 7/9
TTctgA / TAaAAT 907/928 15 3/6 und 5/6 3
TTtcaA (TTcAac) / TATccT 1092(1093)/1114 16/15 3/6 und 4/6
PFBP1,1 |TGGcATccT 1035 - 6/9 1
P FBP1,7 |TGGcATccT 1646 = 6/9 1
P Nos TTccCc / cATALT 9016/8990 20 3/6 und 4/6 1
P SKT2 TTtAtA(TTataA) / TATtAT 2731/2756 19/18 4 bzw. 3/6 und 5/6
TTacaA / TAaAAT 2767/2791 18 3/6 und 5/6 8
TTtAtA / TAaAAT 2785/2810 19 4/6 und 5/6
TTGtat / aATtAT 2805/2831 20 3/6 und 4/6
TTGctA / aAaAAT 2897/2923 20 4/6 und 5/6
TGTaAaAgT 2905 - 6/9
TTGctc / TATtHT 2913/2936 17 3/6 und 4/6
TGCTATtT 2933 - 7/9
P KST1 TTctCc / gATACT (TActAT) 1307/1332(1334) 18/20 3/6 und 4/6
TGGgAagAT 1325 - 6/9 3
TTcttA (TTaAag) / aAgAAT 1366(1369)/1391 19/16 3/6 und 4/6
P KCOl1 TTGAtt / cATAgT 1177/1198 15 4/6 und 4/6 1
Tab. 25: Ergebnisse der Computer-gestiitzen Suche nach potentiellen bakteriellen Konsensus Sequenzen in den

pflanzenspezifischen Promotoren. Untersucht wurden die 300 bp der Promotoren, welche direkt vor
dem Fragment mit den luxAB-Genen lagen. Ubereinstimmungen der Nukleotide mit der o’'-
Konsensus Sequenz wurden in Grobuchstaben dargestellt. Verschiebt sich die Konsensus Sequenz
bei der Suche nur um ein bis mehrere Nukleotide, so wurde diese Sequenz in Klammern dargestellt
und als ein Treffer gezihlt. Der Sequenzursprung bezieht sich auf die Acc. # (wenn vorhanden), der
im Anhang aufgefiihrten Sequenzen.
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3.1.2.2 Bestimmung des AT-Gehalts

Um festzustellen, ob es einen Zusammenhang zwischen der Genexpressionsstirke von
pflanzenspezifischen Promotoren in Bakterien und dem AT-Gehalt gibt, wurde dieser
bestimmt. Um den AT-Gehalt der Promotoren vergleichen zu konnen, wurden wiederum die
300 bp des Promotor-Fragmentes analysiert, die direkt stromaufwirts der zu transkribierenden
luxAB-Genen lagen. Die Berechnung des AT-Gehalts ist bei einem “window size = 50~
jeweils von einem Punkt aus auf je 25 bp stromaufwirts und stromabwirts, also insgesamt
50 bp, bezogen. Abb. 18 fiihrt die Diagramme der untersuchten AT-Gehalte der Promotoren
auf, wobei die AT-Gehalte von P FBP1,1 und P FBP1,7 zusammen dargestellt wurden, da sie
identisch sind. Die Diagramme sind nach zunehmenden AT-Gehalt angeordnet. Die
Darstellung zwischen 50 bis 350 entspricht dem AT-Gehalt der untersuchten 300 bp der
Promotoren.

P 35S und P Nos besitzen mit 52,6 % und 53,7 % den geringsten AT-Gehalt. Bei den
weiteren Promotoren liegt er bei 60 % oder dariiber. Der AT-Gehalt des P SKT2 ist mit
76,6 % am hochsten. Dies zeigt den Zusammenhang mit der Trefferzahl der potentiellen
prokaryontischen Konsensus Sequenzen auf. Jedoch wurde fiir den P 130 kein Treffer
gefunden, wihrend der AT-Gehalt mit 61,6 % relativ hoch ist. Auch fiir P FBP1,1 bzw.
P FBP1,7 und P KCO1 liegt der AT-Gehalt mit 64,3 % und 66,7 % relativ hoch, und fiir diese
Promotoren konnte jeweils nur ein Treffer bei der Computer-getiitzten Suche ermittelt

werden.
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Abb. 18: Darstellung des AT-Gehaltes innerhalb der 300 bp (in der Darstellung 50 bis 350) der Sequenz der
pflanzenspezifischen Promotoren, welche direkt vor dem Klonierungsfragment mit den zu
transkribierenden /uxAB-Genen lagen.
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3.1.3 Genexpressionsbestimmungen

3.1.3.1 Genexpressionsbestimmung mittels Lumineszenzmessung

Zum Nachweis einer moglichen Expression der [uxAB-Gene durch die pflanzenspezifischen
Promotoren wurde die Lumineszenz in RLU/10 s gemessen. Die Lumineszenz der
pflanzenspezifischen Promotoren innerhalb der pBin-Konstrukte wurde in E. coli K-12
Stamm DHS5aq, Y. enterocolitica Stamm 78, A. tumefaciens Stamm ATHV, P. putida und
Acinetobacter sp. BD413 bestimmt. Die Lumineszenz der pKK-Konstrukte wurde aufgrund
des Replikationsursprungs des Plasmides und der Instabilitit der Konstrukte in Yersinia
(Jacob, 1997) nur in E. coli untersucht.

Die folgenden abgebildeten Histogramme der Lumineszenzen stellen die Mittelwerte
dreier Dreifachbestimmungen mit den dazugehorigen Standardabweichungen dar.

In Abb. 19 sind die Lumineszenzen ausgehend von den pflanzenspezifischen Promotoren
der pKK-Konstrukte denen der pBin-Konstrukte in E. coli gegeniibergestellt. Die pKK-
Konstrukte wiesen aufgrund der hoheren Kopienzahl (15 bis 20) eine doppelt bis 3,5-fach
hohere Lumineszenz gegeniiber den pBin-Konstrukten (Kopienzahl 3 bis 7) auf. Als Negativ-
Kontrolle wurde die Lumineszenz des promotorlosen pKKlux-Konstruktes mit 1000 RLU/10
s gemessen. Der Vektor pKK232-8 besitzt im Gegensatz zum Vektor pBinl9 vor der MCS
einen Transkriptionsstop, welcher das Durchlesen stromaufwirts liegender Sequenzen
verhinderte. Die Fusion des pBinl9 mit den [uxAB-Genen ohne pflanzenspezifischen
Promotor, stellte keine geeignete Negativ-Kontrolle dar, da bakterielle Vektorsequenzen zu
einer Genexpression fiihrten (Mudge, 1996; Jacob, 1997). Bakterielle Kulturen, welche keine
luxAB-Gene beinhalteten, wiesen eine Hintergrund-Lumineszenz von etwa 100 RLU/10 s auf.

Die Lumineszenzmessungen in E. coli zeigten, dass acht der zwdolf getesteten
pflanzenspezifischen Promotoren eine Genexpression verursachten, die der Genexpression
ausgehend von dem P 35S aus CaMV entsprachen oder stiarker waren. Der P 35S aus CaMV
wurde als Positiv-Kontrolle mitgefiihrt, da dessen Expression in E. coli bereits von Assaad
und Signer (1990) beschrieben wurde. Die Promotoren P B33, P 130, P FBP1,7, P Nos und
P SKT2 zeigten eine Expression der luxAB-Gene, die vergleichbar mit der des P 35S waren.
Starkere Genexpressionen wiesen hingegen die Promotoren P ST-LS1, P KST1 und P KCO1
auf. Die Lumineszenzen ausgehend von den Promotoren P RolC und P 247 entsprachen der
Negativ-Kontrolle. Die Genexpression ausgehend von P FBP1,1 war etwas hoher als die der
Negativ-Kontrolle. Beim Vergleich der Lumineszenzen ausgehend von den Promotoren in
den pKK-Konstrukten mit denen der pBin-Konstrukte zeigten zwei Konstrukte diskrepante

Werte. Der P FBP1,7 zeigte im pBin-Konstrukt eine zu hohe Expression im Vergleich zu dem
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pKK-Konstrukt. Die Expression ausgehend von dem P KCO1l war wiederum im pBin-

Konstrukt im Vergleich zu dem pKK-Konstrukt zu niedrig.
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Abb. 19: Lumineszenzmessungen der a pKK-Konstrukte und b pBin-
Konstrukte in E. coli.

Eine mogliche Ursache fiir die geringere Genexpression des pKCOllux gegeniiber dem
pKKKCOIllux konnten die beiden Basenfehlpaarungen nahe dem 5°-Ende des Promotors
(Kap. 6.5.2, Abb. 53) sein. Interessant ist auch die Beobachtung, dass der P FBP1,7
gegeniiber dem P FBP1,1, welcher am 5°-Ende um 600 bp verkiirzt ist, in dem pBin-
Konstrukt eine hohere Genexpression aufweist. Moglicherweise fiihrten die unterschiedlichen
Zusammensetzungen der MCS der P FBPI,1- bzw. P FBPI1,7-Konstrukte zu einem
verdnderten Genexpressionsverhalten. Lisser und Margalit (1994) konnten durch

Computeranalyse von E. coli Promotoren zeigen, dass die die Konsensus Sequenzen (-35- und
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-10-Region) umgebenden Nukleotide entscheidend fiir die physikalisch-chemischen und
strukturellen Eigenschaften der DNA sind und somit die Promotorstidrke beeinflussen konnen.

Zum Vergleich der Genexpression der heterologen, pflanzenspezifischen Promotoren mit
einem homologen bakteriellen Promotor wurde die Genexpression des Lac-Promotors
fusioniert mit den /uxAB-Genen in pBinl9 gemessen. Hierbei wurde fiir placlux unter Zugabe
von IPTG eine Lumineszenz von 200000 RLU/10 s gemessen. Dieses Konstrukt erwies sich
in E. coli als instabil, so dass dieser Wert nicht reproduziert werden konnte. Fiir das Konstrukt
placocslux konnte 260000 RLU/10 s gemessen werden. Die Genexpression ausgehend von
dem Lac-Promotor ist somit ca. 20mal hoher als die stidrkste pflanzenspezifische
Genexpression.

Weiterhin wurde in unserem Labor der Promotor des TEM1 bla-Gens (P Bla) mit den
luxAB-Genen fusioniert und in den Vektor pKK232-8 kloniert. Die Expression ausgehend
von P Bla fiihrte in E. coli bei Anwesenheit von Ampicillin im Medium zu einer sechsfach
hoheren Expression als die des P KST1 (pKK-Konstrukt, personliche Mitteilung A. Lewin).

Die Lumineszenz der pflanzenspezifischen Promotoren der pBin-Konstrukte in

Y. enterocolitica, A. tumefaciens, P. putida und Acinetobacter sp. sind in Abb. 20 dargestellt.
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Abb. 20: Lumineszenzmessungen der pBin-Konstrukte in a Y. enterocolitica,
b A. tumefaciens, ¢ P. putida und d Acinetobacter sp. BD413
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In Y. enterocolitica zeigten drei Promotoren, P B33, P FBP1,7 und P SKT2, eine
Genexpressionsstiarke, die mit der des P 35S vergleichbar war. P ST-LS1, P KST1 und
P KCOI zeigten wiederum eine sehr starke Expression der [uxAB-Gene. Vergleicht man die
Expressionen der Promotoren in E. coli mit denen in Yersinia, so sehen sich die Profile der
Histogramme sehr dhnlich. Die Lumineszenz war jedoch im Wildtyp Yersinia-Stamm hoher
als im E. coli K-12 Stamm. Beide Arten gehoren zur Familie der Enterobacteriaceae, so dass
die iibereinstimmende Genexpression durch die pflanzenspezifischen Promotoren erklidrbar
ist. Fir das placocslux-Konstrukt wurde in Yersinia eine Genexpression von
180000 RLU/10 s gemessen. Vergleicht man die Genexpression des placocslux-Konstrukts
mit der des P ST-LS1, so war diese nur 1,5-fach hoher und ungefihr doppelt so hoch wie die
des P KST1. In der Abbildung nicht dargestellt ist die Expressionsstirke eines Promotors
P 143 aus Y. enterocolitica. Dieser Promotor wurde innerhalb unserer Arbeitsgruppe mittels
Transposonmutagenese mit dem Mini-Tn5/uxAB (De Lorenzo et al., 1990) im Chromosom
von Y. enterocolitica Stamm 78 (Lewin et al., 1996) identifiziert und nach Restriktion mit den
luxAB-Genen in pBinl9 kloniert. Es ist jedoch nicht bekannt, welchem Gen dieser Promotor
zuzuordnen ist und ob er reguliert wird oder als konstitutiver Promotor angesehen werden
mufB. Die Lumineszenz des P 143 mit ca. 30000 RLU/10 s deutet eher auf einen schwachen
Promotor hin. Hingegen erreichten die pflanzenspezifischen Promotoren P ST-LS1 mit
125000 RLU/10 s, P KST1 mit 95000 RLU/10 s und P KCOI1 mit 55000 RLU/10 s
Expressionsniveaus, die die Expressionsstirke des P 143 weit liberstiegen.

In A. tumefaciens wurde die starkste Genexpression der luxAB-Gene durch den P 35S aus
CaMV verursacht. Weiterhin starke Expressionen zeigten P ST-LS1, P FBP1,1 und P FBP1,7.
Fir das placocslux-Konstrukt wurde in Agrobacterium eine Lumineszenz von
50000 RLU/10 s gemessen. Somit wurde fiir den pflanzenspezifischen Promotor P 35S mit
66000 RLU/10 s eine stirkere Lumineszenz gemessen als fiir den bakteriellen Lac-Promotor,
der aus E. coli stammt.

In P. putida zeigte das Konstrukt mit P SKT2, gefolgt von P B33 und P ST-LS1 die
stiarkste Genexpression. Fiir das placocslux-Konstrukt wurde in P. putida eine Lumineszenz
von 2700 RLU/10 s gemessen.

In Acinetobacter sp. Stamm BD413, einem Stamm mit einer natiirlichen Kompetenz fiir
DNA-Aufnahme (Nielsen et al., 1997), fiihrten die Promotoren P B33, P ST-LS1, P 130,
P SKT2, P KST1 und P KCO1 zu einer Genexpression. Fiir das placocslux-Konstrukt wurde

in Acinetobacter eine Lumineszenz von 9000 RLU/10 s gemessen. Somit war die
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Lumineszenz ausgehend von dem placocslux-Konstrukt geringer als die der pBin-Konstrukte
mit den pflanzlichen Promotoren P B33, P ST-LS1, P 130 und P KSTI.

Die Untersuchung der Lumineszenz der Subklone des P ST-LS1 in pKK232-8 ist in
Abb. 21 dargestellt.

Hierbei verursachten die Subklone eine hthere Genexpression als das 1600 bp umfassende
Wildtyp (WT) ST-LS1-Promotorfragment. Das Promotorfragment des pKKST-LS1.1 fiihrte
zu einer Lumineszenz, die achtfach hoher war. pKKST-LS1.2 exprimierte die luxAB-Gene
doppelt so stark wie der WT-Promotor und pKKST-LS1.3, dem Fragment mit der identischen
Sequenz am 3°-Ende vor den zu exprimierenden luxAB-Genen wie der P ST-LS1 im pKKST-

LSTlux-Konstrukt, wies ein 2,5-fach hohere Genexpression gegeniiber dem WT-Promotor

auf.

Lumineszenz [RLU/10 s]

Abb. 21: Lumineszenzmessung der pKK-Konstrukte der Subklone
des P ST-LS1 im Vergleich zu dem Gesamtfragment in
E. coli.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es in 50 % der getesteten Kombinationen
aus pflanzenspezifischem Promotor und Bakterienart zu einer Genexpression kam (Tab. 26).
Der Promotor P ST-LSI1 fiihrte in allen fiinf Bakterienarten zu einer Expression der /uxAB-
Gene. Zwei Promotoren, P RolC und P 247, fiihrten in keiner der Bakterienarten zu einer

Genexpression.
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Promotor | Escherichia Yersinia | Agrobacterium | Pseudomonas | Acinetobacter
coli enterocolitica | tumefaciens putida sp. BD413

P 35S
P B33

P ST-LS1
P RolC

P 130
P 247
P FBP1,1

P FBP1,7
P Nos

P SKT2

P KST1
P KCO1

1 Genexpression 1] keine Genexpression

Tab. 26: Zusammenfassende Darstellung der Expression der luxAB-Gene durch die
pflanzenspezifischen Promotoren.

3.1.3.2 Nachweis der Transkriptmenge mittels TagMan® Universal PCR
Die Methode der TagMan® Universal PCR diente zum quantitativen Nachweis der [uxAB-
mRNA. Sie wurde eingesetzt um nachzuweisen, dass die Stdrke der Lumineszenz mit der
Menge an luxAB-Transkript der jeweiligen Konstrukte korrelierte und die Lumineszenzwerte
somit die Promotorstirken wiederspiegelten. Zum Vergleich der Transkriptmengen mit der
Starke der Lumineszenz wurde von jeweils denselben Y. enterocolitica-Kulturen ausgewéhlter
pBin-Konstrukte zu einem identischen Zeitpunkt sowohl Gesamt-RNA fiir den Ansatz der
quantitativen RT-PCR isoliert als auch die Lumineszenz der Kulturen bestimmt. Abb. 22 zeigt
die Gegeniiberstellung der jeweiligen MeBergebnisse. Der Vergleich der mRNA-
Transkriptmengen mit den Lumineszenzen der pflanzenspezifischen Promotoren P 35S,
P ST-LS1, P RolC, P FBP1,7 und P Nos in Y. enterocolitica zeigte, dass das verwendete
luxAB-Reportersystem zur Bestimmung der Transkriptionsstdrke in Bakterien geeignet war.
Alle Promotoren wiesen zu den Transkriptmengen iibereinstimmende Lumineszenzwerte auf.
Weiterhin wurde der in Kapitel 3.1.3.1 beschriebene Promotor P 143 aus Y. enterocolitica
analysiert. Vergleicht man die Genexpressionsstiarke des pflanzenspezifischen Promotors

P ST-LS1 mit der des P 143, so ist diese sechsmal stirker als die des Yersinia-Promotors. Die
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weiteren in Abb. 22 aufgefiihrten pflanzenspezifischen Promotoren haben jedoch eine viel

schwichere Genexpression als der P 143.
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Abb. 22: Gegeniiberstellung der a luxAB-Transkriptmengen und der b Lumineszenzwerte ausgewéhlter pBin-
Konstrukte in Y. enterocolitica.

3.1.3.3 Nachweis der Genexpression mittels Northern Hybridisierung
Zur Charakterisierung der luxAB-Transkripte in ausgewihlten Transformanten mit Promotor-
luxAB-Fusionen wurden Northern Hybridisierungen durchgefiihrt. Hierfiir wurden zwischen
3 bis 10 ug Gesamt-RNA elektrophoretisch aufgetrennt und mit einer fluoreszenzmarkierten
Sonde homolog einem 400 bp groBen Sequenzabschnitt aus dem luxA-Gen hybridisiert.
Abb. 23 zeigt die Hybridisierungsergebnisse der Transkripte der Promotoren P SKT2,
P ST-LS1, P FBP1,7 und P KST1 in E. coli und P ST-LS1 in Y. enterocolitica und P. putida.
Die Northern Hybridisierungen aller untersuchten Transkripte zeigten distinkte Banden
und weisen damit auf spezifische Transkriptionsstartpunkte hin. Bei den untersuchten
Konstrukten, waren mindestens zwei Transkripte zu erkennen. Das Konstrukt, welches den

P KST1 beinhaltet, zeigt als einziges ein schwaches drittes Transkript.

1908 —

| .
2604 — y
ol . " te - ..y

Abb. 23: Northern Hybridisierung. a 1 = pKKSKT2lux, 2 = pST-LS1lux, 3 = pFBP1,7lux, 4 =
pKSTllux in E. coli. b 1 = E. coli (pKKST-LS1lux), 2 = Y. enterocolitica (pST-
LS1lux), 3 = E. coli (pST-LS1lux). ¢ 1 = E. coli (pST-LS1lux), 2 = E. coli (pKKST-
LS1lux); 3 = P. putida (pST-LS1lux).
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Bei der Berechnung der Transkriptlingen identischer Transkripte in unterschiedlichen Blots
traten methodisch bedingt Unterschiede in den Transkriptldngen auf. Es konnte somit nur eine
Abschitzung der Transkriptlingen erfolgen. Das Transkript, welches je nach Blot bei einer
Linge von 2250 bis 2450 nt lag, war bei allen Proben identisch. Geht man von einer
Transkriptlinge von 2250 nt aus, wiirde das Transkript innerhalb des Klonierungsfragmentes
mit den [uxAB-Genen starten (siche Abb. 24) und das Vorkommen in allen untersuchten
Konstrukten erkléren.

Fir den Promotor P SKT2 konnte ein weiteres Transkript der ungefihren Gréfe von
2800 nt, fiir P FBP1,7 ein Transkript mit der Gré8e von 2700 nt und fiir P KST1 zwei weitere
Transkripte mit den GroBen von 2600 nt und 2850 nt nachgewiesen werden. Fiir den
P ST-LS1 konnte gezeigt werden, dass die Transkriptlingen mit einer Groe zwischen 2400
und 2600 nt in E. coli, Y. enterocolitica und P. putida identisch waren, als auch die

Transkripte der pKK- und pBin-Konstrukte in E. coli.

()]
O
=
P luxA luxB
Sond T
onae T
Transkript 1 e ~ 2250 nt
P ST-LS1 Transkript 2 . ~ 2400 nt
P FBP1,7 Transkript 2 = ~ 2700 nt
P SKT2 Transkript2 *® ~ 2800 nt
P KST1 Transkript 2 . ~ 2600 nt
P KST1 Transkript3 * ~ 2850 nt

Abb. 24: Schematische Darstellung der durch Northern Hybridisierung erhaltenen
Transkriptlingen. Transkript 1 wurde bei allen getesteten Proben identifiziert. Die
Promotoren P ST-LS1, P FBP1,7 und P SKT2 wiesen ein zweites Transkript auf.
Bei dem Promotor P KST1 konnte neben einem zweiten noch ein drittes Transkript
identifiziert werden.
Somit konnte fiir alle untersuchten Konstrukte die Genexpression ausgehend von den
jeweiligen pflanzenspezifischen Promotoren bestiitigt werden. Die analysierten
Transkriptlingen weisen, mit der Ausnahme des kiirzesten Transkripts, darauf hin, dass die

Transkriptionsinitiation durch die bakterielle RNA-Polymerase von den pflanzenspezifischen

Promotoren ausging.
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Eine Erklirung fiir die ca. 2250 nt groBen Transkripte konnte durch Sequenzierung der

5’-RACE-Produkte gefunden werden (siehe Kap. 3.1.4).

3.1.3.4 Nachweis der phinotypischen Ausprigung eines Antibiotikumresistenzgens
durch Aktivitit pflanzenspezifischer Promotoren in Bakterien

Der Vektor pKK232-8 besitzt fiir Promotorstudien ein promotorloses cat-Gen, welches den
Nachweis der Genexpression der E. coli K-12 DH500 Stimme mit den Promotor-caz-Fusionen
durch  Wachstum auf Agarplatten mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Chloramphenicol (CA) erlaubt. Der Nachweis der Expression erfolgte fiir die Promotor-cat-
Fusionen pKK35S, pKKB33, pKKST-LS1, pKKRolC, pKK130, pKK247, pKKFBPI1,1,
pKKFBP1,7, pKKSKT2 und pKKNos auf LB-Agarplatten mit 5 ug/ml, 10 ug/ml, 15 png/ml,
20 pug/ml, 25 pg/ml und 30 ug/ml CA. Als Negativ-Kontrolle wurde der pKK232-8
mitgefiihrt (Abb. 25).

P Nos exprimierte das cat-Gen so stark, dass die Fusion in E. coli bis zu einer
Konzentration von 30 ug/ml CA zu einem gleichméfigen Wachstum von iiber 95 %
gegeniiber der Kontrollplatte ohne Antibiotikum fiihrte. Hingegen zeigten die Stimme mit der
Negativ-Kontrolle pKK232-8, sowie mit den Fusionen pKKRolC, pKK247 und pKKFBPI,1
bei 10 ug/ml CA kein Wachstum mehr auf den Agarplatten. E. coli mit den Fusionen
pKKB33, pKK130, pKKFBP1,7 und pKKSKT2 wuchs nicht mehr auf Agarplatten mit
15 wg/ml CA. Der Stamm mit der Fusion pKK35S zeigte auf 20 ug/ml CA nur noch ein sehr
schwaches Wachstum, wohingegen E. coli mit pKKST-LS1 auf 25 ug/ml CA noch Wachstum

zeigte.
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pKK232-8 pKKRolIC pKK35S pKKST-LS1 pKKNos

] Antibiotikum

LB-Agar
mit 5 pgiml
Chloramphenicol

W LE-Agar
mit 10 pg/ml
Chloramphenicol

LB-Agar
mit 15 pg/ml
Chloramphenicol

LB-Agar
mit 20 pg/ml
Chloramphenicol

LB-Agar
mit 25 pg/ml
Chloramphenicol

§ LB-Agar
mit 30 pg/ml
Chloramphenicol

Abb. 25: Vergleichendes Wachstum ausgewihlter Promotor-cat-Fusionen und pKK?232-8 als Negativ-Kontrolle

in E. coli auf LB-Agarplatten mit unterschiedlichen Konzentrationen von CA.
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In Abb. 26 ist der Vergleich des prozentualen Wachstums der E. coli-Stdimme mit den
Fusionen auf Agarplatten mit 5 ug/ml CA gegeniiber den Lumineszenzwerten der pKK-
Konstrukte in E. coli dargestellt. Die Expressionsniveaus der cat- bzw. [uxAB-Gene
transkribiert von dem jeweiligen untersuchten Promotor dhnelten sich sehr, mit der Ausnahme
des Nos-Promotors. Dessen Expression des cat-Gens war stiarker als die Expression
ausgehend von dem ST-LSI-Promotor, welcher wiederum die /uxAB-Gene am stirksten

exprimierte.
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Abb. 26: Vergleich der Genexpression der E. coli-Stimme mit den
Promotor-cat-Fusionen als Wachstum auf LB-Agarplatten mit

5 ug/ml CA gegeniiber den Lumineszenzwerten der pKK-
Konstrukte.

Fiir die diskrepanten Ergebnisse des P Nos in bezug auf die Expression der [uxAB- und cat-
Gene konnte keine Erkldrung gefunden werden. Der Klon wurde durch Restriktionsverdaus

mit Dral, Pvull und EcoRI tiberpriift. Weiterhin wurde durch Sequenzierung gepriift, ob der
stromaufwirts der MCS liegende Transkriptionsstop (T, siche Kap. 6.1.5, Abb. 47) aus der
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Fusion pKKNos verloren gegangen ist. Die DNA-Sequenz des Promotors, sowie deren
Ubergiinge zum cat-Gen wurden durch Sequenzierung ebenfalls nochmals iiberpriift. Der
einzige Unterschied zwischen den Konstrukten mit den der /uxAB-Genen und dem cat-Gen
ist die 5°-UTR des jeweiligen Reportergens. Sie betrdgt bei den luxAB-Genen ca. 140 bp und
bei dem car-Gen nur ca. 80 bp.

Eine Moglichkeit wire, dass das mRNA-Transkript der luxAB-Gene damit instabiler wire
und schneller degradiert wurde. Die anderen cat-Fusionen, die dhnliche Expressionen zeigten
wie die luxAB-Fusionen, haben jedoch die gleiche 5-UTR des car-Reportergens wie die
Fusion pKKNos.

Schlussfolgernd ist festzuhalten, dass bei einer typischen Selektionskonzentration von
25 wg/ml Chloramphenicol zwei Promotor-cat-Fusionen, pKKST-LS1 und pKKNos in der
Lage waren, Wachstum zu vermitteln. Mit einer Ausnahme (pKKNos) wurden die
gemessenen Lumineszenzwerte der E. coli Stamme mit den pKK-Konstrukten durch den
Wachstumsnachweis der Stamme mit den Promotor-car-Fusionen auf Agarplatten mit

unterschiedlichen Konzentrationen von 5 ug/ml bis 30 ug/ml CA bestitigt.

3.1.4 Transkriptionsstartbestimmung ausgewihlter Promotoren mittels 5’-RACE

Zur Bestimmung der Transkriptionsstarts der pflanzenspezifischen Promotoren P ST-LS1,
P 35S, P KSTI1 und P Nos mittels 5-RACE wurde 1 ug Gesamt-RNA eingesetzt. Die
5"-RACE-Produkte wurden zur Kartierung des Transkriptionsstarts entweder direkt
sequenziert oder nach Klonierung sequenziert.

In dem luxAB-Klonierungsfragment wurde ein mehrere Nukleotide umfassender Bereich
vor dem Translationsstart des luxA-Gens festgestellt an dem mRNA-Transkripte starteten
(Abb. 27). Diese mRNA-Starts wurden in den RACE-Produkten aller untersuchten
Promotoren gefunden und bestitigten somit das Ergebnis der Northern Hybridisierung
(Kap. 3.1.3.3).

Eine Ursache fiir das gehdufte Auftreten der mRNA-Starts konnte die Degradierung der
mRNA sein. Die Endoribonuklease E (RNase E) ist das Schliisselenzym fiir die Initiation der
mRNA-Degradierung in Bakterien. Das Enzym setzt den ersten Schnitt bevorzugt
stromaufwirts eines “stem-loop” geschiitzten 3"~ oder 5-Endes der mRNA. Danach kann die
Degradierung durch 3°— 5” Exonukleasen des Degradosoms erfolgen. Fiir E. coli wurde als
Schnittstelle der RNase E eine wenig konservierte Einzelstrang Konsensus Sequenz mit
(A/G)AUU(A/U) beschrieben (Rauhut und Klug, 1999). Die RACE-Produkte zeigten gehiuft
den mRNA-Start an den in der Abb. 27 eingezeichneten drei Adenin-Basen. Zwei dieser
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Adenin-Basen mit den stromabwirts liegenden zwei Thymin-Basen (AATT) bilden in der
mRNA die Sequenz AAUU, welche als mogliche Schnittstelle fiir die RNase E fungieren
konnte. Drei Nukleotide stromabwiirts der Sequenz AATT ist mit AAGCC eine Sequenz zu
finden, welche mit der Sequenz GGCTT als “inverted repeat” einen moglichen “stem-loop”
ausbilden konnte (Abb. 27). Somit handelte es sich bei den analysierten Transkripten
innerhalb des luxAB-Klonierungsfragmentes wahrscheinlich um mRNA-
Degradierungsprodukte, welche ebenfalls die zusitzlichen Hybridisierungsbanden im

Northern Blot erkldren wiirden (siche Abb. 23, Kap. 3.1.3.3).

— MCS

P luxA luxB

Sall

5" -GTCGACTTTATCGAGCCTGATTTTGAACAACTCACCATCGCGACTGTGAATGAACGTCGC

TTGAAAGCGGAAAT TGAAAGCQGTACGCCAGAAAT TTAGGTCTTATCGTAATACCAACAA
L
ATAAGGAAATGTTATGAARATTTGGAARACTTCCTTCTCACTTATCAGCCACCTGAGCTATCTCA

GACCGAAGTGATGA-3"

Abb. 27: Schematische Darstellung der rekombinanten DNA der Plasmide mit 200 nt der 5°-upstream
Region des luxAB-Fragmentes. Der schwarze Pfeil zeigt die moglichen Schnittstellen der RNase E
in der mRNA. Die blauen Pfeile markieren einen “inverted repeat’, welcher in der mRNA einen
“stem-loop” ausbilden konnte. Das Startkodon fiir den Translationsstart des luxA-Gens wurde
unterstrichen.

3.1.4.1 Bestimmung des Transkriptionsstarts des ST-LS1-Promotors

Der Transkriptionsstart des P ST-LS1 wurde in E. coli, Y. enterocolitica, A. tumefaciens,
P. putida und Acinetobacter sp. untersucht. Es wurde in allen untersuchten Bakterienarten ein
prominentes Transkript (Abb. 28) gleicher Grof3e nachgewiesen. Die GroBe des Transkripts
lag bei 370 nt. Die elektrophoretische Auftrennung der RACE-Produkte im Agarosegel zeigte
eine unterschiedliche Intensitit des Transkripts in den untersuchten Bakterienarten. Fiir
P. putida und A. tumefaciens konnte nur eine schwache Bande des Transkripts nachgewiesen

werden.
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b)

bp
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i 500
aupt-
Transkript 300
100

P ST-LS1 > luxA luxB

5" ~"GGCAAAAATGTATAAGAAACAAGTCAATCTCTTGGGTCCCTTAATAA
TCAAAGAAAACCAATGAATGAACTCCAAGTGCACAAAACTAAGATAAGGC
AAAGGAAAATAATTTGTAGTAAGAATGCTATATATTGATAATGTTGGTAA
TAATATTATCTAGAAGCAATCCACAGAAGGGGTGCCACGTGTCAACTTGT
AAATCACAAATTGCAAGTCATCACTAATATTATTATCAAGGGACCATGCA

AAGTGAAAATAAATAATTCATACTAAGTAGTGAGAGCAAAAGAAGAAAAA

AGG-3~

Abb. 28: Ergebnisse der 5-RACE des P ST-LS1. a 1,5 %iges Agarosegel mit einer
Auftragsmenge von 10 pl des PCR-Ansatzes der 5-RACE. Spur 1 und 10 = 100 bp
ladder, Spur 2 = E. coli (pKKlux), Spur 3 = E. coli (pKKST-LS1lux), Spur 4 = E. coli
(pST-LS1lux), Spur 5 = Y. enterocolitica (pST-LS1lux), Spur 6 = Acinetobacter sp.
(pST-LS1lux), Spur 7 = P. putida (pST-LS1lux), Spur 8 = A. tumefaciens (pST-
LS1lux), Spur 9 = H,O-Kontrolle. b Schematische Darstellung der rekombinanten
DNA des pKKST-LS1lux mit 300 nt der Sequenz des 3”-Endes des P ST-LSI.
Unterstrichen dargestellt sind die potentiellen per Computer-gestiitzte Analyse
ermittelten —35- und —10-Konsensus Sequenzen. CAAT- und TATA-Box, sowie der
Transkriptionsstart (mit Pfeil) in Pflanzen sind in griiner Schrift dargestellt. Der
Transkriptionsstart innerhalb der untersuchten Bakterienarten wurde durch einen
schwarzen Pfeil markiert und die auf den prokaryontischen Transkriptionsstart
bezogenen potentiellen —35- und -10-Regionen sind unterbrochen gestrichelt

dargestellt.

93



Ergebnisse und Auswertung 94

Durch Direktsequenzierung der 5°-RACE-Produkte konnte der Transkriptionsstart in den
getesteten Bakterienarten zwolf bzw. 13 nt stromabwirts der eukaryontischen TATA-Box
kartiert werden (Abb. 28). Bei der Sequenzierung der DNA nach Klonierung wurde neben
dem analysierten Transkriptionsstart, vor allem bei den RACE-Produkten aus P. putida und
A. tumefaciens, eine Verschiebung des Starts auf 14 bzw. 15 nt stromabwirts der
eukaryontischen TATA-Box ermittelt.

Weiterhin wurde eine Analyse der 5-RACE-Produkte der Promotor-cat-Fusion pKKST-
LS1 und des Subklons pKKST-LS1.3lux in E. coli durchgefiihrt. Die Direktsequenzierung des
cat-Transkripts als auch des [ux-Transkripts des am 5™-Ende verkiirzten P ST-LS1 in E. coli
bestadtigen den Transkriptionsstart zwolf bzw. 13 nt stromabwirts der eukaryontischen TATA-
Box.

Durch die Analyse des Transkriptionsstarts konnte auf eine potentielle —10- und
—35-Konsensus Sequenz als Erkennungssequenz fiir die bakterielle RNAP zur
Transkriptionsinitiation geschlossen werden. Die potentielle —10-Region mit der Sequenz
CATACT liegt direkt stromabwirts der eukaryontischen TATA-Box an Position -6/-7 bis
—11/-12 bezogen auf den bakteriellen Transkriptionsstart. Die Sequenz CATACT zeigt in vier
der sechs Basen Homologie zur —10-Konsensus Sequenz TATAAT (Hawley und McClure,
1983; Harley und Reynolds, 1987; Lisser und Margalit, 1993). Weiterhin wurde das Hexamer
TGCAAA als potentielle —35-Sequenz an Position —28/-29 bis —33/-34 identifiziert. Die
Transkriptionsinitiation erfolgte somit nicht an den durch die Computeranalyse identifizierten
potentiellen —10- und —35-Konsensus Sequenzen.

Weitere Transkriptionsstarts konnten durch Sequenzierung dieser 5°-RACE-Produkte nicht

ermittelt werden.

Die Transkriptionsstarts der Subklone des P ST-LS1 mit den Promotoren P ST-LS1.1 und
P ST-LS1.2 wurden ebenfalls ndher charakterisiert.

Durch Direktsequenzierung der 5-RACE-Produkte der Subklone pKKST-LS1.1lux und
pKKST-LS1.2lux wurden die in Abb. 29 dargestellten Transkriptionsstarts bestimmt. Diesen
Transkriptionsstarts konnten durch die Computer-gestiitzte Analyse potentielle —35- und
—10-Konsensus Sequenzen zugewiesen werden.

Der Transkriptionsstart des P ST-LS1.1 liegt vier bzw. fiinf oder sieben bzw. acht nt
stromabwirts potentieller —10-Konsensus Sequenzen.

Fir den P ST-LS1.2 liegt der Transkriptionsstart acht bzw. neun nt stromabwirts der

potentiellen —10-Konsensus Sequenz mit dem Hexamer TATAAT, welche der —10-Konsensus
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Sequenz in E. coli entspricht. Ein weiterer Start an den umliegenden potentiellen Konsensus
Sequenzen konnte mittels 5-RACE nicht gefunden werden.
Die Transkriptionsstarts der Subklone des P ST-LS1 konnten mittels 5"-RACE nicht in

dem Gesamtfragment P ST-LS1 nachgewiesen werden.

[’SSJ;> luxA luxB

5" TTCATGCTGGAGTTACTGTAAATAGGGTTGGATTTCTACATTCTTGCGAGAGTGATCTGCA
TTCCAGCCCCCTCTGAAGCACAGGAGTCAGCTGCATTTCAAATGATTACCCAATTACAGACTA
TGGCAGACCGCACCCATTAGATTTAATGTGGCAAAGAAACATCAACTCCAATATTTTTGAATC
CTATTAATGGCTATCATACCATAGTACTgEﬁ?TAGTACTGTCCAGAAGCAAAAATTGTTGTTT

TAGAATATTACTTGGTTGCAACCGTATCAGTGCTTTGAACATTTATCAAGG-3"

b)

[’SS1T5> TuxA JuxB

5 TTTTTCATGTTGCTTAGAACTATATGCTTTCAGTGTTAGCAGTATCGGAAGGTAARATACAG
TTTAAACACCAAAAGTAGAGAGAAATAAGGAGGAATTTAATCTTTGGATTTGATTCGTCTTTC
TTGTGGGAATGGTGAACTCGTTAACCAGCTAGGTGAAATGAACTCAATACTTAGTTCAAAATT
GTTTAAGTTCCATTTTTGGTTAAGAGAATTGAGTTGTGCTCTCTAGCTTTTGAAGATGATTTA

GGTTCAAGGACTATAATTTTACACGATATTAGAGCTAGATCCATTGATAGG-3"
T

Abb. 29: Schematische Darstellungen der rekombinanten DNA des a pKKST-LS1.1lux und b pKKST-
LS1.2lux mit 300 nt der Sequenzen des 3”-Endes des jeweiligen Promotorfragmentes.
Unterstrichen dargestellt sind potentielle —35- und —10-Konsensus Sequenzen. Die mittels
5”-RACE analysierten Transkriptionsstarts in E. coli sind durch Pfeile dargestellt.
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3.1.4.2 Bestimmung des Transkriptionsstarts des CaMV 35S-Promotors

Bei der Transkriptionsstartbestimmung des P 35S mittels 5"-RACE in E. coli konnten zwei
Starts festgestellt werden. Ein Transkriptionsstart wurde sechs bzw. sieben nt stromabwirts
der eukaryontischen TATA-Box und ein weiterer Transkriptionsstart wurde 13 nt

stromaufwirts der CAAT-Box kartiert (Abb. 30).

P 358> JuxA luxB

5" "CCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGAGGACCTAACAGAACTCCCCGTAAAGACTGGCGAAC
AGTTCATACAGAGTCTCTTACGACTCAATGACAAGAAGAAAATCTTCGTCAACATGGTGGAGC
ACGACACGCTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTG

AGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTC
S Soamses Ty S

ACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAG
GAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGA

GGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATA

AAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACAG-3 "

Abb. 30: Schematische Darstellung der rekombinanten DNA des pKK35SIux mit der vollstindigen Sequenz
des P 35S. Schwarz unterstrichen dargestellt sind potentielle mittels Computer-gestiitzter Suche
gefundene -35- und -10-Konsensus Sequenzen. CAAT- und TATA-Box, sowie der
Transkriptionsstart (mit Pfeil) in Pflanzen sind in griiner Schrift dargestellt. Die Transkriptionsstarts in
E. coli kartiert mittels 5-RACE sind durch schwarze Pfeile dargestellt. Potentielle —35- und —10-
Regionen, welche fiir die Transkriptionsinitiationen in E. coli verantwortlich sein konnten, wurden
schwarz gestrichelt. Die von Assaad und Signer (1990) analysierten —35- und —10-Konsensus
Sequenzen mit deren Transkriptionsstarts zweier identifizierter Transkripte sind blau unterstrichen
bzw. als blaue Pfeile dargestellt.

Nach Assaad und Signer (1990) liegt in E. coli der Transkriptionsstart des kiirzeren,
schwiicheren Transkripts zehn nt stromabwirts der TATA-Box. In bezug auf den Abstand zur
von Assaad und Signer (1990) beschriebenen moglichen —10-Region als Erkennungssequenz
fiir die bakterielle RNAP, sind beide beschriebenen Transkriptionsstarts moglich, und das

Auffinden unterschiedlicher Starts leitet sich moglicherweise von der Verwendung
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unterschiedlicher Methodiken ab. Die Transkriptionsstartbestimmungen bei Assaad und
Signer (1990) erfolgten mit dem "RNase-Protection Assay’.

Ein weiterer Transkriptionsstart wurde 13 nt stromaufwirts der CAAT-Box kartiert. Dieser
Transkriptionsstart wurde nur einmal als PCR-Produkt und nach Klonierung sequenziert.
Durch die Computer-gestiitzte Suche nach prokaryontischen Promotor Konsensus-Sequenzen
konnten diesem Start keine —35- und —10-Konsensus Sequenzen zugeordnet werden. Eine
potentielle —10-Region oder auch “extended —10-Region” wurde neun nt stromaufwirts des
Transkriptionsstarts mit der Sequenz (TGA)TATCTC gefunden. 18 nt stromaufwirts dieser
—10-Region befindet sich mit TTCAAA eine potentielle —35-Region.

Ein weiterer Start, wie von Assaad und Signer (1990) beschrieben an Position —-315
bezogen auf den pflanzlichen Transkriptionsstart, konnte mit der 5-RACE nicht festgestellt
werden.

Den mit Computer-gestiitzter Suche nach prokaryontischen Promotor Konsensus
Sequenzen identifizierten zwei “extended-10-Regionen” und der Kombination aus —35- und

—10-Region konnten mittels 5"-RACE keine Transkriptionsstarts zugeordnet werden.

3.1.4.3 Bestimmung des Transkriptionsstarts des Nos-Promotors

Der Transkriptionsstart des P Nos wurde mittels 5-RACE fiir das pKK-Konstrukt
pKKNoslux und fiir die Promotor-cat-Fusion pKKNos in E. coli untersucht. Sowohl die [ux-
als auch die cat-Fusion wiesen trotz der unterschiedlichen Expressionsniveaus ausgehend von
P Nos den gleichen Transkriptionsstart drei Nukleotide stromabwirts der eukaryontischen
TATA-Box auf (Abb. 31). Die durch Computer-gestiitzte Suche gefundene potentielle
bakterielle Konsensus Sequenz wurde nicht zur Transkriptionsinitiation in E. coli genutzt.
Hingegen ist es moglich, dass die eukaryontische TATA-Box als solche genutzt wurde. Es
wurden zwei auf den Transkriptionsstart in E. coli bezogene potentielle —35- und
—10-Regionen gefunden. Die Sequenz CATAAA als mogliche —10-Region liegt nur drei nt
stromaufwirts des Transkriptionsstarts kartiert in E. coli und somit wire der Abstand sehr
gering. Eine zugehorige —35-Region ist mit der Sequenz TCAAAA 17 nt stromaufwérts von
der —10-Region zu finden. Eine weitere Moglichkeit wire die Kombination der Sequenzen
TTGTCA und 17 nt stromabwirts TTCCAT als potentielle —35- bzw. —10-Regionen. Hierbei

liegen zwischen der —10-Region und dem kartierten Transkriptionsstart sechs Nukleotide.
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—THP N09 luxA luxB -

5" ~GATCATGAGCGGAGAATTAAGGGAGTCACGTTATGACCCCCGCCGATGACGCGG

GACAAGCCGTTTTACGTTTGGAACTGACAGAACCGCAACGTTGAAGGAGCCACTCAGCCGCGGGT

TTCTGGAGTTTAATGAGCTAAGCACATACGTCAGAAACCATTATTGCGCGTTCAAAAGTCGCCTA

AGGTCACTATCAGCTAGCAAATATTTCTTGTCAAAAATGCTCCACTGACGTTCCATAAATTCCCC

TCGGTATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATCCAAATAATCTGCACCGGATC-3"

Abb. 31: Schematische Darstellung der rekombinanten DNA des pKKNoslux mit der vollstindigen Sequenz
des P Nos. Unterstrichen dargestellt sind potentielle mittels Computer-gestiitzter Suche gefundene
—35- und —10-Konsensus Sequenzen. CAAT- und TATA-Box, sowie der Transkriptionsstart (mit
Pfeil) in Pflanzen sind in griiner Schrift dargestellt. Der Transkriptionsstart in E. coli kartiert mittels
57-RACE ist durch einen schwarzen Pfeil und die dazugehorigen potentiellen —35- und -10-Regionen
schwarz gestrichelt dargestellt.

3.1.4.4 Bestimmung des Transkriptionsstarts des KST1-Promotors

Fir den KST1-Promotor konnte durch direkte Sequenzierung der 5°-RACE-Produkte und
durch Sequenzierung der klonierten 5°-RACE-Produkte nur ein Transkriptionsstart in E. coli
festgestellt ~werden (Abb. 32). Dieser liegt innerhalb der Sequenz der
Restriktionsschnittstellen fiir Smal und BamHI zwischen der Promotorsequenz und der
Sequenz des [uxAB-Fragmentes und erstreckt sich iiber die fiinf Nukleotide GGGGA. Aus
methodischen Griinden, dem Anhéngen eines C-Schwanzes an das 3"-Ende der cDNA als
Erkennungssequenz fiir den Ankerprimer, ldsst sich der Transkriptionsstart nicht genauer
eingrenzen. Direkt stromaufwirts des Transkriptionsstarts liegt eine AT-reiche Region u. a.
mit der Sequenz TATAAT als potentielle —10-Region als Erkennungssequenz fiir die
bakterielle RNAP. 17 nt stromaufwirts wire mit TCAACA eine mogliche —35-Region zu
finden. Die Computeranalyse zeigte hier jedoch keine Homologien zu den Suchkriterien.
Jedoch konnten weiter stromaufwirts Treffer mit den —35- und —10-Konsensus Sequenzen,

sowie der “extended —10-Region” gefunden werden.
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P KST1 > JuxA JuxB

/\

5" CTACTAGATCTGCGTACAGTCTACCTTCTCCAGACCCCACTTGTGGGAAGATACTATAGA

AGTAGGCAAGTAGCAATGTCACGTTCTTAAAGCTAAATGCTTTTTCAAAAGAATCACAATAA
AGAAACACTTGACCCGTGTATCACCCCAACTACTTCTTCATCTACATCCTCTATATATAAAC

ACGCTAAAAATAACTAGTTAGTATTTTTAAATATTACACATTGCCTTTCCAAGAAACTCGAA
Smal H.cnu | 11

=
AAAAARARAAAARAARAARACCACATCAACAAAAAAGAAGCAGCAATATATAATACCCGGGGA
BamHl  Xbal Sall L

10 11 1
TCCTCTAGAGTCGAC-3~

Abb. 32: Schematische Darstellung der rekombinanten DNA des pKKKST1lux mit 300 nt der Sequenz des
3’-Endes des P KST1. Unterstrichen dargestellt sind mittels Computer-gestiitzter Suche identifizierte
potentielle —35- und -10-Konsensus Sequenzen. Die mogliche TATA-Box fiir die
Transkriptionsinitiation in Pflanzen ist in griiner Schrift dargestellt. Der Transkriptionsstart in E. coli
wurde durch einen Pfeil dargestellt und die dazugehorigen moglichen —35- und —10-Regionen wurden
schwarz gestrichelt.

3.1.5 Mutagenese des ST-LS1-Promotors

Nach der Bestimmung der Transkriptionsstarts des P ST-LS1 in den untersuchten
Bakterienarten konnte mittels Computer-gestiitzer Suche keine der analysierten potentiellen
—35- und —10- Regionen aufgrund des Abstandes dem Transkriptionsstart zugewiesen werden
(sieche Kap. 3.1.4.1). Durch Mutagenese moglicher Regionen des Promotors, welche als
Erkennung fiir die RNA-Polymerase zur Transkriptionsinitiation in Frage kamen, sollte die
—10-Region identifiziert werden.

In einer ersten Versuchsreihe wurde die pflanzliche TATA-Box des P ST-LSI1
mutagenisiert (Steinborn, 2000). Sie weist eine hohe Ahnlichkeit zur bakteriellen Konsensus
Sequenz auf und wurde als potentielle —10-Region fiir die Promotorerkennung durch die
bakterielle RNA-Polymerase angenommen. Ortsspezifische Mutagenesen dieser Region
erzielten jedoch nur geringfiigige Verdnderungen in der Stdrke der exprimierten Gene
gegeniiber der Originalsequenz. Eine weitere potentielle —10-Region wurde in Abb. 33 als
unterstrichene Sequenz innerhalb der Originalsequenz des P ST-LS1 dargestellt. Sie liegt

zwOlf bzw. 13 nt stromabwirts von der pflanzlichen TATA-Box. Dieses Hexamer besitzt mit
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fiinf bzw. sechs nt einen optimalen Abstand zum Transkriptionsstart in E. coli und weist
aullerdem die beiden am stirksten, konservierten Basen der Konsensus Sequenz (P ST-LS1:
CATACT; Konsensus Sequenz: TATAAT) in E. coli auf (Hawley und McClure, 1983; Harley
und Reynolds, 1987). Die Darstellung in Abb. 33 zeigt die durch die ortsspezifische

Mutagenese eingebrachten Basenaustausche gegeniiber der Originalsequenz.

3.1.5.1 Ortsspezifische Mutagenese des ST-LS1-Promotors
Die ortsspezifischen Basenaustausche wurden mit der Methode der Megaprimer-PCR (Barik,
1996) in die Promotorsequenz des P ST-LS1 eingefiihrt.

Insgesamt wurden fiinf P ST-LS1-Derivate mit Substitutionen (P ST-LS1H, P ST-LS1J,
P ST-LS1K, P ST-LSIL und P ST-LSIN) und der P ST-LS1 mit der Originalsequenz
hergestellt (Abb. 33). In der ersten PCR-Runde wurden die Megaprimer mittels der
Mismatch-Primer (Kap. 2.6.7.3) bzw. dem Primer der Originalsequenz ST-LS1/1530/0OM,
dem Primer pBinl9 6847 (Kap. 2.5.5; Tab. 13) und dem Derivat pBin-L700 als Template-
DNA amplifiziert. Die GroB3e der Megaprimer lag bei 320 bp. Eine Ausnahme bildete jedoch
die Herstellung der Mutante N des P ST-LS1. Hierbei wurde erst der Megaprimer der
Mutante M mittels PCR mit dem Mismatch-Primer 1530-D-TATAAT, dem Primer luxA/AS2
und der Mutante P ST-LS1D des Plasmids pST-LSIDIlux als Template-DNA hergestellt.
Diese Mutante ist in der eingangs beschriebenen ersten Versuchsreihe der Mutagenese der
TATA-Box des P ST-LS1 entstanden (Steinborn, 2000). Das hieraus resultierende
Megaprimer- Amplifikat hatte eine Grof3e von 220 bp.

Das Vorhandensein der gewiinschten Basenaustausche wurde durch Sequenzierung
tberpriift. In einer zweiten PCR-Runde wurden die Megaprimer in Kombination mit dem
Primer pBinl9 6746 und pBin-L700 als Template-DNA zur Amplifikation der
mutagenisierten Promotoren eingesetzt. Die Amplifikate wurden mit EcoRI und Sa/l doppelt
verdaut und mit dem EcoRI/Sall verdauten Vektor pBinl9 ligiert und in DHS5o transformiert.
Die Insertionen der Promotor-DNA wurde durch Restriktion und die vorhandenen
Basenaustausche durch Sequenzierung mit dem Primer ST-LS1305 tiberpriift (Abb. 34). Mit
der Mutante P ST-LS1M als Template-DNA wurde mittels PCR, den Primern 1530-TGNTAT
und pBinl9 6847 der Megaprimer hergestellt, welcher fiir die Amplifikation der Mutante N in
einer zweiten PCR-Runde eingesetzt wurde. Die weitere Klonierung des Promotors
P ST-LSIN in pBinl9 und weitere Vorgehensweise erfolgte wie fiir die anderen Derivate

beschrieben.
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10 20 30
P ST-LS1 TAAATAATTCATACTAAGTAGTGAGAGCAA
P ST-LS1-PCR TAAATAATTCATACTAAGTAGTGAGAGCAA
P ST-LS1H TAAATAATTTC C|GITACIGIAAGTAGTGAGAGCAA
P ST-LS1J TAAATAATTC C|CITACICIAAGTAGTGAGAGCAA
P ST-LS1K TAAATAATTC CAICGICTAAGTAGTGAGAGCAA
P ST-LS1L TAAATAATT|ITIATAIA[ITAAGTAGTGAGAGCAA
P ST-LS1N TAAATA|TG|TITIATAJIA[ITAAGTAGTGAGAGCAA

Abb. 34: Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt des Alignments der Sequenzierung des P ST-LS1
gegeniiber dem mit PCR hergestellten, unmutierten Promotor P ST-LS1-PCR und den
Mutanten H, J, K, L und N.

Die DNA der Promotor-Derivate wurde mit Sall restringiert, mit dem Sall restringierten
luxAB-Fragment ligiert und in DH50 transformiert. Die richtige Orientierung der [uxAB-
Gene wurde durch BamHI-Restriktion tiberpriift. Abb. 35 zeigt die schematische Darstellung
der MCS der pBin-Konstrukte mit den mutierten bzw. den nicht-mutierten Promotoren sowie
der Originalsequenz von P ST-LS1 nach Klonierung der PCR-Fragmente und der [uxAB-

Gene.

_ —_ _ I__ F = =
x = = [id — ESETCos -g:t,
S 3 E= = = O s SESRO0ESRS
I
l.l(j O:t ££ &J 59- m & OHRXNWUZ0NIN
| | |1 |
— P ST-LS1* luxA luxB pST-LS1*lux
1600 bp 3200 bp

Abb. 35: Schematische Darstellung der MCS der pBin-Konstrukte mit P ST-LS1, welcher entsprechend
der Originalsequenz oder mit Substitutionen mittels PCR hergestellt wurde. * = PCR; H; J; K;
L; N.

3.1.6 Ermittlung der Expressionsstirke der mutagenisierten ST-LS1-Promotor-Derivate
durch Messung der Luziferase-Aktivitit
Die ortsspezifische Mutagenese der potentiellen —10-Region (CATACT) des P ST-LS1 fiihrte
in E. coli und Acinetobacter sp. zu einem eindeutig verdndertem Expressionsverhalten (Abb.
36). Die Expression der "down-Mutanten” P ST-LSI1H, P ST-LS1J und P ST-LSI1K
erniedrigte die Expression in E. coli auf ein Fiinftel der Expression des WT-Promotors. In
Acinetobacter sp. wurde die Expression halbiert. Die “up-Mutante” P ST-LS1L mit der
optimierten —10-Region (TATAAT) fiihrte in beiden Bakterienstdmmen zu einer 3,5-fachen

Erhohung der Expressionsstirke. Die Mutagenese der potentiellen —10-Region zu einer
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“extended —10-Region” der Mutante P ST-LSIN (TGNTATAAT) fiihrte in E. coli zu einer
zwolffach hoheren Expression und in Acinetobacter sp. zu einer neunfach hoheren Expression

gegeniiber dem WT-Promotor.

a) E. coli b) Y. enterocolitica
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Abb. 36: Vergleich der Lumineszenzmessungen der P ST-LS1-Mutanten in a E. coli, b Y. enterocolitica,
¢ Acinetobacter sp., d A. tumefaciens und e P. putida

Fiir die Bakterienarten Y. enterocolitica, A. tumefaciens und P. putida fiihrte die Mutagenese
der potentiellen —10-Region des P ST-LS1 vor allem bei den "down-Mutanten”, nicht zu der
erwarteten Expressionserniedrigung und damit Verminderung der Stirke der Lumineszenz.

In Y. enterocolitica war die Lumineszenz der "down-Mutanten” P ST-LS1H mit 71000
RLU/10 s, P ST-LS1J mit 100000 RLU /10 s und P ST-LS1K mit 85000 RLU/10 s gegeniiber
der Expression des WT-Promotors mit 114000 RLU/10 s nicht eindeutig erniedrigt. Ebenso
zeigten die "up-Mutanten” P ST-LSIL mit einer Lumineszenz von 142000 RLU/10 s und
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P ST-LSIN mit 130000 RLU/ 10 s keine eindeutig stdrkere Expression der luxAB-Gene. Bei
der Anzucht der “up-Mutanten” in fliissigen LB-Medium zur Lumineszenzmessung war
jedoch auffillig, dass die Mutante L ein verlangsamtes und die Mutante N ein stark
verlangsamtes Wachstum aufwiesen, so dass deren Lumineszenzmessung meist Stunden nach
der Messung der anderen Kulturen erfolgte. Die Expression der luxAB-Gene, welche mit
einem hohen Energieverbrauch fiir die Zellen verbunden ist, fiihrte bei diesen Mutanten zu
einer verminderten Expression der Haushaltsgene und wirkte vielleicht auf Zellen letal, die
bei der Messung der ODgop zur Berechnung der Verdiinnung fiir die Lumineszenzmessung
miteinbezogen wurden. Die /uxAB-Gene wurden somit wahrscheinlich nur von einem
geringen Anteil lebender Zellen bei gleicher Zellzahl (Gesamtzellzahl) gegeniiber den
Kulturen anderer Mutanten exprimiert.

Die Mutanten zeigten in A. tumefaciens keine eindeutige Veridnderung des Expressions-
verhalten. Alle Mutanten wiesen im Vergleich zum WT-Promotor P ST-LS1 eine
Erniedrigung der Lumineszenz auf, wobei z. B. die "down-Mutante” J mit ca. 6000 RLU/10 s
die gleiche Lumineszenz aufwies wie die “up-Mutante” N. Weiterhin exprimierten die
Mutanten H und J die /uxAB-Gene stirker als die Mutanten L und N. In A. fumefaciens fiihrte
somit die Mutagenese nicht zu dem erwarteten Ergebnis.

In P. putida war die Lumineszenz der "up-Mutante” L doppelt so hoch und die der Mutante
N 16 mal hoher als die Lumineszenz des WT-Promotors P ST-LS1 mit 1700 RLU/ 10 s. Als
einzige der “down-Mutanten” zeigte K eine Erniedrigung der Lumineszenz mit
1100 RLU/10 s. Die Mutanten H und J wiesen mit 2700 RLU/10 s und 2100 RLU/10 s eine
leichte Erhohung der Lumineszenz gegeniiber dem WT-Promotor auf.

Trotz identischem Transkriptionsstart des P ST-LS1 in allen fiinf getesteten Bakterienarten
fiihrte die Mutagenese der potentiellen —10-Region, die fiir die Transkriptionsinitiation durch
die RNAP mit verantwortlich ist, nicht zu einem einheitlichen Expressionsverhalten in den
untersuchten Bakterienarten.

Mit der Mutagenese der Promotorsequenz des P ST-LS1 konnte gezeigt werden, dass in
E. coli und Acinetobacter sp. die Sequenz CATACT des P ST-LS1 als —10-Region genutzt
wurde. Fiir die anderen Bakterienarten konnte dies nicht bestitigt werden.

Die Ergebnisse der Mutagenese des P ST-LS1 in den verschiedenen Bakterienarten zeigten
auch, dass die Herstellung “optimierter Vektoren’, welche bei einem moglichen Gentransfer
von Pflanzen auf Bakterien zu keiner Genexpression in moglichst vielen Bakterien fiihren

sollen, sehr schwer ist.



Ergebnisse und Auswertung 105

3.1.7 Untersuchung der Transkripte der mutagenisierten ST-LS1-Promotoren

Um nachzuweisen, ob die Einfiihrungen der ortsspezifischen Basenaustausche in den
P ST-LS1 zu Verdnderungen der Transkriptmenge oder der Transkriptionsstarts fiihrten,
wurde von den P ST-LS1-Mutanten Northern Hybridisierung und 5°-RACE durchgefiihrt.
Hierfiir wurde Gesamt-RNA der Mutanten P ST-LS1H, P ST-LS1J, P ST-LS1K, P ST-LS1L
und P ST-LS1N, sowie des P ST-LS1-PCR aus E. coli isoliert.

Fir die Northern Hybridisierung wurde je 5 png Gesamt-RNA der untersuchten Proben
elektrophoretisch aufgetrennt und mit der /uxA-Sonde hybridisiert. Die Intensitdtszunahme
der Banden der “up-Mutanten” P ST-LSIL und P ST-LSIN gegeniiber dem unmutierten
P ST-LS1, dargestellt in Abb. 37, verdeutlicht die Zunahme der Transkriptmengen. Fiir diese
Mutanten konnten zwei Banden der Grofie 2250 und 2400 nt identifiziert werden, welche
identisch mit den Transkriptlingen des WT-Promotors waren. Fiir die "down-Mutanten”
P ST-LS1H und P ST-LS1J zeigte die Hybridisierung jeweils nur die Bande der Grofe von
2250 nt, welche dem mRNA-Degradierungsprodukt des [uxAB-Klonierungsfragmentes
entsprach. Die "down-Mutante” P ST-LS1K wies dagegen auch die Bande der Grofle von

2400 nt mit einer sehr geringen Intensitit auf.

‘up’

5y
Mutante J |3
Mutante L
Mutante N

‘ P ST-LS1
Mutante H
Mutante K

2604 —

L
-
-

1908 —

Abb. 37: Northern Hybridisierung des P ST-LS1 im Vergleich zu
den Mutanten P ST-LS1H, P ST-LS1J, P ST-LSIK, P
ST-LS1L und P ST-LS1N.

Zur Durchfiihrung der Transkriptionsstartbestimmungen mittels 5-RACE wurde je 1 ug
Gesamt-RNA der Proben eingesetzt. Fiir die "up-Mutanten” P ST-LSIL und P ST-LSIN,
sowie den P ST-LS1-PCR wurde sowohl durch Direktsequenzierung der 5°-RACE-Produkte
als auch nach Klonierung der RACE-Produkte in pLitmus28 mit anschlieBender

Sequenzierung der in Kapitel 3.1.4.1 beschriebene Transkriptionsstart zwolf bzw. 13 nt
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stromabwirts der pflanzlichen TATA-Box bestitigt. Fiir die "down-Mutanten” P ST-LS1H,
P ST-LS1J und P ST-LS1K konnte mit der Methode der 5-RACE kein Transkriptionsstart
innerhalb der Promotorregion identifiziert werden. PCR-Fragmente, deren Grofle auf das
mRNA-Degradierungsprodukt des [uxAB-Fragmentes hindeuteten, wurden nicht néher
charakterisiert.

Die Northern Hybridisierung und 5°-RACE bestdtigten das Ergebnis der

Lumineszenzmessung in E. coli.

3.1.8 Herstellung von pBil01.2-Konstrukten mit mutagenisierten ST-LS1-Promotoren
Ein wichtiges Ziel der Arbeit war die Frage nach der Moglichkeit der Herstellung “sicherer
Vektoren”, die eine minimierte heterologe Genexpression aufweisen bei voller
Funktionsfihigkeit in dem Zielorganismus. Durch ortsspezifische Basenaustausche des
P ST-LS1 konnten sogenannte “down-Mutanten” mit einer geringeren Genexpression
gegeniiber dem WT-Promotor in E. coli und Acinetobacter sp. BD413 hergestellt werden. Da
hierbei im Promotorfragment des P ST-LS1 die fiir die Genexpression in Pflanzen
verantwortliche CAAT- und TATA-Box nicht verdndert wurden, sollte der Frage
nachgegangen werden, ob die “down-Mutanten” verdnderte Expressionseigenschaften
gegeniiber dem WT-Promotor in Pflanzen aufweisen.

Um die Expressionseigenschaften der Mutanten P ST-LS1H, P ST-LS1J und P ST-LS1K,
sowie des P ST-LS1-PCR in Pflanzen beurteilen zu konnen, musste eine Umklonierung in den
Vektor pBi101.2 (Jefferson et al., 1987; Kap. 6.1.4, Abb. 46) erfolgen. Dieser Vektor enthilt
zur Bestimmung der Transkriptionsstirke in Pflanzen ein promotorloses B-Glucuronidase
Gen. pBil0l.2 kann sowohl zur Beurteilung transienter Expression nach

Partikelbombardement eingesetzt werden als auch zur Herstellung transgener Pflanzen.

3.1.8.1 Klonierungsarbeiten
Zur Isolierung der Promotor-Fragmente der Plasmide P ST-LS1H, P ST-LS1J, P ST-LS1K
und P ST-LSI-PCR wurde die DNA mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Sall
geschnitten, anschlieBend die kohédsiven Enden aufgefiillt und nach Auftrennung der DNA in
einem priparativen Agarosegel konnten die Promotor-Fragmente eluiert werden.

Die Promotor-Fragmente wurden mit der Xmnl/Smal-restringierten Vektor-DNA des

pBi101.2 ligiert (Abb. 38) und in E. coli Stamm DH5a. transformiert.
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Abb. 38:  Schematische Darstellung eines Teilausschnitts der pBi-

Konstrukte mit P ST-LS1 und dessen Mutanten. * = H; J; K

Als Negativ-Kontrolle wurde die Xmnl/Smal-restringierte Vektor-DNA religiert und in DHS5a

transformiert. Durch den Xmnl/Smal-Verdau der pBil01.2 Vektor-DNA wurde aus dem

Vektor ein ca. 330 bp groles DNA-Fragment stromaufwirts der MCS entfernt, welches den
Lac-Promotor enthielt (Abb. 39).
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Abb. 39:

Ausschnitt eines Alignments der Sequenzen des Vektors pBil01.2 mit Darstellung der
Restriktionsschnittstellen, Promotorerkennungssequenzen des lac-Operons (-35-, -10-
Region) und dem dazugeho¢rigen Transkriptionsstart im Vergleich zu der Sequenz der
Negativ-Kontrolle, in welcher die Sequenz zwischen Xmnl und Smal entfernt wurde. Die
DNA der Promotoren, deren Expression der gus-Gene in N. tabacum getestet werden sollte,
wurde zwischen die Xmnl- und Smal-Restriktionsschnittstellen kloniert.

Die erfolgreiche Klonierung mit richtiger Orientierung der Promotor-Fragmente in pBi101.2

wurde durch Direkt-PCR mit den Primern ST-LS1-1305 und GUS-2583-AS iiberpriift. Zur

Bestimmung der Grof3e der inserierten Fragmente wurde eine weitere Direkt-PCR mit den
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Primern Bi-2052 und Gus-2583-AS angeschlossen. Die DNA der ausgewdhlten Klone pBi-
ST-LS1X/S, pBi-ST-LSTHX/S, pBi-ST-LS1JX/S und pBi-ST-LS1KX/S wurde dann am
jeweiligen 5°- und 3°-Ende der Promotor-Fragmente durch Sequenzierung nochmals
tiberpriift. In Abb. 38 ist ein Ausschnitt der rekombinanten DNA schematisch dargestellt.

Fir die Pflanzentransformation wurde Caesiumchlorid-Gradienten-gereinigte DNA mit

einer Konzentration von ca. 1 ug/ul hergestellt.

3.1.9 Partikelbombardement von N. tabacum

Zur Uberpriifung der transienten Genexpression ausgehend von dem P ST-LS1 und dessen
Mutanten H, J und K wurde ein Partikelbombardement von N. fabacum vorgenommen.
Hierfiir wurden mit den zu testenden Plasmiden der pBi-Konstrukte jeweils zweimal vier bis
fiinf Beschiisse der priparierten Blattscheiben vorgenommen. Der Nachweis der
B-Glucuronidase-Aktivitit erfolgte durch Hydrolyse des Substrats 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-
B-D-glucuronsdure, wobei eine Blaufiarbung des transformierten Pflanzengewebes entstand.
Zur besseren Hervorhebung der Blaufirbung des transformierten Gewebes, wurde dieses
anschliefend mit 70 %igem Ethanol entfadrbt.

Die DNA des pBi-Konstrukts mit dem Wildtyp-Promotor P ST-LS1 diente in der
Versuchsreihe auch als Positiv-Kontrolle, da dessen Genexpression in N. fabacum mehrfach
beschrieben wurde (Eckes et al., 1986; Stockhaus ef al., 1987; Stockhaus et al., 1989b). Als
Negativ-Kontrolle wurde die in Kapitel 3.1.8.1 beschriebene DNA des pBi101.2 mitgefiihrt.

3.1.9.1 Genexpressionsbestimmungen der mutagenisierten ST-LS1-Promotoren
Die Ergebnisse der Expression der gus-Gene ausgehend von den mutagenisierten ST-LS1-
Promotoren gegeniiber dem WT-Promotor und der Negativ-Kontrolle in N. fabacum sind in
Abb. 40 dargestellt. Die Mutanten P ST-LS1H und P ST-LS1J zeigten eine mit dem WT-
Promotor vergleichbare Expressionsstirke. Im Gegensatz dazu zeigte die Mutante P ST-LS1K
eine wesentlich geringere Expression. Der Unterschied der Mutanten H und J zu K liegt in
den Basenaustauschen an unterschiedlichen Positionen gegeniiber dem WT-Promotor. Bei
den Mutanten H und J wurden die Positionen —16 und —20 bezogen auf den pflanzlichen
Transkriptionsstart des WT-Promotors von T (-16) und A (-20) jeweils gegen G (P ST-LS1H)
bzw. jeweils gegen C (P ST-LS1J) ausgetauscht. Bei der Mutante P ST-LS1K wurden die
Positionen —18/-19 von A/T zu G/C in der Promotor-Sequenz verédndert.

Die Herstellung stabiler, transgener Tabakpflanzen durch Agrobacterium-vermittelten
Transfer, zeigte fiir alle drei "down-Mutanten” eine unverminderte Expression im Vergleich

zum WT-Promotor (personliche Mitteilung E. Glickman, IPK Gatersleben).
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Abb. 40: Vergleich der transienten Expression der P ST-LS1-Mutanten (H, J und K) gegeniiber dem
WT-Promotor P ST-LS1 und der Negativ-Kontrolle in N. tabacum.
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Mit den "down-Mutanten” konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, die DNA-Sequenz
eines pflanzlichen Promotors so zu verdndern, dass dieser die Expressionsstirke des
WT-Promotor in der Pflanze beibehilt, jedoch in Bakterien (E. coli und Acinetobacter sp.) die

Expressionseigenschaft stark vermindert wird.

3.2 Untersuchung von bakteriellen und Plastiden Promotoren in N. tabacum
Es wurden die bakteriellen Promotoren des Ilac-Operons (P Lac), der Neomycin-
Phosphotransferase III (P NptIll) und der TEM1 B-Lactamase (P Bla) untersucht. Bei den
Plastiden Promotoren wurden die Promotoren der Gene psbA (P PsbA) und rbcL (P RbcL),
welche von der PEP erkannt werden, accD (P AccD) und rpoB (P RpoB), welche von der
NEP erkannt werden, sowie atpB (P AtpB) und cipP (P ClpP), welche sowohl von der PEP
als auch der NEP erkannt werden, untersucht. Die untersuchten Plastiden Promotoren
stammten aus dem Chloroplasten von N. tabacum.

Die bakteriellen und Plastiden Promotoren wurden nach Fusionierung mit dem

promotorlosem gus-Gen des Vektors pBil01.2 auf Expression in N. tabacum untersucht.

3.2.1 Herstellung von pBil01.2-Konstrukten mit den bakteriellen und Plastiden
Promotoren
Die bakteriellen Promotoren P Nptlll und P Bla, sowie alle Plastiden Promotoren wurden
mittels PCR mit spezifischen Primern (siehe Kap. 2.5.2, Tab. 10; Kap. 2.5.3, Tab. 11) und der
jeweiligen spezifischen Template DNA (siche Kap. 2.2.2, Tab. 6: pBinl9, pKK232-8; Kap.
2.2.4, Tab. 8: pKL12, pKL13, pKL14, pKL18, pKL43, pKL44) amplifiziert. Die PCR-
Produkte wurden zur Klonierung in den Vektor pBil01.2 mit Smal geschnitten. Danach
wurden die PCR-Produkte mit der Xmnl/Smal-restringierten Vektor-DNA des pBi101.2 ligiert
und in E. coli DHS5a transformiert. Die Insertion der Promotor-Fragmente in den Vektor
pBi101.2 wurde durch Direkt-PCR analysiert. Die DNA ausgewdhlter Klone wurde durch
Sequenzierung auf Sequenzhomologie mit der Template-DNA und richtige Orientierung im
Vektor iiberpriift. In Abb. 41 ist schematisch der rekombinante Bereich mit den auf

Expression zu untersuchenden Promotoren des Vektor pBi101.2 dargestellt.



Ergebnisse und Auswertung 111

Xmnl/Smal

I

o

*
\/ Smal

gus — pBi-P*X/S

1800 bp

Abb. 41: Schematische Darstellung eines Teilausschnitts der
pBi-Konstrukte mit den zu untersuchen
Promotoren. P* = NptlIll; Bla; PsbA; RbcL; AccD;
RpoB; AtpB; ClpP
Zur Expressionsstudie des P Lac wurde der im Vektor pBil01.2 stromaufwérts der MCS
enthaltene Lac-Promotor genutzt. Um den Abstand der Promotorstrukturen zu dem zu
transkribierenden gus-Gen zu verkiirzen, wurde die MCS aus der Vektor-DNA entfernt (siche
Kap. 3.1.8.1, Abb. 39). Hierfiir wurde pBi101.2 mit HindIll und Smal restringiert, die
HindIII-Restriktionsschnittstelle aufgefiillt, religiert und in E. coli DHSa transformiert. Die
rekombinante DNA wurde durch Sequenzierung iiberpriift. Die pBi-Konstrukte erhielten die
in Tab. 27 aufgefiihrten Bezeichnungen.
Fir die Pflanzentransformation wurde Caesiumchlorid-Gradienten gereinigte DNA mit

einer Konzentration von ca. 1 pg/ul hergestellt.

Promotor pBi-Konstrukt

P Lac pBi-Lac

P Bla pBi-BlaX/S

P NptIlI pBi-NptIIIX/S
P PsbA pBi-PsbAX/S

P RbcL pBi-RbcLX/S

P AccD pBi-AccDX/S
P RpoB pBi-RpoBX/S
P AtpB pBi-AtpBX/S

P ClpP pBi-ClpPX/S

Tab. 27: pBi-Konstrukte

Bei der Sequenzierung des Konstrukts pBi-AccDX/S wurde zwischen den Positionen 59391
und 59392 in bezug auf die Sequenz der Chloroplasten-DNA von N. tabacum (Acc. #
700044) eine Insertion eines C festgestellt (siehe Kap. 6.3.3). Da sich diese Insertion am
5’-Ende der Promotorsequenz befindet und die Erkennungssequenz fiir die NEP 261 Basen
stromabwirts von der Insertion liegt, ist es unwahrscheinlich, dass diese Anderung der

Sequenz eine mogliche Expression beeinflussen wiirde.
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3.2.2 Sequenzanalyse der bakteriellen und Plastiden Promotoren

Wie bei der Computer-gestiitzten Sequenzanalyse der pflanzenspezifischen Promotoren auf
prokaryontische Promotor Konsensus Sequenzen, stellt sich auch bei den bakteriellen und
Plastiden Promotoren die Frage, ob mittels Computer-gestiitzer Suche nach eukaryontischen
Promotor Konsensus Sequenzen eine Vorhersage iiber die Wahrscheinlichkeit und die Stdrke

einer heterologen Genexpression getroffen werden kann.

3.2.2.1 Computer-gestiitzte Suche nach eukaryontischen Promotor Konsensus
Sequenzen in den untersuchten bakteriellen und Plastiden Promotoren

Die Promotorregion eukaryontischer Gene, welche von der RNAP II zur
Transkriptionsinitiation genutzt wird, ist wesentlich komplexer aufgebaut als die
prokaryontischer Gene (siehe Kap. 1.2.2). Als héufigste Konsensus Sequenz wurde in
eukaryontischen Promotoren die TATA-Box mit der Sequenz TATA(A/T)A(A/T)
nachgewiesen (Breathnach und Chambon, 1981; Bucher und Trifonov, 1986; Bucher, 1990).
Sie liegt ungefdhr 25 bis 30 nt stromaufwirts der Transkriptionsinitiationsstelle.

Die pflanzlichen Promotorregionen zeigten nach einem Vergleich von Joshi (1987)
ebenfalls eine starke Konservierung der TATA-Box mit der Konsensus Sequenz
TATATATA. Hierbei waren die ersten vier Nukleotide und das A an Position sechs mit 90 %
bis 97 % am hiufigsten vertreten. An Position fiinf und sieben der pflanzlichen TATA-Box
kommt neben dem T ebenfalls ein A am héufigsten in der Konsensus Sequenz vor.

Somit unterscheidet sich die Konsensus Sequenz der pflanzlichen TATA-Box (Joshi,
1987) nicht von der vorher beschriebenen TATA-Box mit der Konsensus Sequenz
TATA(A/T)A(A/T) (Breathnach und Chambon, 1981; Bucher und Trifonov, 1986; Bucher,
1990). Da Joshi (1987) nur 79 pflanzliche Promotorregionen untersucht hatte und im
Gegensatz dazu von Bucher (1990) 502 Promotoren untersucht wurden, lehnte sich die
Computer-gestiitzte Suche an die Sequenz TATA(A/T)A(A/T) an.

Bei der nachfolgenden Computer-gestiitzten Suche wurde jeweils die gesamte Sequenz der
bakteriellen und Plastiden Promotoren auf die Konsensus Sequenzen der TATA-Box mit

folgendem Motiv analysiert:

» TATA- Konsensus Sequenz
TATAWAW W=AoderT
(1 Mismatch erlaubt)
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Bei der Konsensus Sequenz wurden die konservierten Basen im Fettdruck dargestellt. Fiir die
nicht konservierte Region der TATA-Konsensus Sequenz wurde eine Mismatch erlaubt. Es
wurde die gesamte Promotor-Sequenz analysiert. Fiir jede Ubereinstimmung mit der
angegebenen TATA-Konsensus Sequenz lieferte die Computeranalyse einen Treffer. Bei sich
tiberlappenden Sequenzen, welche Homologien zur Konsensus Sequenz zeigten, wurde nur

ein Treffer angegeben. Die Ergebnisse der Computeranalyse sind in Tab. 28 dargestellt.

Promotor Potentielle Position in Ubereinstimmung Treffer-
Promotorsequenz Acc. # mit der Konsensus zahl
(sieche Anhang) Sequenz
P Lac - - - -
P Bla gATAAAT 4915 6/7 2
TATgTAT 4944 6/7
P NptIII | TATtTAA 2169 6/7 2
TATAAT 2218 6/7
P PsbA TATATAA 1707 717
(TATAAgZT) (1705) (6/7) 2
aATAAAA 1683 6/7
P RbcL TATATAT 57385 717
(TATATAT) (57387) 717)
(TATATgA) (57389) (6/7) 3
(TATgAAA) (57391) (6/7)
TATAcCAA 57401 6/7
TATgAAA 57507 6/7
P AccD TATtAAA 59461 6/7
TATtAAA 59603 6/7
TATATtA 59613 6/7 5
aATATAA 59628 6/7
(TATAAAg) (59630) (6/7)
TATtAAT 59649 6/7
(aATATAT) (59653) (6/7)
(TATATAg) (59655) (6/7)
P RpoB TATATAT 27965 717
TATAcCAA 27822 6/7 4
TATAACT 27810 6/7
TATcAAT 27758 6/7
P AtpB - - - -
P ClpP TATtTAT 74697 6/7
TATgAAT 74638 6/7
gATAAAT 74617 6/7
(aATAAAT) (74612) (6/7) 8
gATAAAA 74603 6/7
TATgAAT 74591 6/7
TATAAAg 74582 6/7
aATAAAA 74573 6/7
gATATAT 74423 6/7

Tab. 28: Ergebnisse der Computer-gestiitzen Suche nach potentiellen TATA-Konsensus Sequenzen in
den bakteriellen und Plastiden Promotoren. Ubereinstimmungen mit der Konsensus Sequenz
wurden in GroBbuchstaben dargestellt. Verschiebt sich die Konsensus Sequenz bei der Suche
nur um eine bis mehrere Basen, so wurde diese Sequenz in Klammern dargestellt und als ein
Treffer gezdhlt. Der Sequenzursprung bezieht sich auf die Acc. # der im Anhang
aufgefiihrten Sequenzen.
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Im Anhang (Kap. 6.3; Kap. 6.4) wurden die Treffer in den jeweiligen bakteriellen und
Plastiden Promotoren farbig markiert.

Fiir den bakteriellen Promotoren P Lac und den Plastiden Promotor P AtpB wurde
innerhalb der untersuchten Sequenz keine Homologie zu der Konsensus Sequenz gefunden.
Jeweils zwei Treffer wurden fiir die bakteriellen Promotoren P Bla und P Nptlll, sowie fiir
den Plastiden Promotor P PsbA gefunden. Fiir die Promotoren P RbcLL wurden drei, fiir P
RpoB vier, fiir P AccD fiinf und fiir P ClpP acht Treffer gefunden. In der Sequenz des
bakteriellen Promotors P Nptlll iiberlappt eine der beiden potentiellen TATA-Konsensus
Sequenzen mit der —35-Region, welche als Erkennungssequenz fiir die bakterielle RNAP
dient. Bei den Plastiden Promotoren wurde fiir P RbcL, P AccD und P ClpP ein Treffer
erzielt, welcher die Sequenz umgibt, die von der jeweiligen Polymerase (PEP, NEP) als

Erkennungssequenz fiir die Transkriptionsinitiation in den Chloroplasten genutzt wird.

3.2.3 Partikelbombardement von N. tabacum

Zur Beurteilung der transienten Genexpression ausgehend von den zu testenden Promotoren,
wurden zweimal vier bis fiinf Beschiisse mit der DNA der pBi-Konstrukte auf préparierte
Blattscheiben von N. fabacum vorgenommen. Als Kontrollen wurde die DNA der Negativ-
Kontrolle des pBi1101.2 (Kap. 3.1.8.1) und die DNA des pBi-ST-LS1 als Positiv-Kontrolle
(Kap. 3.1.9) mitgefiihrt. Wie fiir die Mutanten des P ST-LS1 in Kapitel 3.1.9 bereits
beschrieben, erfolgte der Nachweis der Expression der B-Glucuronidase durch Hydrolyse des

Substrats 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-f-D-glucuronséure.

3.2.3.1 Genexpressionsbestimmung der bakteriellen und Plastiden Promotoren

Mit der Methode des Partikelbombardements von N. tabacum konnten fiir die bakteriellen
Promotoren P Lac, P Bla und P NPTIII und fiir die Plastiden Promotoren P PsbA, P RbcL,
P RpoB, P AtpB und P ClpP keine Expression der gus-Gene festgestellt werden. Fiir das
Konstrukt pBi-AccDX/S mit dem P AccD konnten mit Hilfe 35-facher VergroBerung zwei
Spots durch Blaufdrbung des transformierten Gewebes identifiziert werden (Abb. 42). Die
Expression ausgehend von der Positiv-Kontrolle des P ST-LS1 in N. tabacum und die
fehlende Expression der Negativ-Kontrolle ist in Abb. 40 (Kapitel 3.1.9.1) dargestellt.
Negativ- und Positiv-Kontrolle wurden in jeder Versuchsreihe des Bombardements

mitgefiihrt.
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Abb. 42: Teilausschnitte von Blattscheiben aus N. tabacum. Die Expression des gus-Gens ausgehend von
dem P AccD ist anhand zweier Spots (Pfeil) erkennbar.

Die Expression der gus-Gene ausgehend von dem P AccD ist sehr schwach im Vergleich zur
Positiv-Kontrolle. Die Methodik ermoglicht es nicht, eine genaue Lokalisation der
iibertragenen DNA in den Zellen anzugeben. Es besteht die Moglichkeit, dass durch den
Beschuss die DNA im Chloroplasten exprimiert wurde. In den Chloroplasten wiirde die
Promotor-DNA des P AccD durch die NEP mit Hilfe der Transkriptionsfaktoren erkannt
werden und durch die Expression der gus-Gene zu einem falsch positiven Ergebnis fiihren.
Das Ergebnis der Expression der gus-Gene ausgehend von dem P AccD miisste durch die

Herstellung transgener Pflanzen von N. tabacum mit diesen Promotor tiberpriift werden.
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4 Diskussion

4.1 Sperzifitit von Promotorsequenzen

Das Ziel der Arbeit war es, die Spezifitdt von Promotorsequenzen, welche fiir die Bindung der
jeweiligen RNAP mit Hilfe der entsprechenden Transkriptionsfaktoren und somit fiir die
Transkriptionsinitiation verantwortlich sind, zu untersuchen. Da die Ahnlichkeiten der
RNAPs aus Eubakterien, Archaebakterien und Eukaryonten, sowie deren Sequenzen zur
Erkennung fiir die Transkription in Prokaryonten und Eukaryonten schon hédufig in der
Literatur diskutiert wurden (Sentenac et al., 1992; Fassler und Gussin, 1996; Soppa, 1999;
Ebright, 2000; Minakhin ez al., 2001), sollte mit dieser Arbeit die Funktionalitit von
Promotoren in verschiedenen ‘kingdoms” untersucht werden. Hierfiir wurden zwolf
pflanzenspezifische Promotoren auf Genexpression in fiinf Bakterienarten, sowie drei
bakterielle und sechs Plastiden Promotoren auf Genexpression in N. tabacum untersucht.

Die Bakterienarten, in denen die pflanzenspezifischen Promotoren untersucht wurden,
stellten Vertreter taxonomisch unterschiedlicher Gruppen dar. E. coli und Y. enterocolitica
gehoren zur Familie der Enterobacteriaceae. A. tumefaciens ist eine Bakterienart, welche mit
Pflanzen interagiert und zur Familie der Rhizobiaceae gehort. P. putida und Acinetobacter
sind weitverbreitete Bodenbakterien, wobei der Stamm Acinetobacter sp. BD413 eine
natiirliche Kompetenz aufweist (Nielsen et al., 1997). Die zu untersuchenden
pflanzenspezifischen Promotoren stammten ebenfalls aus phylogenetisch nicht-verwandten
Gruppen wie Pflanzen, Pflanzenviren und Agrobakterien. Sechs der Promotoren stammten
aus S. tuberosum (P B33, P ST-LS1, P FBP1,1, P FBP1,6, P SKT2 und P KST1), zwei aus
N. tabacum (P 130 und P 247) und einer aus A. thaliana (P KCO1). Je ein
pflanzenspezifischer Promotor stammte aus CaMV (P 35S), A. rhizogenes (P RolC) und
A. tumefaciens (P Nos).

Die bakteriellen Promotoren, welche in N. tabacum untersucht wurden, stammten aus
E. coli, (P Lac und P Bla) und S. faecalis (P NptlIl). Die Plastiden Promotoren stammten aus
N. tabacum, wobei vier der Promotoren (P RbcL, P PsbA, P ClpP, P AtpB)
Erkennungssequenzen der RNAP (PEP) aufwiesen, die denen des 6'%-Faktors aus E. coli sehr
dhnlich sind. Die Promotoren P ClpP und P AtpB wiesen auf8erdem Erkennungssequenzen fiir
eine Bakteriophagen-dhnliche RNAP (NEP) auf, welche ebenfalls in zwei weiteren Plastiden
Promotoren (P AccD und P RpoB) vorhanden waren.

Die Frequenz mit der die pflanzenspezifischen Promotoren in den untersuchten
Bakterienarten zu einer Expression fiihrte, war mit einer Rate von 50 % der getesteten

Kombinationen erstaunlich hoch. Bei den getesteten bakteriellen und Plastiden Promotoren in
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N. tabacum kam es nur in einem Falle (P AccD) zu einer sehr geringen Expression. Dies weist
darauthin, dass die untersuchten pflanzenspezifischen Promotoren Sequenzen beinhalten, die
von der bakteriellen RNAP zur Transkriptionsinitiation genutzt wurden. Die getesteten
bakteriellen und Plastiden Promotoren wiesen hingegen mit einer Ausnahme keine Sequenzen
auf, die von der eukaryontischen RNAP II aus N. tabacum zur Transkriptionsinitiation genutzt
werden konnten. Dieses Ergebnis verdeutlicht zwei unterschiedliche Aspekte: einerseits
konnten im Falle pflanzenspezifischer Promotoren in Prokaryonten heterologe Promotoren
zur Transkriptionsinitiation genutzt werden und anderseits wird damit bewiesen, dass die
Transkriptionsmaschinerie in Prokaryonten viel einfacher aufgebaut ist als die der
Eukaryonten, so dass die angebotenen pflanzenspezifischen Promotorsequenzen erkannt
wurden.

Bisher wurde die Genexpression ausgehend von heterologen Promotoren nur in wenigen
Fillen beschrieben. Assaad und Signer (1990) beschrieben die Expression ausgehend von
dem P 35S aus CaMV in E. coli. Der Promotor des amt-Gens aus dem Chlorella Virus zeigte
eine Expression in verschiedenen transgenen Pflanzen als auch in verschiedenen
Bakterienarten (Mitra et al., 1994). Mehrere Autoren beschrieben die Genexpression
ausgehend von den pflanzenspezifischen Promotoren der T-DNA von A. tumefaciens in
Agrobacterium (Gelvin et al., 1981; Schroder et al., 1983; 1984; Jansens et al., 1984).
Weiterhin wurde von Pandolfini et al. (2000) beschrieben, dass die “untranslatierte leader
region” des rolA-Gens aus A. rhizogenes ein Intron enthilt, welches als prokaryontischer
Promotor zu einer Expression in Agrobakterien, Rhizobien und Bakteroiden fiihrte.

Die Erkennung der Promotorregion wird in Eubakterien durch den o-Faktor des Holo-
Enzyms der RNAP vermittelt. Der primédre o-Faktor, welcher zur Transkription der
Haushaltsgene genutzt wird, ist als 6" in Gram-negativen Bakterien bekannt und ist in allen
bekannten Eubakterien fiir die Lebensfihigkeit notwendig (Gruber und Bryant, 1997). Der
6'"-Faktor der RNAP erkennt zur Transkriptionsinitiation die —35- und -10-Regionen mit den
Konsensus Sequenzen TTGACA und TATAAT und einem optimalen Abstand von 17 £ 1 nt
(Hawley und McClure, 1983; Harley und Reynolds, 1987; Lisser und Margalit, 1993) bzw.
der “extended -10-Region” mit der Konsensus Sequenz TGNTATAAT (Keilty und
Rosenberg, 1987; Kumar et al., 1993). Sind solche bakteriellen Sequenzen in den
pflanzenspezifischen Promotorsequenzen vorhanden, kann es zu einer Expression der
nachgeschalteten Gene kommen. Neben dem Vorhandensein der —35- und —10-Regionen in
den Promotorsequenzen ist, nach der Computeranalyse von Lisser und Margalit (1994) an

E. coli Promotoren, die Nukleotidzusammensetzung der umliegenden Sequenzen fiir die
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physikalisch-chemischen und strukturellen Eigenschaften der DNA und somit auch fiir die
Stérke eines Promotors verantwortlich.

Bei den pflanzenspezifischen Promotoren verursachte ein Promotor, P ST-LS1, in allen
fiinf untersuchten Bakterienarten eine Expression. Hingegen fiihrten zwei der untersuchten
pflanzenspezifischen Promotoren, P RolC und P 247, zu keiner Expression. Die anderen
Promotoren zeigten in den untersuchten Bakterien unterschiedliche Expressionsverhalten. Der
P KSTI1 fiihrte z. B. zu einer starken Expression in E. coli, Y. enterocolitica und
Acinetobacter sp. In A. tumefaciens und P. putida fand hingegen nur eine sehr geringe
Expression statt.

Die Promotoranalysen von Hawley und McClure (1983), Harley und Reynolds (1987) und
Lisser und Margalit (1993) beschréinkten sich auf Analysen von Promotoren, welche von der
RNAP aus E. coli erkannt wurden. Allgemein wird die Stidrke eines Promotors dariiber
definiert, wie dhnlich die —35- und -10-Regionen der jeweiligen Promotoren den Konsensus
Sequenzen bei einem optimalen Abstand von 17 £ 1 nt der beiden Regionen zueinander sind
(Dombroski et al., 1992; Busby und Ebright, 1994). Dass sich Konsensus Sequenzen von
Promotoren anderer Bakterienarten gegeniiber denen von E. coli unterscheiden konnen,
zeigten z. B. die Analysen der Konsensus Sequenzen von den Gram-positiven Bakterien
Streptomyces (Strohl, 1992) und Corynebacterium glutamicum (Patek et al., 1996) als auch
die des Gram-negativen Bakteriums Campylobacter jejuni (Tab. 29; Wosten et al., 1998b).

Tab. 29: Vergleich der putativen ’° Konsensus Sequenzen (modifiziert nach Wosten e al., 1998b). Es wurden
29 Promotorsequenzen aus Streptomyces (Strohl, 1992), 33 Promotorsequenzen aus C. glutamicum
(Patek et al, 1996), 21 Promotorsequenzen aus C. jejuni (Wosten et al., 1998b) und 263
Promotorsequenzen aus E. coli (Harley und Reynolds, 1987) untersucht. * Aufgefiihrt wurden nur die
Nukleotide, welche in mehr als 47 % der Fille an den Positionen vorkamen.

Spezies Nukleotide an Position [%]*

-39 -38 -37 -36 -35 -34 -33 -32 -31-30//-22-21-20-19-18-17-16 -15-14-13 -12-11-10 -9 -8 -7-6-5-4

Streptomyces
(Stl'()hl, 1992) T86 T9O Gl()() A69 Cf:f: 1 T59 A86 Tl()()

C. glutamicum
(Patek et al., Tus Tas G713 Csz Asy 1 Gss T79 Agz Asg Tgs
1996)

C. jejuni
(Wosten et al., Ts2 Te7 Ts7 Aer A16Ge2 Tsi T T2/ Tx Ter Tsz Ts7 Ty Tsp T Gs2 Tos Ago Ts7 Ase Aez Ts1 Tse Asy
1998b)
E. coli
(Harley und Trs Tso Ges Ass Cso Ass /] Ts2 Ago Ts2 Aso Asg Tso
Reynolds, 1987)
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Die Konsensus Sequenz der —35-Region aus Streptomyces entsprach in den ersten fiinf
Positionen (TTGAC) der aus E. coli. An Position sechs wurde mit 62 % eine Purinbase
gefunden (Strohl, 1992). Die Promotorsequenzen von C. glutamicum zeigten dagegen schon
an Position vier der —35-Region mit einem Cytosin eine Differenz gegeniiber den E. coli-
Promotoren auf. Fiir die —10-Region wiesen die Analysen beider Bakterien an den Positionen
eins, zwei und sechs (TANNNT) dieselben Basen auf, die auch in E. coli am stirksten
konserviert sind. Die Promotorregionen der Gene aus C. jejuni besitzen drei konservierte
Regionen bei 10, 16 und 35 nt stromaufwirts der Transkriptionsinitiationsstelle. Die
—10-Region entspricht der —10-Konsensus Sequenz der 6" E. coli Promotoren, wohingegen
die —35-Region vollkommen verschieden gegeniiber der von E. coli ist. In der Studie von
Wosten et al. (1998b) wurde festgestellt, dass nur sechs von elf Promotoren aus C. jejuni in
E. coli zu einer Expression fiihrten. Diese Untersuchungen zu Promotor Konsensus
Sequenzen verschiedener Bakterienarten als auch die unterschiedliche Expression ausgehend
von den pflanzenspezifischen Promotoren in den untersuchten Bakterienarten beweisen, dass
die Strukturen, welche die jeweilige bakterielle RNAP zur Transkriptionsinitiation nutzt,
meist nur geringe, aber fiir das Bakterium spezifische Unterschiede aufweist.

In E. coli wurde die Genexpression der pflanzenspezifischen Promotoren in zwei
verschiedenen Vektoren untersucht. Der Vektor pKK232-8 wurde fiir Promotorstudien
konzipiert und besitzt einen Transkriptionsstop vor der MCS. Dieser Vektor ist aufgrund
seines Replikationsursprungs nicht fiir die Expressionsstudien in A. tumefaciens, P. putida
und Acinetobacter sp. geeignet. Auch in Y. enterocolitica konnte er nicht verwendet werden,
da Rekombinationsereignisse zu Rearrangements fiihrten. Der Pflanzentransformationsvektor
pBinl9 besitzt keinen Transkriptionsstop vor der MCS, wodurch es bei der promotorlosen
Kontrolle zur Expression der inserierten [uxAB-Gene als Reportergene durch die
stromaufwirts liegenden bakteriellen DNA-Sequenzen kam (Jacob, 1997). pBinl9 besitzt mit
dem RK2 einen “broad host range” Replikationsursprung und konnte somit in die anderen zu
untersuchenden Bakterienarten transformiert werden. Die Interpretation der Ergebnisse der
Promotorexpression waren fiir die pKK- und pBin-Konstrukte in E. coli identisch. Einzig die
Hohe der Expression des P KCOI1 und P FBP1,7 war diskrepant zwischen den beiden
Plasmiden. Somit konnten die pBin-Konstrukte zur Beurteilung der Expression ausgehend
von den pflanzenspezifischen Promotoren in Y. enterocolitica, A. tumefaciens, P. putida und
Acinetobacter sp. herangezogen werden.

In E. coli zeigten acht der untersuchten pflanzenspezifischen Promotoren (P B33,
P ST-LS1, P 130, P FBP1,7, P Nos, P SKT2, P KCO1 und P KST1) eine Expression der

luxAB-Gene, die stirker war als die des P 35S, welcher als Positiv-Kontrolle mitgefiihrt
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wurde (Assaad und Signer, 1990). Somit exprimierten in dem Laborstamm E. coli K-12
DH5a die meisten der pflanzenspezifischen Promotoren. In Y. enterocolitica ging von zwei
Promotoren (P 130 und P Nos), die in E. coli exprimierten, keine Expression aus. Der
P ST-LS1 fiihrte in Y. enterocolitica zur stirksten Expression der [luxAB-Gene. Die
Expressionsniveaus der pBin-Konstrukte in dem E. coli K-12 Stamm DH5o waren im
Gegensatz zu denen des Yersinia WT-Stamms sehr gering, aber vergleichbar mit denen in
Acinetobacter sp. In Acinetobacter sp. fiihrten sechs Promotoren (P B33, P ST-LS1, P 130,
P SKT2, P KSTI und P KCOI) zu einer Expression. Das hochste Expressionsniveau der
luxAB-Gene ging hier von dem P 130 aus. In A. fumefaciens exprimierten fiinf der
pflanzenspezifischen Promotoren (P 35S, P ST-LS1, P FBP1,1, P FBP1,7 und P KCO1) die
luxAB-Gene, wobei die stidrkste Genexpression mit Abstand von dem P 35S ausging. Der
Promotor P FBPI1,1 fiihrte nur in A. tumefaciens zu einer Expression. Die geringsten
Expressionen ausgehend von den pflanzenspezifischen Promotoren wurden in P. putida
gemessen. Hier exprimierten nur P B33, P ST-LS1 und P SKT2, drei Promotoren aus
S. tuberosum, die luxAB-Gene. Die Hohe der Lumineszenzmessungen der pBin-Konstrukte in
P. putida war im Vergleich zu den Messungen in den anderen Bakterienarten sehr gering.
P. putida bendtigt als obligat aerober Mikroorganismus Sauerstoff zum Wachstum. Bei der
Oxidationsreaktion durch die bakterielle Luziferase wird ebenfalls molekularer Sauerstoff
benotigt (Blouin et al., 1996). Sauerstoff darf bei dieser Reaktion kein limitierender Faktor
sein. So konkurrieren zwei Mechanismen um den Sauerstoff, wobei das Wachstum der Zellen
im Vordergrund steht und somit die niedrigen Lumineszenzwerte erkldrbar wéren.

Eine weitere Moglichkeit fiir die geringe Expression der pflanzenspezifischen Promotoren
in P. putida wire, dass sich die 6’°-Faktor Erkennungssequenzen zur Transkriptionsinitiation
von P. putida von denen aus E. coli unterscheiden. Fiir P. putida, Y. enterocolitica,
A. tumefaciens und Acinetobacter sp. gibt es bisher keine Veroffentlichungen, welche sich mit
den -35- und -10-Region 6" Konsensus Sequenzen befassen. Jedoch gibt es einzelne
Veroffentlichungen, wie die molekulare Charakterisierung der rpoH-Genregulation in dem
P. putida Stamm KT2440 (Manzanera et al., 2001), in welcher mogliche -35- und
—10-Sequenzen zur Transkriptionsinitiation diskutiert wurden. Das rpoH-Gen, welches fiir
den Hitzeschock o°2-Faktor kodiert, wird bei einem Zellwachstum von 30 °C von drei
verschiedenen Promotoren exprimiert. Zwei der Promotoren weisen Homologien zu den
Konsensus Sequenzen des o'"-Faktors auf, wobei sie mit den Sequenzen TCTTGAT und
GGTATA fiir die -35- bzw. —10-Region des P1 und TTCCAG und CACAAG fiir die

—35- bzw. —10-Region des P3 sehr diskrepant gegeniiber den Konsensus Sequenzen in E. coli
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sind. Der Abstand zwischen der —35- und —10-Region betrédgt bei P1 17 Nukleotide und bei
P3 18 Nukleotide. Zwischen dem Transkriptionsstart und der —10-Region befinden sich bei
P1 neun Nukleotide und bei P3 sieben Nukleotide.

Untersuchungen heterologer Promotoren in A. tumefaciens sind von besonders groBer
Bedeutung, da zur Herstellung gentechnisch verdnderter Pflanzen u. a. bakterielle Gene unter
der Kontrolle pflanzenspezifischer Promotoren mittels binidrer Vektoren und A. tumefaciens in
das Pflanzengenom eingeschleust und dort exprimiert werden. Der Frage, ob diese
pflanzenspezifischen Promotoren eine Expression der bakteriellen Gene schon in
Agrobacterium bewirken, wurde zwar schon nachgegangen (Gelvin et al., 1981; Schroder et
al., 1983; 1984; Jansens et al., 1984), sie wurde aber nicht systematisch geklédrt. Mit der
Sequenzierung des Genoms von A. fumefaciens C58 (Wood et al., 2001) werden sich
zunehmend Untersuchungen zu den Promotoren der entschliisselten Gene anschlieBen, um
mogliche Promotor Konsensus Sequenzen fiir A. tumefaciens zu erstellen. Das et al. (1986)
charakterisierten die Promotoren der sechs Operons (virA, virB, virC, virD, virE, virG) des
Ti-Plasmids aus A. tumefaciens, welche die Virulenzgene tragen. Die Promotoren zeigten eine
Homologie zur —10-Region, weniger zur —35-Region der untersuchten Konsensus Sequenzen
fiir E. coli. Die —-10-Region der vir-Promotoren wurde mit der Konsensus Sequenz
(T/G)NTAA(T/C) beschrieben. Dabei fillt auf, dass die Nukleotide an den Positionen eins,
zwel und sechs, welche in E. coli am stiarksten konserviert sind, bei diesen Promotoren am
geringsten konserviert sind. Diese Untersuchung ist auch deswegen interessant, da nur die
Gene zweier vir-Operons (virA und virG) in Agrobacterium-Kulturen exprimiert wurden. Die
Expression der Gene der anderen vier Operons wurde nur bei Cokultivierung von
Agrobacterium mit Pflanzenzellen beobachtet.

Interessant ist auch die Beobachtung, dass der P FBP1,1, welcher am 5”-Ende um 600 bp
verkiirzt gegeniiber dem P FBP1,7 ist, in allen getesteten Bakterienarten eine geringere
Expression aufwies als der P FBPI1,7. Eine mogliche Erkldrung wire, dass durch die
Verkiirzung des 5°-Endes des Promotors die Plasmid-DNA eine andere Struktur annahm und
somit nicht die DNA-Sequenzen, die in dem P FBP1,7 zu einer Expression durch die
bakterielle RNAP fiihrten, in dem P FBP1,1 nicht optimal erkannt wurden (Geiselmann,
1997; Dai und Rothman-Denes, 1999). Weiterhin konnten Sequenzen des 5°-Endes des
P FBP1,7, welche auf den 600 bp liegen, die in dem P FBP1,1 nicht vorhanden sind fiir die
erhohte Expression des P FBP1,7 gegeniiber dem P FBP1,1 verantwortlich sein. Dies wiirde
bedeuten, dass moglicherweise Sequenzen, welche iiber 1100 bp stromaufwirts des
Translationsstarts des luxA-Gens lagen, fiir die Transkriptionsinitiation verantwortlich wéren.

Womdglich fiihrte das Vorhandensein zusitzlicher Nukleotide in der MCS der pBin- bzw.
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pKK-Konstrukte der beiden Promotoren zu einem verdnderten Expressionsverhalten. Bei dem
pFBP1,11lux-Konstrukt liegen die Restriktionsschnittstellen EcoRI, Kpnl, Smal, BamHI und
Sall zwischen der Sequenz des P FBPI1,1 und den Reportergenen, wohingegen bei dem
pFBP1,7lux-Konstrukt nur die DNA-Sequenz der Restriktionsschnittstellen von BamHI, Xbal
und Sall zwischen P FBP1,7 und den [uxAB-Genen zu finden ist. Der Unterschied der
Restriktionsschnittstellen bei den pKK-Konstrukten liegt nur in einer aufgefiillten EcoRI-
Schnittstelle ligiert mit Smal in dem pKKFBPI,Ilux-Konstrukt gegeniiber dem
pKKFBP1,7lux-Konstrukt. Lisser und Margalit (1994) konnten durch Computeranalyse von
E. coli-Promotoren zeigen, dass die Nukleotide, welche die Konsensus Sequenzen (-35- und
—10-Region) umgeben, entscheidend fiir die physikalisch-chemische und strukturelle
Eigenschaft der DNA sind und somit die Promotorstéirke beeinflussen konnen.

Um die Hohe der heterologen Expression in Bakterien beurteilen zu konnen wurde die
Expressionsstirke mit bakteriellen, also homologen Promotoren verglichen. Der Lac-
Promotor fiihrte in den untersuchten Bakterienarten zu sehr unterschiedlichen
Expressionsstérken.

In E. coli konnte fiir den P Lac eine Expression gemessen werden, welche 20 mal stirker
war als die des stidrksten Pflanzenpromotors P KST1 (pBin-Konstrukt). Der Promotor des
TEMI1 bla-Gens, welcher in unserem Labor mit den luxAB-Genen fusioniert und in den
Vektor pKK232-8 kloniert wurde, fiihrte in E. coli hingegen nur zu einer sechsfach hoheren
Expression verglichen mit dem P KST1 (pKK-Konstrukt).

In Yersinia fiihrte der P Lac zu einer Expression, die nur 1,5mal hoher bzw. doppelt so
hoch war wie die durch die pflanzlichen Promotoren P ST-LS1 und P KSTI1 bewirkten
Expressionen. Die Expression eines weiteren bakteriellen Promotors, welcher aus dem
Y. enterocolitica Stamm 78 gewonnen wurde, war schwicher als die Expression dreier
pflanzenspezifischer Promotoren (P ST-LS1, P KST1 und P KCOI1) in Y. enterocolitica.

Zur Charakterisierung der [uxAB-Transkripte wurden Northern Hybridisierungen,
quantitative PCRs und 5°-RACE-Analysen von ausgewihlten Promotor-/uxAB-Fusionen
durchgefiihrt. Mit den Northern Hybridisierungen konnte durch die Anwesenheit distinkter
Banden gezeigt werden, dass es zu spezifischen Transkriptionsstarts in den
Pflanzenpromotoren kam.

AuBerdem wurde ein Transkript identischer Lénge in allen Promotor-/uxAB-Fusionen
nachgewiesen. Durch Transkriptionsstartbestimmungen konnte gezeigt werden, dass dieses
Transkript in der 5 untranslatierten Region des /uxA-Gens begann und es sich hierbei um ein
Degradierungsfragment handelte. Das 5”-Ende der mRNA dieser Transkripte wurde von den
Nukleotiden 5-AAUU-3" gebildet, welche als Erkennungssequenz fiir die Endoribonuklease
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E (RNase E) dienen konnte. Die RNase E ist das Schliisselenzym fiir die Initiation der
mRNA-Degradierung. Fiir E. coli wurde die Konsensus Sequenz mit (A/G)AUU(A/U) oft in
Kombination mit zusitzlichen lateralen “stem-loop”~-Ankern beschrieben (Rauhut und Klug,
1999). In 3’-Richtung der untersuchten Sequenz wurde ein “inverted repeat” gefunden,
welcher eine “stem-loop’-Struktur ausbilden konnte und somit die Erkennung der Sequenz
5-AAUU-3" als Erkennungssequenz fiir die RNase E erhoht. Nach dem initialen Bruch der
mRNA durch die RNase E, kann die Degradierung durch die 3°—5"-Exonukleasen und
weiteren Enzyme des Degradosoms erfolgen. Das Problem von Arbeiten mit bakterieller
mRNA ist, dass diese Halbwertszeiten besitzen, welche im Bereich von wenigen Minuten
liegen. Im Vergleich dazu liegen mRNA-Halbwertszeiten eukaryontischer Zellen im Bereich
von Stunden. Diese geringen mRNA-Halbwertszeiten ermoglichen Bakterien eine schnelle
Anpassung an eine sich verdndernde Umgebung. Bei der Herstellung von Reportersystemen
sollte eine Erkennungssequenz fiir die RNase E mit “stem-loop’-Strukturen in der
S’untranslatierten Region wie sie in den luxAB-Genen gefunden wurde, vermieden werden.
Die Degradierung wirkte sich jedoch nicht auf die Translation aus, wie die mRNA-Mengen
ausgewihlter Promotor-/uxAB-Fusionen in Y. enterocolitica mittels quantitativer PCR im
Vergleich zur Stirke der Lumineszenz bewiesen. Hierbei wurde fiir die Promotoren P 35S,
P ST-LS1, P RolC und P Nos gezeigt, dass die ermittelten Transkriptmengen der [uxAB-
mRNA mit den Luziferase-Aktivititen korrelierte und sich somit die Lumineszenzmessung
zur Beurteilung der Expressionsstérke eignete.

Fusionen der pflanzenspezifischen Promotoren mit dem promotorlosen cat-Gen erlaubten
den Nachweis der phinotypischen Ausprigung durch Wachstum auf Agarplatten mit
Chloramphenicol. Hierbei wiesen die Promotoren P ST-LS1 und P Nos Expressionsstirken
des cat-Gens in E. coli auf, die bei einer typischen Selektionskonzentration von 25 ug/ml fiir
Chloramphenicol Wachstum vermitteln konnten. Weiterhin konnte durch den Vergleich der
Expressionsstirken der pflanzenspezifischen Promotoren in den beiden Reportersystemen (cat
und /uxAB) bewiesen werden, dass die untersuchten Promotoren und nicht die Sequenzen des
jeweiligen Reportersystems fiir die Expressionen der Reportergene verantwortlich waren.
Eine Ausnahme bildete hier jedoch die Expression des P Nos. Dieser exprimierte die [uxAB-
Gene in E. coli dhnlich stark wie der P 35S aus CaMV und somit geringer als der P ST-LS1.
Die Expression des cat-Gens ausgehend von dem P Nos war jedoch viel stirker als die des
P ST-LS1. Alle weiteren getesteten Promotoren fiihrten zu Lumineszenzen in E. coli, die mit
dem Wachstum der E. coli-Stimme mit den Promotor-caz-Fusionen auf Agarplatten mit
Chloramphenicol korrelierten. Fiir das /uxAB-Transkript ausgehend von dem P Nos wurde in

Y. enterocolitica nachgewiesen, dass die Transkriptmenge mit der Proteinmenge an gebildeter
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Luziferase und somit mit der Luziferase-Aktivitdt korrelierte. AuBerdem wiesen die
Transkripte von der Promotor-cat-Fusion (pKKNos) und der Promotor-/uxAB-Fusion
(pPKKNoslux) von P Nos in E. coli den gleichen Transkriptionsstart auf. Somit blieb die
Ursache fiir die unterschiedliche Expressionsstiarke der beiden Reportersysteme ausgehend
von P Nos ungeklart. Die Ursache konnte sowohl auf der Transkriptions-, als auch auf der
Translationsebene zu suchen sein. Die Proteinmenge eines bestimmten Proteins in der Zelle
wird durch die Transkriptionsrate des zu exprimierenden Gens, die Zerfallsrate bzw.
Degradierung der mRNA, die Translationsrate der mRNA und die Degradierung des Proteins
bestimmt. Kuzj er al. (1998) beschrieben, dass die Stabilitidt der car-Transkripte in E. coli
Kulturen in Abhingigkeit von der Wachstumsphase variierte, aber die Translationsrate nicht
mit der erhohten mRNA-Stabilitit korrelierte. Die cat-mRNA-Halbwertszeit war wihrend der
lag-Phase lang, nahm in der exponentiellen Phase ab und erhohte sich wieder in der
stationdren Phase. Betrachtete man jedoch die Menge an car-mRNA bezogen auf die
Zellmasse, so erkannte man keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
Wachstumsphasen. Dieses lidsst darauf schlieBen, dass es Kompensationsmechanismen fiir die
cat-Transkription gibt. In dem Falle der Expression des car-Gens ausgehend von dem P Nos
konnte jedoch eine erhohte mRNA-Stabilitidt vorliegen, die auch zu einer erhohten Menge an
Chloramphenicol- Acetyltransferase fiihrte.

Fiir Expressionsstudien von Promotoren bedeutet dieses Ergebnis, dass in einzelnen Féllen
verschiedene Reportersysteme zu einer unterschiedlichen Aussage iiber die Stérke eines
Promotors fiihren konnen. So wurde z. B. eine Transkription der nopalinen T-DNA-Region
des Ti Plasmids C58 in E. coli und Agrobacterium beschrieben (Janssens et al., 1984). Fiir
diese Expression waren die Promotorsequenzen der nopalinen T-DNA verantwortlich.
Daneben wurde eine Expression der Fusion des Promotors des Nopalin Synthase Gens mit der
kodierenden Region der [-Galactosidase in Agrobacterium, jedoch ohne Angabe der
Expressionshohe beschrieben. Die in dieser Arbeit gemessene geringe Menge an Luziferase-
Aktivitdt des Nos-Promotors in A. tumefaciens wurde als nicht signifikant eingestuft.

Bei der Untersuchung der bakteriellen und Plastiden Promotoren fiihrte nur der Plastiden
Promotor P AccD zu einer sehr geringen Expression in N. tabacum. Dieser Promotor wird in
Chloroplasten von der NEP exprimiert. Die NEP erkennt auf der Promotor-DNA mit der
YRT-Box und teilweise GAA-Box Sequenzen, welche weder den Konsensus Sequenzen der
bakteriellen —35- und —10-Regionen, noch der eukaryontischen TATA-Box oder dem Inr-
Element dhnlich sind. Der P AccD besitzt zur Erkennung durch die NEP nur die YRT-Box
mit dem hochkonservierten YATA-Motiv, welches hier durch die Nukleotide TAT an

Position -9 bis —7 bezogen auf den Transkriptionsstart in Chloroplasten gebildet wird (Liere
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und Maliga, 1999a; 1999b). Zwei mogliche Ereignisse konnen zu der positiven Expression
ausgehend von dem P AccD in N. fabacum nach dem Partikelbombardement gefiihrt haben.
Eine Moglichkeit ist, dass die inserierte DNA in den Zellkern gelangte und die RNAP II des
Tabaks auf der Promotor-DNA Sequenzen erkannt hatte, welche zu einer sehr geringen
Expression fiihrte. Eine weitere Moglichkeit ist, dass die durch das Bombardement
eingefiihrte DNA teilweise in die Chloroplasten gelangte, dort die Promotor-DNA von der
NEP erkannt, zu einer Expression und somit zu einem falsch positiven Ergebnis fiihrte. Die
Methodik des Partikelbombardements ermdoglicht es nicht, eine genaue Lokalisation der
tibertragenen DNA in den Zellen anzugeben. Um nachzuweisen, dass diese Expression durch
die RNAP II des Tabaks verursacht wurde, miissten gentechnisch verdnderte Pflanzen mit
dem P AccD hergestellt werden.

Ein Problem ist, dass Ergebnisse transienter Genexpressionsstudien in Pflanzen mittels
Partikelbombardement sich bei der Herstellung gentechnisch veridnderter Pflanzen mit
derselben DNA nicht immer reproduzieren lassen. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die getesteten bakteriellen und Plastiden Promotoren in transgenen Pflanzen zu einer
Genexpression der nachgeschalteten Gene fithren konnten. Jedoch ist diese

Wabhrscheinlichkeit eher gering (Christou, 1994).

4.2 Identifizierung von Promotorsequenzen
Ein weiteres wichtiges Ziel der Arbeit war die Beantwortung der Fragestellung, ob mit einer
Suche nach eukaryontischen bzw. prokaryontischen Konsensus Sequenzen in den
Promotorsequenzen eine Aussage dariiber getroffen werden kann, ob und mit welchem
Ausmal} eine heterologe Expression der nachgeschalteten Gene erfolgt. Auch ein moglicher
Zusammenhang zwischen dem  AT-Gehalt und der Genexpressionsstirke der
pflanzenspezifischen Promotoren sollte tiberpriift werden.

Gingige Methoden zur Identifizierung von Promotorsequenzen sind die Analyse von
DNA-Sequenzen mit Hilfe von Suchmaschinen und Software oder/und die Bestimmung des

Transkriptionsstarts.

4.2.1 Computer-gestiitzte Suche nach Promotor Konsensus Sequenzen

Um vergleichende Aussagen iiber die Computer-gestiitzte Suche nach Promotorsequenzen in
den pflanzenspezifischen Promotoren und iiber deren AT-Gehalt treffen zu konnen, wurden
jeweils 300 bp des 3°-Endes der Promotoren auf das Vorhandensein von prokaryontischen
Konsensus Sequenzen untersucht. Der kleinste untersuchte pflanzenspezifische Promotor

P Nos hatte eine Gesamtlinge von 306 bp. Fiir die Computer-gestiitzte Suche nach
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potentiellen prokaryontischen Konsensus Sequenzen in den pflanzenspezifischen Promotoren
wurde nach den von Hawley und McClure (1983), Harley und Reynolds (1987) und Lisser
und Margalit (1993) beschriebenen Hexameren fiir die —35- und —10-Region gesucht. Hierbei
wurden gegeniiber der Konsensus Sequenz der —35-Region mit TTGACA drei Mismatche
erlaubt und bei der —10-Region mit TATAAT zwei Mismatche erlaubt. Bei der Sequenz der
—35-Region blieben die ersten beiden Nukleotide (TTGACA) konserviert und bei der
—10-Region die Nukleotide an Position zwei und sechs (TATAAT). Obwohl eine
Spacerregion von 17 + 1 nt zwischen den Konsensus Hexameren als optimal angesehen wird,
berichteten Hawley und McClure (1983), dass die Promotoren mit den Konsensus Sequenzen
in einem Abstand von 15 bis 20 nt noch funktionstiichtig waren. Auflerdem wurde in die
Suche die “extended —10-Region” (Keilty und Rosenberg, 1987) miteinbezogen. In dieser
Sequenz wurden drei Mismatche erlaubt bei einer Konservierung der Positionen eins, zwei,
fiinf und neun (TGNTATAAT). In einer Analyse von Ozoline et al. (1997) wurden 441
Promotorsequenzen, welche von der E. coli RNAP erkannt wurden, statistisch nach dem
Auftreten von —10-Regionen untersucht. Hierbei wurden neben der Konsensus Sequenz fiir
die —10-Region mit TATAAT noch zwolf weitere héufig auftretende —10-Konsensus
Hexamere beschrieben. Diese wurden bei der Analyse mit beriicksichtigt, ergaben jedoch
keine weiteren Treffer.

Die Gestaltung der Computer-gestiitzten Suche nach potentiellen eukaryontischen
Konsensus Sequenzen in den bakteriellen bzw. Plastiden Promotoren erwies sich als
schwieriger, da eukaryontische Promotoren wesentlich heterogener als prokaryontische
Promotoren aufgebaut sind. Sie weisen fiir die basale Transkription hiufig die TATA-Box auf
(Breathnach und Chambon, 1981; Bucher und Trifonov, 1986; Bucher, 1990), jedoch gibt es
daneben auch Promotoren, welche als TATA-less bezeichnet werden und nur das Inr-Element
aufweisen (Smale und Baltimore, 1989; Zenzie-Gregory et al., 1992). In Drosophila- und
humanen Promotoren wurden in TATA-less Promotoren neben dem Inr-Element das
“downstream promoter element” (DPE) nachgewiesen (Burke und Kadonaga, 1996; 1997).
Dieses Element liegt ca. 30 nt stromabwdrts der Transkriptionsinitiationsstelle und beeinflusst
die Promotoraktivitit. Des weiteren sind die Konsensus Sequenzen der pflanzlichen
Promotoren mit der einzigen aussagekriftigen Studie von Joshi (1987) eher gering untersucht.
Die Computer-gestiitzte Suche wurde in den bakteriellen und Plastiden Promotoren nach der
TATA-Box mit der Konsensus Sequenz TATAWAW mit der Konservierung an Position zwei
und drei vorgenommen. Die Suche erlaubte einen Mismatch, wobei an den Positionen fiinf
und sieben sowohl ein Adenin als auch Thymin als ein Treffer erkannt wurde. Im Gegensatz

zu der Suche in den pflanzenspezifischen Promotorsequenzen wurde in den bakteriellen und
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Plastiden Promotoren die gesamte Promotorsequenz nach Konsensus Sequenzen untersucht.
Die Grofe der Promotoren variierte von 132 bp fiir den P Bla bis 376 bp fiir den P AccD.
Dies erlaubte zwar nicht den direkten Vergleich der Anzahl der Treffer der jeweiligen
untersuchten Promotoren, aber eine Reduzierung der untersuchten DNA-Sequenz auf die
Liange von 132 bp des kleinsten Promotors wire nicht sinnvoll gewesen, da eukaryontische
Promotoren aufgrund ihrer Komplexitit und durch Vorhandensein von den “upstream
activating sequences” mehrere Hundert Basenpaare lang sein konnen.

Allgemein zeigte das Ergebnis der Computer-gestiitzten Analyse in den untersuchten
Promotoren nach Konsensus Sequenzen keine Ubereinstimmung zwischen der Anzahl der
gefundenen Treffer, sowie deren Homologie zur Konsensus Sequenz und der
Wabhrscheinlichkeit und Stéirke einer heterologen Genexpression der jeweiligen Promotoren.
Die maximale Trefferanzahl lag sowohl bei den pflanzenspezifischen als auch bei den
bakteriellen bzw. Plastiden Promotoren bei acht Treffern.

Bei den pflanzenspezifischen Promotoren wurde die hochste Trefferquote fiir den SKT2-
Promotor aus S. fuberosum festgestellt. Dieser Promotor fiihrte zwar in P. putida zu der
starksten Genexpression aller getesteten Promotoren, jedoch war die Genexpression in E. coli,
Y. enterocolitica und Acinetobacter sp. im Gegensatz zu der des P ST-LS1 eher gering. In
A. tumefaciens wurde die geringe Lumineszenz ausgehend von dem P SKT2 sogar als nicht
signifikante Genexpression gewertet. Fiir die Promotoren P RolC und P 247, welche beide
keine Genexpression in den getesteten Bakterienarten verursachten, wurden jeweils drei
Treffer mit der Computeranalyse gefunden. Ebenfalls drei Treffer wurden fiir den P ST-LS1
festgestellt, welcher in den fiinf getesteten Bakterienarten zu einer Genexpression fiihrte. Der
einzige pflanzenspezifische Promotor fiir den iiberhaupt keine potentielle bakterielle
Konsensus Sequenz gefunden werden konnte, war der P 130. Dieser zeigte immerhin in
E. coli und Acinetobacter sp. eine signifikante Genexpression. Je ein Treffer wurde fiir die
Promotoren P FBPI1,1, P FBP1,7, P Nos und P KCOI1 festgestellt. Die unterschiedliche
Expression der Promotoren des FBPase-Gens (P FBPI1,1 und P FBPI1,7) wurde schon
eingehend beschrieben. Durch den vorgegebenen Suchmodus wurden fiir beide Promotoren
identische Treffer gefunden, obwohl P FBP1,7 in E. coli, Y. enterocolitica und A. tumefaciens
eine Expression der nachgeschalteten Gene verursachte. Im Gegensatz dazu fiihrte der
P FBPI,1 nur in A. tumefaciens zu einer Expression. Fiir den P Nos konnte nur eine
Expression in E. coli festgestellt werden. Hingegen fiihrte der P KCO1 teilweise zu einer sehr
starken Expression in E. coli, Y. enterocolitica, A. tumefaciens und Acinetobacter sp.

Bei der Untersuchung des AT-Gehalts der pflanzenspezifischen Promotoren waren fiir

einige Promotoren Beziehungen zwischen der Expressionsstirke und der Hohe des
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AT-Gehalts abzulesen. So wiesen die Promotoren P KCO1 mit 66,7 %, P KST1 mit 67,0 %
und P ST-LS1 mit 68,7 % ein sehr hohen AT-Gehalt auf. Der P KST1 fiihrte zwar nur in drei
der getesteten Bakterienarten und der P KCOI in vier der getesteten Bakterienarten zu einer
Genexpression, jedoch waren die Genexpressionen in E. coli und Y. enterocolitica sehr stark.
Einen hoheren AT-Gehalt als P KCO1, P KST1 und P ST-LS1 wies nur der P SKT2 mit
76,6 % auf, welcher mit Ausnahme von A. fumefaciens in den weiteren vier untersuchten
Bakterienarten zur Genexpression fiihrte. Weiterhin  aufféllig war, dass die
pflanzenspezifischen Promotoren P 35S aus CaMV mit 52,6 % und die beiden Promotoren
P Nos mit 53,7 % und P RolC mit 60 % aus den Agrobakterien eher geringe AT-Gehalte
aufwiesen. Im Vergleich zu dem AT-Gehalt von 42 % des Stammes A. fumefaciens C58
(Wood et al., 2001) ist der AT-Gehalt der beiden Promotoren aus Agrobacterium um ca. 12 %
bzw. 18 % hoher. Der AT-Gehalt des Genoms von E. coli liegt bei etwa 49 % (Blattner et al.,
1997) und der der fiinf Chromosomen von A. thaliana bei ca. 65 % (The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000). Der Promotor P KCO1 aus A. thaliana liegt mit einem AT-Gehalt von
66,7 % nur gering liber dem AT-Gehalt des Genoms. Die AT-Gehalte der Promotoren aus
S. tuberosum betragen 64,3 % fiir den P B33 bis 76,6 % fiir den P SKT2. Diese hohen
AT-Gehalte konnen dazu beitragen, dass diese Sequenzen von der prokaryontischen
Transkriptionsmaschinerie zur Initiation genutzt wurden.

Die Korrelation zwischen der moglichen Genexpression bzw. Genexpressionsstiarke der
untersuchten Promotoren in bezug auf das Vorhandensein von potentiellen Konsensus
Sequenzen in diesen Promotoren gestaltet sich u. a. deswegen als schwierig, da eine
Vorhersage moglichst fiir mehrere Spezies getroffen werden sollte. Demeler und Zhou (1991)
entwickelten ein Programm zur Vorhersage von E. coli-Promotoren durch die Verwendung
eines neuralen Netzwerkes. Dabei konnte mit optimalen Parametern eine
Vorhersagegenauigkeit von bis zu 100 % getroffen werden. Diese Vorhersage wurde jedoch
nur fiir E. coli demonstriert, dessen Promotorsequenzen am besten untersucht sind (Hawley
und McClure, 1983; Harley und Reynolds, 1987; Lisser und Margalit, 1993). Die Anwendung
von Algorithmen zur Erkennung von Promotorsequenzen, welche fiir E. coli- bzw. B. subtilis-
Promotoren entwickelt wurden, lassen sich nicht unbedingt auf andere Bakterienarten
anwenden. Wenn sie dann auf andere Bakterienarten angewandt wurden, wie z. B. auf
Helicobacter pylori (Vanet et al., 1999), so fehlte der Vergleich zu den ermittelten Konsensus
Sequenzen durch experimentelle Daten.

Um vor allem die Stirke von Promotoren in Prokaryonten beurteilen zu konnen, geniigt es
nicht, nach den Konsensus Sequenzen und dem Abstand der Boxen zueinander zu suchen. Die

DNA-Konformation als auch die elektrostatische Bindung innerhalb der Promotoren sind von
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groBer Bedeutung (Nickerson und Achberger, 1995; Geiselmann, 1997; Dai und Rothman-
Denes, 1999) sowie das Vorhandensein von Bindungsstellen fiir bakterielle
Transkriptionsaktivatoren (Busby und Ebright, 1994; Vicente et al., 1999) und/oder das
Vorhandensein des UP-Elements (Ross et al., 1993; Rao et al., 1994). In Eukaryonten ist die
Problematik noch groBer, da die basale Transkription, d. h. die Transkriptionsinitiation durch
die RNAP II mit ihren dazugehorigen GTFs an den Core-Promotor-Elementen wie TATA-
Box und/oder Inr-Element in vivo nicht existent ist. Fiir die Transkription in vivo werden
zusitzlich zu dem Core-Promotor noch wie einleitend beschrieben die “promoter-proximal
elements” und/oder Enhancer benotigt (Johnson und McKnight, 1989; Mitchell und Tjian,
1989; Zawel und Reinberg, 1995; Fassler und Gussin, 1996; Orphanides et al., 1996;
Hampsey, 1998). AuBlerdem hat in Eukaryonten die Chromatinstruktur einen regulierenden
EinfluB auf die Transkription (Paranjape et al., 1994; Kornberg und Lorch, 1995; Struhl,
1999).

Diese Problematik spiegelt auch das Ergebnis der Computer-gestiitzten Suche in den
bakteriellen und Plastiden Promotoren nach der eukaryontischen TATA-Box wieder. Bei der
Analyse fiir den P ClpP wurden acht Treffer, fiir P AccD fiinf, fiir P RpoB und P RbcL vier
bzw. drei, sowie fiir die Promotoren P PsbA, P Nptlll und P Bla je zwei Treffer gefunden.
Nur fiir zwei Promotoren (P Lac und P AtpB) wurden keine Treffer festgestellt. Im Gegensatz
zu der hohen Expressionsrate der pflanzenspezifischen Promotoren in Prokaryonten in
Kombination mit der hohen Anzahl der Treffer, kam es bei den bakteriellen bzw. Plastiden
Promotoren nur in einem einzigen Fall, dem P AccD, zu einer sehr geringen Expression.

Die Frage nach einer Moglichkeit der Vorhersage der Expression in Prokaryonten
ausgehend von eukaryontischen Promotorsequenzen durch den Nachweis von weiteren
Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren scheint auch nicht vielversprechender. Die
Transkriptionsfaktoren der Eukaryonten zeichnen sich durch eine groBBe Vielfiltigkeit aus und
sind dann auch iiber groBe Distanzen des Promotors verteilt (Vanet et al., 1999). Eine
Untersuchung in A. thaliana hatte gezeigt, dass fast 6 % des Genoms fiir mehr als 1500
Transkriptionsfaktoren kodieren (Riechmann et al., 2000). Nur 8 bis 23 % der Arabidopsis
Proteine, welche Funktionen innerhalb der Transkription einnehmen, zeigten verwandte Gene
in anderen eukaryontischen Genomen. Ursache hierfiir ist die unabhingige Evolution von
vielen pflanzlichen Transkriptionsfaktoren (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Bei
dieser Spezifitat pflanzlicher Transkriptionsfaktoren ist die geringe Expression der
bakteriellen bzw. Plastiden Promotoren in N. tabacum verstindlich. Eine weiteres Problem
ist, dass fiir viele Transkriptionsfaktoren die Erkennungssequenzen noch nicht charakterisiert

wurden. Der Nachweis einer perfekten Bindungsstelle auf der DNA-Sequenz des Promotors
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mul} andererseits nicht immer der Beweis dafiir sein, dass unter bestimmten Bedingungen der
korrespondierende Faktor bei der Transkription des Gens vorhanden ist (Pedersen et al.,
1999). Trotz alledem wére die Verbindung einer Computer-gestiitzten Suche nach den Core-
Promotor-Elementen wie TATA-Box und/oder Inr-Element in eukaryontischen Promotoren in
Verbindung mit Erkennungssequenzen fiir weitere Transkriptionsfaktoren, welche in
bestimmten Wachstumsphasen in den jeweiligen Geweben zu einer Genexpression fiihren
konnten, sehr viel aussagekriftiger. Jedoch kann diese Methode zur Vorhersage der
Erkennung von Promotorsequenzen nach Ubertragung in Organismen anderer “kingdoms”

nicht angewandt werden.

4.2.2 Transkriptionsstartbestimmungen

Durch die Bestimmung der Transkriptionsstarts ausgewdhlter Promotor-/uxAB- und/oder
Promotor-cat-Fusionen sollte geklart werden, ob die durch die Computer-gestiitzte Suche
gefundenen potentiellen Konsensus Sequenzen in den pflanzenspezifischen Promotoren fiir
die Transkriptionsinitiation durch die bakterielle RNAP verantwortlich waren. Fiir die vier
untersuchten pflanzenspezifischen Promotoren P ST-LS1, P 35S, P Nos und P KST1 traf
keine der durch Computeranalyse gefundenen Konsensus Sequenzen als mogliche
Erkennungssequenz fiir die bakterielle RNAP zu.

Fiir die Promotoren P ST-LS1 und P Nos wurde mit der Methode der 5-RACE nur ein
Transkriptionsstart innerhalb der DNA-Sequenz der pflanzenspezifischen Promotoren
ermittelt. Fiir den P 35S wurden zwei mRNA-Starts ermittelt. Die Transkripte des P KST1
starteten in der MCS, wobei die fiir die Bindung der bakteriellen RNAP vorhandenen
Konsensus Sequenzen innerhalb der Promotor-Sequenz lagen. Den ermittelten
Transkriptionsstarts konnten ohne Computer-gestiitzte Analyse mogliche -35- und
—10-Regionen zugeteilt werden. Hierbei wurde vor allem auf den Abstand des
Transkriptionsstarts von der —10-Region mit fiinf bis neun nt geachtet und auf den Abstand
der beiden Konsensus Hexamere zueinander, welcher optimal bei 16 bis 18 nt liegt (Harley
und Reynolds, 1987). Die nach dieser Methode ermittelten potentiellen —35- und
-10-Regionen wichen meistens in einer der beiden Hexamere von der geforderten
Nukleotidzusammensetzung der Computer-gestiitzten Suche ab, so dass es nicht zu einem
Treffer kam. So befindet sich z. B. bei dem P KSTI1 vier bis acht nt stromaufwirts des
Transkriptionsstarts eine konservierte —10-Region mit der Sequenz TATAAT. Die Erkennung
durch die Computer-gestiitzte Suche fand nicht statt, da die 17 nt stromaufwirts liegende
potentielle —35-Region die Sequenz TCAACA hatte. Wiirde man die Parameter der
Konservierung der Nukleotide fiir die —35- und —10-Regionen bzw. der “extended —10-
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Region” bei der Computer-gestiitzten Suche nach den Konsensus Sequenzen weniger stringent
gestalten, wiirde man sehr viel mehr Treffer erzielen. Diese Vielzahl von Treffern erhoht
natiirlich die Chance, die fiir die Bindung der RNAP verantwortlichen Sequenzen zu finden,
jedoch erhoht sich die Zahl der nicht verantwortlichen Bindungsstellen um ein Vielfaches.

Fiir die beiden Subklone des P ST-LS1, den P ST-LS1.1 und P ST-LS1.2, fiihrten die
Computer-gestiitzten Suchen zu den potentiellen Bindungsstellen fiir die jeweiligen RNAPs.
Die Zuordnung dieser Sequenzen nach Transkriptionsstartanalyse ergab fiir den P ST-LS1.1
sechs Nukleotide stromaufwirts die Sequenz TACCAT als potentielle —10-Region und drei
mogliche —35-Regionen im Abstand von 17 bis 19 nt von der —10-Region. Fiir den
P ST-LS1.2 wurde sieben nt stromaufwirts des Transkriptionsstarts durch die Computer-
gestiitzte Analyse eine —10-Region gefunden, deren Sequenz eine 100 %ige Ubereinstimmung
zu der Konsensus Sequenz TATAAT zeigte. In Abhéngigkeit von der —10-Region befanden
sich 19 bzw. 20 nt stromaufwirts zwei mogliche —35-Regionen. Dies zeigt ebenfalls
nochmals, dass fiir die Expressionsstirke von Promotoren nicht nur die Ubereinstimmung zur
Konsensus Sequenz wichtig ist, sondern auch der Abstand der beiden Konsensus Hexamere
zueinander. Der Subklon P ST-LS1.2 besitzt zwar die konservierteste —10-Region, jedoch ist
der Abstand mit 19 bis 20 nt zu der —35-Region nicht optimal. Dieser Subklon exprimierte die
luxAB-Gene im Vergleich zu den Subklonen P ST-LS1.1 und P ST-LS1.3 am geringsten. Der
Subklon P ST-LS1.1 zeigte zwar fiir die —35- und —10-Region nur Ubereinstimmungen von
drei bzw. vier gegeniiber den sechs Nukleotiden der Konsensus Sequenz, der Abstand war
jedoch fiir zwei der potentiellen —35-Regionen mit 17 und 18 nt optimal. P ST-LSI.1
exprimierte die luxAB-Gene vierfach hoher als P ST-LS1.2.

Ubereinstimmende Transkriptionsstarts wurden fiir den WT-Promotor P ST-LS1 und den
Subklon P ST-LS1.3 trotz der unterschiedlichen Expressionshohen festgestellt. Somit waren
fiir die erhohte Expressionsstirke des Subklons nicht zusitzliche Transkriptionsstarts
verantwortlich, sondern eine spezifischere Bindung der RNAP an die —35- und —10-Region
(siche Kap. 4.3).

Die Transkriptionsstarts der Promotor-cat-Fusionen von P ST-LS1 und P Nos waren
identisch mit denen der jeweiligen Promotor-luxAB-Fusionen. Im Falle des pKKNos ist
dieses Ergebnis bemerkenswert, da die car-Fusion des Nos-Promotors zu einer sehr starken
Expression, erkennbar als Wachstum auf Chloramphenicol-haltigen Agarplatten, fiihrte.

In E. coli lag der Transkriptionsstart fiir pKKNos und pKKNoslux 17 nt stromaufwirts
von dem pflanzlichen Transkriptionsstart. Die pflanzliche TATA-Box wurde vermutlich auch

in E. coli zur Transkriptionsinitiation fiir die RNAP als potentielle —10-Region genutzt.
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Die Transkriptionsstartanalyse und die Relation der Lumineszenzwerte des pKKNoslux und
pNoslux in E. coli deuten darauf hin, dass der Basenaustausch 148 nt stromaufwirts der
TATA-Box in dem pBin-Konstrukt (pNoslux) keine Auswirkungen auf die Expression der
nachgeschalteten Gene in E. coli hatte. Nach einer Analyse von Shaw ez al. (1984) sind fiir
die Expression der Nopalin-Synthase in Kalanchoe daigremontiana mit einer Stérke, die der
des Wildtyps entspricht nur 88 bp stromaufwirts der Transkriptionsinitiationsstelle in
Pflanzen notig. Diese Sequenz beinhaltet TATA- und CAAT-Box, welche fiir die
unverminderte Expression in der Pflanze benotigt werden. Sequenzen die weiter
stromaufwirts liegen sind fiir die komplexere Expression der nos-Gene in Pflanzen gegeniiber
Bakterien nicht notwendig.

Eine Transkriptionsstartbestimmung des P 35S aus CaMV wurde bereits von Assaad und
Signer (1990) in E. coli durchgefiihrt. Sie analysierten die Starts mittels "RNase Protection
Assay’. Assaad und Signer charakterisierten einen schwachen Transkriptionsstart drei bzw.
vier Nukleotide stromabwirts des mittels 5’-RACE in dieser Arbeit gefundenen Starts. Zur
Transkriptionsinitiation nutzt die bakterielle RNAP hier wie in P Nos die TATA-Box als
—10-Region. Ein weiterer, starker Transkriptionsstart wurde von Assaad und Signer an
Position —315 bezogen auf den pflanzlichen Transkriptionsstart festgestellt. Dieser Start
wurde mit der 5-RACE nicht gefunden. Stattdessen wurde mit der Methodik der RACE ein
weiterer Start 13 nt stromaufwirts der CAAT-Box kartiert.

Die Methode der 5"-RACE wurde vor allem zur Charakterisierung von 5°-Enden von
mRNAs in Eukaryonten beschrieben (Frohman ez al., 1988). Die Etablierung dieser Methode
fiir Transkriptionsstartbestimmungen in Prokaryonten setzt eine hohe Qualitit der RNA vor
allem der mRNA voraus. Wohingegen z. B. bei der Methode des "S1-Mappings~ direkt mit
der mRNA gearbeitet wird, wird im Falle der RACE die mRNA mittels Reverser
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Starke Sekundirstrukturen der mRNAs kdnnen zum
Anhalten und Abfallen der Reversen Transkriptase fiihren. Dies wiirde dazu fiihren, dass vor
allem lange Transkripte nicht in die cDNA umgeschrieben werden. Ein Erhitzen der RNA vor
dem Umschreiben durch die Reverse Transkriptase sollte eigentlich mdglichen
Sekundirstrukturen entgegenwirken.

Ein Nachteil der Charakterisierung der Transkriptionsstarts mittels 5-RACE ist eine
Ungenauigkeit bei der Kartierung des Transkriptionsstarts bei Vorhandensein einer oder
mehrerer Guaninbasen (G) am 5™-Ende des Transkripts. Zur Erkennung durch den
Ankerprimer wird an die cDNA ein Cytosin-Schwanz angehingt. Bilden Guaninbasen den
Transkriptionsstart ist die Transkriptionsstartbestimmung auf ein Nukleotid genau durch diese

Methode nicht méglich.
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4.3 Analyse des ST-LS1-Promotors

Der Promotor des ST-LS1-Gens aus S. fuberosum war in der Lage, in den fiinf untersuchten
Bakterienarten E. coli, Y. enterocolitica, A. tumefaciens, P. putida und Acinetobacter sp. eine
Expression der Reportergene zu verursachen. Die Expressionseigenschaften des P ST-LS1
wurden in Pflanzen ebenfalls sehr genau untersucht. Der zur Herstellung von gentechnisch
verdnderten Pflanzen eingesetzte WT-Promotor P ST-LS1 umfasst mit 1600 bp sehr viel mehr
DNA-Sequenz als der Core-Promotor. Stockhaus et al. (1987) untersuchten, welche DNA-
Sequenzen des Promotors fiir eine Transkription nachgeschalteter Gene in Pflanzen notig
waren. Fiir eine lichtinduzierbare Expression des fusionierten cat-Gens in Tabak wurden
334 nt des 3”-Endes des Promotors benotigt. Die Expressionsstirke ausgehend von dem
WT-Promotor mit 1600 bp war jedoch dreifach hoher. Eine Fusion von 130 nt des 3"-Endes
des P ST-LS1 mit dem cat-Gen, welche sowohl die TATA- als auch die CAAT-Box
beinhaltete, reichte fiir eine Expression in der Pflanze nicht aus. Fiir die starke Expression des
WT-Promotors P ST-LS1 innerhalb der Pflanzen waren positiv regulierende Elemente im
Bereich von —530 bis —261 bezogen auf den pflanzlichen Transkriptionsstart verantwortlich
(Stockhaus et al., 1989b).

Diese Untersuchungen sind von Bedeutung, da sie darauf hinweisen, dass eine
Verkleinerung des WT-Promotors von 1600 bp auf 334 bp bei Beibehaltung der induzierbaren
jedoch nicht vollstindigen Expression in Pflanzen, die Moglichkeit der heterologen
Expression bei einem Gentransfer in Prokaryonten minimieren konnte. Dies wire nicht nur
fiir die Risikobewertung gentechnisch veridnderter Pflanzen vorteilhaft, sondern wiirde auch
die durch Transformation inserierte DNA in transgenen Pflanzen von iiberfliissigen
Sequenzen befreien.

Drei Teilfragmente des P ST-LS1 mit Groen von 446 bp (P ST-LS1.2), 511 bp
(P ST-LS1.3) und 607 bp (P ST-LS1.1) wurden mit den [uxAB-Genen fusioniert und in
pKK?232-8 auf Expression in E. coli untersucht. Hierbei fiihrte jeder dieser Subklone zu einer
hoheren Expression als der WT-Promotor mit 1600 bp. Das Promotorfragment
(pPKKST-LS1.3lux) mit den 334 bp, welche fiir eine induzierbare Expression in Pflanzen
benotigt wiirden, fiihrte zu einer Expression der /uxAB-Gene in E. coli, die 2,5-fach hoher
war als die des WT-Promotors. Im Gegensatz zu dem Ergebnis der beiden Promotoren des
FBPase-Gens (P FBP1,1 und P FBP1,7) fiihrte hier die Verkleinerung des P ST-LS1 am
5’-Ende um ca. 1100 bp zu einer Erhohung der Expression. Eine mogliche Erkldarung hierfiir
wire, dass die Verkiirzung der Promotor-DNA zu einer spezifischeren Bindung der RNAP an
die Konsensus Sequenzen fiihrte. Die Expressionsstédrke der beiden weiteren Subklone zeigte,

dass die RNAP auf diesen Sequenzen ausreichend Bindungsstellen findet, um die
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Transkription zu initiieren. Durch die Verkiirzung des Promotors kam es zur Konzentrierung
der RNAP an der Konsensus Sequenz.

Somit kann restimierend festgestellt werden, dass im Falle des P ST-LS1 die Verkiirzung
der Promotor-DNA am 5°-Ende nicht zu einer geringeren heterologen Genexpression in
E. coli fiihrte. Damit entfiel diese Moglichkeit der Herstellung eines “sicheren Vektors”.

Die Transkriptionsstartbestimmung des P ST-LS1 ergab fiir E. coli, Y. enterocolitica,
A. tumefaciens, P. putida und Acinetobacter sp. den identischen Start zwolf bzw. 13 nt
stromabwirts der pflanzlichen TATA-Box. Direkt stromabwirts der TATA-Box und fiinf
bzw. sechs nt stromaufwirts des bakteriellen Transkriptionsstarts, lag mit der Sequenz
CATACT eine potentielle —10-Region zur Erkennung durch die bakterielle RNAP. Durch
ortsspezifische Basenaustausche innerhalb dieser Region wurden sogenannte “up’~ und
“down-Mutanten” hergestellt. Bei den "up-Mutanten” wurde die Sequenz entsprechend einer
optimierten —10-Region mit TATAAT und fiir die “extended —10-Region” mit TGTTATAAT
verdndert. Bei zwei der "down-Mutanten” wurden die an Position zwei und sechs liegenden,
stark konservierten Basen Adenin und Thymin (CATACT) nach Guanin (CGTACG) bzw.
Cytosin (CCTACC) verindert. Eine weitere "down-Mutante” wies mit der Sequenz CACGCT
eine Verdnderung der Basen Thymin und Adenin an den Positionen drei und vier gegeniiber
der Ausgangssequenz (CATACT) auf.

Die "up-Mutanten” fiihrten in E. coli, P. putida und Acinetobacter sp. zu einer eindeutigen
Erhohungen der Expression. Fiir die Mutante mit der optimierten —10-Region wurde eine
3,5-fach hohere Expression gegeniiber dem WT-Promotor in den Bakterienstimmen E. coli
und Acinetobacter sp. gemessen. In P. putida fiihrte diese Mutante zu einer Verdoppelung der
Expression gegeniiber der WT-Promotor. Die Expression der Mutante mit der “extended —10-
Region” fiihrte in E. coli zu einer zwolffach hoheren, in P. putida zu einer 16-fach htheren
und in Acinetobacter sp. zu einer neunfach hoheren Expression der zu transkribierenden
Reportergene gegeniiber dem WT-Promotor. Fiir E. coli, P. putida und Acinetobacter sp.
konnte somit die Aussage bestdtigt werden, dass im Allgemeinen die Starke eines Promotors
dariiber definiert wird, wie dhnlich die —35- und -10-Regionen den Konsensus Sequenzen bei
einem optimalen Abstand von 17 = 1 nt der beiden Regionen zueinander sind (Busby und
Ebright, 1994). AuBlerdem fiihrte das TG-Motiv der ‘extended -10-Region” bei
Vorhandensein der —35-Region zur Erh6hung der Genexpression (Chan und Busby, 1990).

Fir die "down-Mutanten” des P ST-LS1 konnte in E. coli ein Fiinftel der Expression
gegeniiber dem WT-Promotor gemessen werden. In Acinetobacter sp. fiihrten die “down-
Mutanten” zu einer halb so starken Expression gegeniiber dem WT-Promotor. In P. putida

fiihrten sie allerdings zu keiner Erniedrigung der Expression. Die “up-Mutanten” in
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Y. enterocolitica zeigten ein verzogertes Wachstum, so dass die Beurteilung der sehr
schwachen Steigerung der Expression dieser Mutanten nur unter Vorbehalt geschehen kann.
Die "down-Mutanten” des P ST-LS1 fiihrten in Y. enterocolitica nur zu einer unwesentlichen
Verringerung der Expression. In A. tumefaciens fiihrten sogar alle Mutanten des P ST-LS1 zu
einer Erniedrigung der Genexpression gegeniiber dem WT-Promotor. Bei der Darstellung der
5°-RACE-Produkte des P ST-LS1 im Agarosegel (Kap. 3.1.4.1, Abb. 28) fiel die Bande des
Haupttranskripts in A. tumefaciens sehr schwach aus. A. tumefaciens zeigte neben dem
Haupttranskript noch weitere schwache Banden, an denen méglicherweise nach Veridnderung
der —10-Region die Transkription verstarkt startete. Auch fiir Y. enterocolitica, Acinetobacter
sp. und P. putida zeigten die RACE-Produkte im Gel ein ca. 100 bp groBeres Transkript,
jedoch mit einer viel schwicheren Intensitdt gegeniiber dem Haupttranskript. Die direkte
Sequenzierung der RACE-Produkte des P ST-LS1 ergab fiir alle untersuchten Bakterienarten
den identischen Transkriptionsstart. Auch die Klonierung der RACE-Produkte aus den
unterschiedlichen Bakterienarten ergab keine weiteren im Pflanzenpromotor befindlichen
Starts. Trotzdem fiihrten die Mutationen des P ST-LS1 zu unterschiedlichen
Expressionsverhalten in den untersuchten Bakterienarten. Wie in Kap. 4.1 schon diskutiert,
wurden die Konsensus Sequenzen fiir die —35- und —10-Region vor allem in E. coli
untersucht. Diese —35- und —10-Konsensus Sequenzen und deren Absténde zueinander, sowie
der Abstand der —10-Region zum Transkriptionsstart, konnen nicht auf alle weiteren Gram-
negativen Bakterien libertragen werden. Wosten et al. (1998b), die sich mit der Untersuchung
der —35- und —10-Konsensus Sequenzen in C. jejuni befassten, stellten ebenfalls restimierend
fest, dass die Promotorsequenzen von Bakterien durch experimentelle Methoden wie z. B.
Charakterisierungen der Transkriptionsstarts bestimmt werden miissen, da sie andere
Sequenzmotive als die bekannten aus E. coli und B. subtilis beinhalten konnen.

Die Untersuchungen der [uxAB-Transkripte ausgehend von den mutagenisierten
Promotoren des P ST-LS1 erfolgten nur in E. coli. Die Verdnderungen der Transkriptmengen
je nach Mutante des P ST-LS1 gegeniiber dem WT-Promotor, konnten mittels Northern
Hybridisierung nochmals bestitigt werden. Die Charakterisierungen der Transkriptionsstarts
der beiden ‘“up-Mutanten” ergaben den fir den WT-Promotor beschriebenen
Transkriptionsstart zwolf bzw. 13 nt stromabwirts der eukaryontischen TATA-Box.

Das Expressionsverhalten der drei “"down-Mutanten” des P ST-LS1 wurde in N. tabacum
tberpriift. Zwei der “down-Mutanten, in denen das Adenin und Thymin der
Ausgangssequenz (CATACT) durch Guanin (CGTACG) bzw. Cytosin (CCTACC) ersetzt
wurde, zeigten bei der Untersuchung der transienten Expression keine Verdnderung der

Expression gegeniiber dem WT-Promotor. Die dritte "down-Mutante” des P ST-LS1, bei
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welcher die Verdnderung der Basen Thymin und Adenin der Ausgangssequenz (CATACT) an
den Positionen drei und vier zu der Sequenz CACGCT fiihrte, zeigte in dem transienten
Versuch eine verminderte Expression gegeniiber der Expression des WT-Promotors in
N. tabacum. Die Herstellung stabiler, transgener Tabakpflanzen durch Agrobacterium-
vermittelten Transfer, zeigte fiir alle drei "down-Mutanten” eine unverminderte Expression im
Vergleich zum WT-Promotor.

Die unterschiedlichen Substitutionen zweier Basen stromabwirts der pflanzlichen TATA-
Box, welche die Expressionen in zwei der fiinf Bakterienarten verminderten, hatten daher
keine Auswirkungen auf das Expressionsverhalten der Promotoren in der Pflanze. Somit
konnte fiir die Sequenzen der “down-Mutanten” des P ST-LS1 gezeigt werden, dass die
Herstellung eines “optimierten Vektors” moglich ist. Jedoch kann man nicht davon ausgehen,
dass ein vermindertes Expressionsverhalten dieser Mutanten in E. coli ebenfalls in weiteren
Bakterienarten zu einer Erniedrigung der Expression fiihrt. So sollte man in Hinblick auf die
Risikobewertung fiir die Herstellung gentechnisch veridnderter Pflanzen Promotoren
einsetzen, welche von vornherein eine niedrige Expression in mehreren Bakterienarten
aufweisen. Hierfiir wiirde sich z. B. der RolC-Promotor eignen, welcher in keiner der
untersuchten Bakterienarten zu einer Expression fiihrte. Dieser Promotor eignet sich fiir die
Herstellung transgener Pflanzen auch deswegen besonders gut, da er zu einer Expression der
eingefiihrten Gene in bestimmten Gewebetypen, in Phloemzellen und vaskuldrem Parenchym,
fiihrte (Yokoyama et al., 1994, Graham et al., 1997). So konnte der P RolC z. B. gezielt
eingesetzt werden, um “Potato Leafroll Luteovirus’-resistente (PLRV) Kartoffellinien

herzustellen, da sich dieses Virus nur in Phloemgewebe vermehrt (Graham et al., 1997).

4.4 Schlufifolgerungen

Die Untersuchung der Expressionseigenschaften von Promotoren iiber “kingdom’™-Grenzen
hinaus zeigte eindeutig, dass eukaryontische Promotoren in Eubakterien mit einer viel
grofleren Wahrscheinlichkeit zu einer Expression nachgeschalteter Gene fiihrten als
bakterielle oder Plastiden Promotoren in Eukaryonten. In weiteren Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass DNA-Sequenzen aus S. cerevisiae in fast 80 %
der untersuchten Sequenzen zu einer Expression in E. coli fithrten (Tran, 2001). Hierbei
wurden nicht gezielt Promotorsequenzen aus S. cerevisiae auf Expression in E. coli
untersucht, sondern durch “shot-gun’-Klonierungen erhaltene willkiirliche DNA-Sequenzen
mit den promotorlosen /uxAB-Genen fusioniert und deren Expression bestimmt. Auch drei
von vier untersuchten viralen Promotoren (Polyhedrin-Promotor des Baculo Virus, Thymidin-

Kinase-Promotor des Herpes Simplex Virus, early Promotor des Cytomegalie Virus, early
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Promotor des Simian Virus 40), welche in gingigen Vektoren fiir die Expression inserierter
Gene in Zellkulturen genutzt werden, fiihrten zu Expressionen nachgeschalteter Gene in
E. coli (Chusainow, 2000). Bei den pflanzenspezifischen Promotoren, welche in 50 % der
getesteten Kombinationen aus Promotor und Bakterienstamm zu einer Expression
nachgeschalteter Gene fiihrten, wurde in zwei Fillen die pflanzliche TATA-Box als
—10-Region zur Transkriptionsinitiation durch die bakterielle RNAP genutzt. Diese
Ergebnisse spiegeln einerseits die unterschiedliche Komplexitit der
Transkriptionsmaschinerien aus Prokaryonten und Eukaryonten wieder und bestétigen
anderseits die Hypothese der Konservierung der Transkriptionsmaschinerie wihrend der
Evolution (Sentenac et al., 1992; Fassler und Gussin, 1996; Soppa, 1999; Ebright, 2000;
Minakhin et al., 2001).

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass bei der Herstellung von GVOs heterologe
Genexpression vor allem in Prokaryonten stattfinden kann, wenn dadurch Sequenzen
eingefiihrt werden, die durch die bakterielle RNAP zur Transkriptionsinitiation genutzt
werden konnen. Vor allem bei der Herstellung von Expressionsvektoren sollte darauf geachtet
werden, dass eine Expression der iibertragenen Gene nur spezifisch in dem Zielorganismus
erfolgt.

Eine Fragestellung, welche stark in der Literatur diskutiert wird, ist die Moglichkeit der
Ubertragung von DNA gentechnisch verinderter Pflanzen auf Bakterien. Damit die DNA von
transgenen Pflanzen auf Bakterien iibertragen und exprimiert werden kann, miissen mehrere
aufeinanderfolgende biologische Ereignisse eintreten: die DNA muss durch Degradierung der
Pflanzenzellen freigesetzt werden, es miissen transformierbare Bakterien vorhanden sein, die
transgene DNA muss in die Erbsubstanz des Bakteriums integrieren und die DNA muss
exprimiert werden. Durch diese Vielzahl von aufeinander folgenden Ereignissen wird der Fall
eines horizontalen Gentransfers unter natiirlichen Bedingungen als gering eingeschétzt (Nap
et al., 1992; Schliiter et al., 1995; Nielsen et al., 1998; de Vries et al., 2001; Mercer et al.,
2001).

Im Erdboden gibt es nur wenige bekannte natiirlich transformierbare Bakterien (Lorenz
und Wackernagel, 1994; Paget und Simonet, 1994) und diese Bakterien finden selten
Konditionen bei denen sie eine natiirliche Kompetenz entwickeln konnen (Bertolla und
Simonet, 1999b), welche fiir die Moglichkeit eines Gentransfers Voraussetzung ist.
Untersuchungen zur Degradierung von DNA im Erdboden haben gezeigt, dass diese durch
Bindung z. B. an Ton fiir Wochen persistieren kann und trotzdem von kompetenten Bakterien
aufgenommen werden kann (Paget er al, 1992; Gallori et al., 1994). Nicht gebundene
hochmolekulare DNA wird jedoch schnell durch die im Boden befindlichen DNasen
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degradiert (Blum ez al., 1997). Das Persistieren von transgener Pflanzen-DNA im Boden iiber
einen langeren Zeitraum wurde ebenfalls schon beschrieben (Widmer et al., 1997; Paget et
al., 1998; Gebhard und Smalla, 1999). Dass kompetente Bakterien unter Laborbedingungen
und bei Anwesenheit homologer bakterieller DNA-Sequenzen im Pflanzengenom in der Lage
sind DNA von transgenen Pflanzen aufzunehmen (Gebhard und Smalla, 1998; de Vries et al.,
1998; 2001; Nielsen et al., 2000; Kay et al., 2002), wurde einleitend beschrieben. In einem
vor kurzem verdffentlichten Experiment konnten Kay et al. (2002) die Ubertragung des
aadA-Gens, einem Gen welches Resistenz fiir Spektinomycin und Streptomycin vermittelt,
aus transgenen Tabakpflanzen auf Acinetobacter sp. BD413 nachweisen. Hierfiir wurde der
Stamm Acinetobacter sp. BD413 zusitzlich mit DNA-Sequenzen des Chloroplasten Genoms
versehen, da der Tabak iiber die gentechnisch Veridnderung des Chloroplasten Genom
hergestellt wurde. Der transgene Tabak wurde mit Ralstonia solanacearum und Acinetobacter
sp. BD413 koinfiziert. R. solanacearum ist ein pflanzenpathogenes Bakterium, welches sich
in der Wirtpflanze vermehrt und iiber das vasikuldre Gewebe die Pflanze kolonisiert. Dabei
entstehen Konditionen, die einen Gentransfer von Pflanzen-DNA begiinstigen (Bertolla et al.,
1999a). Der Gentransfer von Pflanzen-DNA auf R. solanacearum wurde nicht detektiert. Der
Acinetobacter sp. Stamm war jedoch in der Lage, den mit R. solanacearum infizierten
transgenen Tabak zu kolonisieren, seine natiirliche Kompetenz (Nielsen et al., 1997) zu
entwickeln, das aadA-Gen aufzunehmen und einen Spektinomycin-resistenten Phéidnotyp
auszupragen. Ein detektierbarer Gentransfer war abhidngig von dem Vorhandensein
homologer Sequenzen des Plastoms aus N. tabacum in Acinetobacter sp. BD413.

Eine Moglichkeit zur Verhinderung der Expression eukaryontischer Gene in Bakterien ist
das Einfiihren eines Introns in die kodierende Region des zu exprimierenden Gens (Ohta ef
al., 1990; Vancanneyt et al., 1990). Vancanneyt et al. (1990) klonierten das Intron 2 des ST-
LS1-Gens aus S. tuberosum in die kodierende Region des gus-Gens, welche fiir die
B-Glucuronidase kodiert. Da Prokaryonten nicht in der Lage sind, die pre-mRNA zu spleifien,
werden keine vollstindigen Transkripte, die zu einem funktionsfidhigen Proteinen translatiert
werden konnten, gebildet. Bei gentechnisch veridnderten Pflanzen werden héufig Introns
verwendet, um die Genexpression zu verstirken (Koziel ef al., 1996; Simpson und Filipowics,
1996).

Bei den Methoden zur Herstellung gentechnisch verdnderter Pflanzen kommt es immer zur
Insertion von bakteriellen Sequenzen in das Pflanzengenom. Diese stellen die Voraussetzung
der Ubertragung der transgenen Pflanzen-DNA auf Bakterien dar. Gerade auch bei der
Insertion der Transgens in das Chloroplasten Genom (Daniell er al., 2001; Maliga, 2002)

kommt es zur Vervielfachung des Markergens, welches hiufig ein Antibiotikumresistenzgen
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ist. Die Ausbreitung von Antibiotikumresistenzen durch deren Anwendung in der
Landwirtschaft (Witte, 1998) oder deren Vorhandensein in Lebensmitteln (Perreten et al.,
1997) stellt sowieso schon ein Problem dar. Deswegen miissen neue Methoden zur
Herstellung gentechnisch verdnderter Pflanzen angewandt werden, die das Risiko der
Ubertragung von Antibiotikumresistenzgenen aus gentechnisch veriinderten Pflanzen auf
Bakterien und damit auch die Diskussion dariiber vermindern und die Akzeptanz dieser
GVOs erhohen. Daniell et al. (2001) stellten durch Transformation der Chloroplasten
gentechnisch verdnderte Pflanzen her, welche statt eines Antibiotikumresistenzgen das Gen
der Betain Aldehyd-Dehydrogenase aus Spinat zur Selektion beinhalteten.

In der Zukunft werden gentechnisch verdnderte Organismen vor allem auch fiir die
Produktion von Therapeutika und Impfstoffe eingesetzt werden. Das Ziel der genetischen
Verdnderung ist die Produktion eines spezifischen Proteins. Hierfiir sollten
Expressionsvektoren eingesetzt werden, deren Kontrollelemente fiir die Genexpression gut
charakterisiert sind. Bei einem erhohten Gefdhrdungspotential fiir die Umwelt durch einen
moglichen Gentransfer, sollte durch experimentelle Untersuchungen eine Expression dieser
Gene unter Ubertragung der benutzten Kontrollelemente moglichst ausgeschlossen werden.
Eine Risikobewertung allein basierend auf Computer-gestiitzter Analyse der DNA-Sequenz
gibt nach den Untersuchungen in dieser Arbeit keinen Aufschluf dariiber, ob und/oder in

welchem Ausmal eine Genexpression in heterologen Organismen stattfinden kann.
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6 Anhang
6.1 Plasmidkarten

6.1.1 Restriktionskarte des Vektors pBin19

ori

km®
RB

P nos pBi n19

11,777 kbp

nptil
nosA
Hindlll
Sall LB

Kpnl
SaclecoR|

Abb. 43: Restriktionskarte des Vektors pBinl19 (Bevan, 1984). Der bindre Vektor fiir E. coli und A. tumefaciens
mit dem Replikationsursprung (ori) aus RK2 wird zur Transformation von Pflanzen eingesetzt. Der
T-DNA Bereich (verstiarkt schwarz) wird von der linken und rechten Grenze (LB, RB) flankiert. Die
T-Region enthilt den lacZ -Bereich mit der MCS aus M13mp19. Rekombinante Klone kénnen durch
Blau/Weil3-Screening identifiziert werden. Zur Selektion transformierter Pflanzen enthilt die
T-Region ein dominant vererbbares Neomycin-Phosphotransferase Gen II (npfIl). Die Expression des
nptll-Gens wird durch den Promotor des Nopalin-Synthase Gens (P nos) gesteuert. Die
Transkriptionstermination fiir das nptII-Gen stammt ebenfalls aus dem Nopalin-Synthase Gen (nosA).
AuBerhalb der T-Region enthiilt das Plasmid ein Kanamycinresistenz Gen (km") fiir die Selektion in
Bakterien.
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6.1.2 Darstellung des T-DNA Bereichs von pBinlux-Sall
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Abb. 44: Schematische Darstellung des rekombinanten T-DNA Bereichs des Plasmides pBinlux-Sall. Insertion
der promotorlosen [uxAB-Gene als Sall-Fragment aus Mini-Tn5/uxAB (de Lorenzo et al., 1990;

Herrero et al., 1990; siehe Kap. 6.1.9, Abb. 51) in die MCS des Vektors pBin19 (Bevan, 1984; siche
Kap. 6.1.1, Abb. 43). Die GroBe des Plasmids pBinlux-Sall betrégt ca. 15 kbp.

6.1.3 Darstellung des T-DNA Bereichs von pBinlux-BamHI
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Abb. 45: Schematische Darstellung des rekombinanten T-DNA Bereichs des Plasmides pBinlux-BamHI.

Insertion der promotorlosen /uxAB-Gene als BamHI-Fragment aus pBinlux-Sall (siche Kap. 6.1.2,

Abb. 44) in die MCS des Vektors pBin19 (Bevan, 1984; siche Kap. 6.1.1, Abb. 43). Die Grofle des
Plasmids pBinlux-BamHI betrégt ca. 15 kbp.

6.1.4 Darstellung des T-DNA Bereichs des Vektors pBi101.2
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Abb. 46: Schematische Darstellung des T-DNA Bereichs des Plasmides pBi101.2 (Jefferson et al., 1987). In die
MCS des Vektors pBin19 (Bevan, 1984; siehe Kap. 6.1.1, Abb. 43) wurde ein promotorloses gus-Gen

(1,87 kbp) inseriert mit der Transkriptionstermination aus dem Nopalin-Synthase Gen (nosA). Die
GroBe des pBil01.2 betréigt ca. 12,2 kbp.
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6.1.5 Restriktionskarte des Vektors pKK232-8

EcoRI Smal BamH| Sall Pstl Hindlll
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Abb. 47: Restriktionskarte des Vektors pKK232-8 (Brosius, 1984). Der fiir Promotorstudien konzipierte Vektor
besitzt ein promotorloses Chloramphenicol-Acetyltransferase Gen (cat), sowie einen
Transkriptionsstop (T;) aus dem rrnB-Operons aus E. coli stromaufwirts der MCS und zwei
Transkriptionsstops (T, T;) des rrnB stromabwirts des car-Gens. Der Replikationsursprung (ori)

stammt aus dem Plasmid pBR322. Zur Selektion enthilt das Plasmid ein Ampicillinresistenz Gen
(amp"®).

6.1.6 Darstellung des rekombinanten Bereichs des Plasmides pKKlux
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Abb. 48:

Schematische Darstellung de rekombinanten Bereichs des Plasmides pKKlux. Insertion der
promotorlosen /uxAB-Gene als Sall/HindlII-Fragment aus dem Mini-Tn5/uxAB (de Lorenzo et al.,
1990; Herrero et al., 1990; siche Kap. 6.1.9, Abb. 51) in die MCS des Vektors pKK232-8 (Brosius,
1984; siehe Kap. 6.1.5, Abb. 47). Die Grofie des Plasmids pKKlux betrégt ca. 8,3 kbp.
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6.1.7 Darstellung des rekombinanten Bereichs des Plasmides pKKlux-BamHI
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Abb. 49: Schematische Darstellung des rekombinanten Bereichs des Plasmides pKKlux-BamHI. Insertion der

promotorlosen /uxAB-Gene als BamHI-Fragment aus dem pBinlux-Sall (siehe Kap. 6.1.2, Abb. 44) in

die MCS des Vektors pKK232-8 (Brosius, 1984; siehe Kap. 6.1.5, Abb. 47). Die Grofie des pKKlux
betréagt ca. 8,3 kbp.

6.1.8 Restriktionskarte des Vektors pLitmus28
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M13 ori
.

Abb. 50: Restriktionskarte des Vektors pLitmus28 (Evans et al., 1995). pLitmus28 enthdlt den M13-

Replikationsursprung (M13 ori) und den ColEl-Replikationsursprung (pUC ori). Zur Selektion

enthilt das Plasmid ein Ampicillinresistenz Gen (amp®). Die MCS unterbricht den lacZ -Bereich,
somit kann eine Blau/Weil3-Selektion stattfinden.
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6.1.9 Restriktionskarte des Plasmides Mini-Tn5luxAB
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Abb. 51: Restriktionskarte des Plasmides Mini-Tn5/uxAB (de Lorenzo et al., 1990; Herrero et al., 1990). Mini-
Tn5/luxAB wurde zum Auffinden von Promotorsequenzen in Gram-negativen Bakterien konstruiert.
Fiir die Transposition enthélt das Transposon repetitive Sequenzen des Tn5 (0, I) von 19 bp und ein
Transposase Gen (tnp*). Zwischen diesen Sequenzen befinden sich die promotorlosen Luziferase-
Gene (luxAB) aus V. harveyi. Als Selektionsmarker liegt in dem Transposonbereich ein
Tetrazyklinresistenz Gen (tc¥). Das Transposon ist als EcoRI/Xbal-Fragment auf dem Vektor pUT

lokalisiert. pUT besitzt den Replikationsursprung (ori) aus R6K und als Selektionsmarker ein
Ampicillinresistenz Gen (amp®).
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6.2 Pflanzenspezifische Promotorsequenzen

Innerhalb der nachfolgenden Sequenzen der pflanzenspezifischen Promotoren sind CAAT-
und TATA-Box kursiv im Fettdruck und der Transkriptionsstart innerhalb der Pflanzen nur im
Fettdruck dargestellt.

Potentielle prokaryontische Promotor Konsensus Sequenzen sind wie folgt dargestellt:

15-20 nt
O 35 O _10-Konsenus Sequenzen

B “extended —10-Konsensus Sequenz”

6.2.1 35S-Promotor aus CaMV (531 bp)
Die DNA-Sequenz entspricht dem P 35S-Promotor aus dem Vektor pBAR-35S mit der Acc. #
AJ251014. Die Sequenzierung ergab keinerlei Basenaustausche.

2173—CCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGAGGACCTAACAGAACTCCCCGTARAGACTGGCGAACAGTTCATACA
GAGTCTCTTACGACTCAATGACAAGAAGAAAATCTTCGTCAACATGGTGGAGCACGACACGCTTGTCTACTCCAA
AAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCT
CCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTCTERREANAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATE

TGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACC
CACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCAC
TGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTT
GGAGAGGACAG-2703

6.2.2 B33-Patatin-Promotor (1526 bp)
Die DNA-Sequenz entspricht der 5'UTR des B33-Patatin-Gens aus S. fuberosum mit der
Acc. # X14483. Durch Sequenzierung wurde nur der Bereich von 1318-1713 iiberpriift.

188—AAATCATTGTTTTATTTTCTCTTTCTTTTTACAGGTATAAAAGGTGAAAATTGAAGCAAGATTGATTGCAA
GCTATGTGTCACCACGTTATTGATACTTTGGAAGAAATTTTTACTTATATGTCTTTGTTTAGGAGTAATATTTGA
TATGTTTTAGTTAGATTTTCTTGTCATTTATGCTTTAGTATAATTTTAGTTATTTTTATTATATGATCATGGGTG
AATTTTGATACAAATATTTTTGTCATTAAATAAATTAATTTATCACAACTTGATTACTTTCAGTGACAAARAAATG
TATTGTCGTAGTACCCTTTTTTGTTGAATATGAATAATTTTTTTTATTTTGTGACAATTGTAATTGTCACTACTT
ATGATAATATTTAGTGACATATATGTCGTCGGTAAAAGCAAACACTTTCAGTGACAAAATAATAGATTTAATCAC
AAAATTATTAACCTTTTTTATAATAATAAATTTATCCCTAATTTATACATTTAAGGACAAAGTATTTTTTTTATA
TATAAAAAATAGTCTTTAGTGACGATCGTAGTGTTGAGTCTAGAAATCATAATGTTGAATCTAGAAAAATCTCAT
GCAGTGTAAAATAAACCTCAAAAAGGACGTTCAGTCCATAGAGGGGGTGTATGTGACACCCCAACCTCAGCAAAA
GAAAACCTCCCTTCAACAAGGACATTTGCGGTGCTAAACAATTTCAAGTCTCATCACACATATATTTATTATATA
ATACTAATAAAGAATAGAAAAGGAAAGGTAAACATCATTAAATCGTCTTTGTATATTTTTAGTGACAACTGATTG
ACGAAATCTTTTTCGTCACACAAAATTTTTAGTGACGAAACATGATTTATAGATGATGAAATTATTTGTCCCTCA
TAATCTAATTTGTTGTAGTGATCATTACTCCTTTGTTTGTTTTATTTGTCATGTTAGTCCATTAAAAAAAAATAT
CTCTCTTCTTATGTACGTGAATGGTTGGAACGGATCTATTATATAATACTAATAAAGAATAGAAAAAGGAAAGTG
AGTGAGGTTCGAGGGAGAGAATCTGTTTAATATCAGAGTCGATCATGTGTCAATTTTATCGATATGACCCTAACT
TCAACTGAGTTTAACCAATTCCGATAAGGCGAGAAATATCATAGTATTGAGTCTAGAAAAATCTCATGTAGTGTG
GGGTAAACCTCAGCAAGGACGTTGAGTCCATAGAGGGGGGTGTATGTGACACCCCAACCTCAGCAAAAGARAACC
TCCCCTCAAGAAGGACATTTGCGGTGCTAAACAATTTCAAGTCTCATCACACATATATATATATTATATAATACT
AATAAATAATAGAAAAAGGAAAGGTAAACATCACTAACGACAGTTGCGGTGCAAACTGAGTGAGGTAATAAACAT
CACTAACTTTTATTGCT TANGHEARAGH CAAAGTAAAATTTCTCAACTTGTTTACGTGCCTATATATACCATGCT
TGTTATATGCTCAAAGCACCAACAAAATTT-1713
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6.2.3 ST-LS1-Promotor (1585 bp)

Die DNA-Sequenz entspricht der 5'UTR des ST-LS1-Gens aus S. tuberosum mit der Acc. #
X04753. Durch Sequenzierung wurde nur der Bereich von 1235-1585 iiberpriift, dabei
wurden Sequenzunterschiede an Position 1286/1287 von GG zu AA festgestellt, sowie das
Fehlen eines A an Position 1583.

1-CCAAGTTTTTTTGTTGTTTCTATCCACTGATGTCTGTGCTACTGAACATAATGCATATTGGGGGGGGGGGGGT
TGTGTTCATCTGTTGGACAAGCTAATAATATCTATTTGTTGTCTGAATCACAATTTTCCCATGATAAATTAAAGC
CAAAATTCGGCTTCTCACAACCTGATAGAATCTAATTTTATGACTTTTATCAAAAAAAAGAAGAAGATAGAATCT
AATTTTATGACATTTAATGGTACCCATTCCTTAAAAATTCCCGATTCAACTAATCCTTGGAGTTCATTTTCTCAT
AGGTGGATTTCATGCTGGAGTTACTGTAAATAGGGTTGGATTTCTACATTCTHEEEREAGHCATCTGCATTCCAG
CCCCCTCTGAAGCACAGGAGTCAGCTGCATTTCAAATGATTACCCAATTACAGACTATGGCAGACCGCACCCATT
AGATTTAATGTGGCAAAGAAACATCAACTCCAATATTTTTGAATCCTATTAATGGCTATCATACCATAGTACTGT
ATTAGTACTGTCCAGAAGCAAAAATTGTTGTTTTAGAATATTACTTGGTTGCAACCGTATCAGTGCTTTGAACAT
TTATCAAGGCCAAATACATAATGGTGCCTTGAAATCAACTCTAGTTTATTGAAATGATGTCTATTGAGCACCTAT
ATGTGTTGCCAGTATTGCCCATGCTTAACTTAGCATTCTGTTAACAAGTGTTATGCTGGATGTTCGAATCGAACA
TGGAGTTTTCATGTTGCTTAGAACTATATGCTTTCAGTGTTAGCAGTATCGGAAGGTAAATACAGTTTAAACACC
AAAAGTAGAGAGAAATAAGGAGGAATTTAATCTTTGGATTTGATTCGTCTTTCTTGTGGGAATGGTGAACTCGTT
AACCAGCTAGGTGAAATGAACTCAATACTTAGTTCAAAATTGTTTAAGTTCCATTTTTGGTTAAGAGAATTGAGT
TGTGCTCTCTAGCTTTTGAAGATGAT T TAGGTTCAAGGACTATAATTTTACACGATATTAGAGCTAGATCCATTG
ATAGGCCGCGTTTCTTAATGTTTTTGEGCCTTGTAATTCTGTTTTCACATTGATTGACTGAATGAGTTGTGCTCTT
TCTATATGATCTCGGATAATTCTTTTTCTCATGAGCTAACTTAAGTTAGGATATGAGCTAACTGGTCTCCAACAG
GCAACAACCCATAGAGGAACCAATCAGTTTTTTCTTTTTGTCCTCCTCTTCCTTGCACGAGTGGACTTAGTARAT
AGAAAGGAAAATGGCAAAAATGTATAAGAAACAAGTCAATCTCTTGGGTCCCTTAATAATCAAAGARAACCAATG
AATGAACTCCAAGTGCACAAAACTAAGATAAGGCAAAGGAAAATAATTTGTAGTAAGAATGCTATATATHGATAA
TEETGGTAATAATATTATCTAGAAGCAATCCACAGAAGGGGTGCCACGTGTCAACTTGTAAATCACAAATTGCAA
GTCATCACTAATATTATTATCAAGGGACCATGCAAAGTGAAAATAAATAATTCATACTAAGTAGTGAGAGCAAAA

GAAGAAAAAAGG-1585

. Haelll-Restriktionsschnittstelle

6.2.4 RolC-Promotor (1120 bp)
Keine Acc. # vorhanden.

5 —CGAAAAAGGCAAGTGCCAGGGCCATTTAAAATACGGCGTCGGAAACTGGCGCCAATCAGACACAGTCTCTGG
TCGGGAAAGCCAGAGGTAGTTTGGCAACAATCACATCAAGATCGATGCGCAAGACACGGGAGGCCTTAAAATCTG
GATCAAGCGAAAATACTGCATGCGTGATCGTTCATGGGTTCATAGTACTGGGTTTGCTTTTTCTTGTCGTGTTGT
TTGGCCTTAGCGAAAGGATGTCAAAAAAGGATGCCCATAATTGGGAGGAGTGGGGTAAAGCTTAAAGTTGGCCCG
CTATTGGATTTCGCGAAAGCGGCATTGGCAAACGTGAAGATTGCTGCATTCAAGATACTTTTTCTATTTTCTGGT
TAAGATGTAAAGTATTGCCACAATCATATTAATTACTAACATTGTATATGTAATATAGTGCGGAAATTATCTATG
CCAAAATGATGTATTAATAATAGCAATAATAATATGTGTTAATCTTTTTCAATCGGGAATACGTTTAAGCGATTA
TCGTGTTGAATAAATTATTCCAAAAGGAAATACATGGTTTTGGAGAACCTGCTATAGATATATGCCAAATTTACA
CTAGTTTAGTGGGTGCAAAACTATTATCTCTGTTTCTGAGTTTAATAAAAAATAAATAAGCAGGGCGAATAGCAG
TTAGCCTAAGAAGGAATGGTGGCCATGTACGTGCTTTTAAGAGACCCTATAATAAATTGCCAGCTGTGTTGCTTT
GGTGCCGACAGGCCTAACGTGGGGTTTAGCTTGACAAAGTAGCGCCTTTCCGCAGCATAAATAAAGGTAGGCGGG
TGCGTCCCATTATTAAAGGAAAAAGCAAAAGCTGAGATTCCATAGACCACAAACCACCATTATTGGAGGACAGAA
CCTATTCCCTCACGTGGGTCGCTAGCTTTAAACCTAATAAGTAAAAACAATTAAAAGCAGGCAGGTGTCCCTTCT
ATATTCGCACAACGAGGCGACGTGGAGCATCGACAGCCGCATCCATTAATTAATAAATTTGTGGACCTATACCTA
ACTCAAATATTTTTATTATTTGCTCCAATACGCTAAGAGCTCTGGATTATAAATAGTTTGGATGCTTCGAGTT -
3-

6.2.5 Promotor P 130 (1341 bp)
Keine Acc. # vorhanden.

5 —GAATTCGAGCGACAACAATAAGAGATAATACAGATCTCAGCCAAGTTTCAGCTACTTTCTATTTTTGACAAA
TTAAAACAATTTAGTTTCACGTTAGTATAGATAAACCAAAAAATGATCAATTCATTAATCCAATGCATAGAATGT
TTGTTTCTCTACCTGAGAACTTTTGCTCAGAAGATTTTGAAATGCAACTCCAATCCATCTTGTGAAAGTTAAAGC
TAGGAGAGAACATTACAAGAACCAGTTCAAACGTTTCTTTCTAATGTTCAATGAGAACTGGAGTTAAGTCGTTTT
TGCTTCTCTCTTTTTAGACTTTTTTTTTTAAACATTACAAGACTTGTATTTGGTACTTGCGAATATGTTTTTAGT
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GGAAAATATTTTCTTATAAAATATTTTTATGGAAAATAAATGGTTTTATCACTTATTTTTCTTTGTTTGGTTGGT
GAGTGAAAAATATTTTTCGGAAAAAATATTTTCTAGTGTTTGGTTAAATGAGTAAAAAATATTATTTTAGGAAAA
TATTTTTTTATGGTACTCTCCTCACCCCCTTCCCCCAAGTCCACATGTTTCCTTCCTCCCCTCCACTCCCCAAAT
ACCCAATGTTTTCATGACTCTATTTTCTTCAAAAATTTAATTATTTTTCTAAAAATTCACACAAACCCAAAGGAA
CTAATGTGATGCTTTATTTTTTTTTACGCAAAAACAACATTGAAATTTGTGCTCCATAGCTAAAAAGNAAATACT
CTTTTTCTTGATTGAAAAAAAAGTACTTTTTCTACGACATGAAAATAAAGCATTCATTTTATTGAAATAAAAGAA
AATACTTTTTCTACATCATGAAAAGAAAATACTCATTTTGTTGAAATAAAAAAAAAATACTTTGTTGAAACGAAA
GAAATTACTTTAATTTTGCTACATCATGAAAAACAAAATACTTTTTACTTCATCATTTTGTTAAGATGAAAGAAA
ATATTTTTTTCTACGTCATGAAAAGAAAAGTAATTTTTTTGTTAAAATGAAAAATATATTTTTTTATATCATGAA
AAGGAAATTACTCATTTGTTGAAATAGAATTTTTTTTTTTTATCTATATAACATTTAAAAGAAAGGTGGGTGGGG
GCGTGAGTTGTGTGGGTAGGTGGGTATACGGGGTGGGTTGGTGATGGTTGGTAGGGATGGGCACACCCTCAAAGT
CTCATTTTTTTTCCTTGCATTTAACTACCCTAGTGTCGACCTGTCGGTAAAAACTCTATCCAATGTCTAAACTCT
CTTATAAATAAAGCCTCTAATTAAAGCCTTTTTGTATATGAAGAAGACAGAGGTCTCAAAAGCTCGGTACC-3"7

6.2.6 Promotor P 247 (1123 bp)
Keine Acc. # vorhanden.

5 —GGTACCTCGTTATCGAACGCTATGTTGTTATTTTCGAGGTGGTGATCGAACTCATTGTCAGCAGGTAGGGGT
GCCAATTGTGAGTTTGACATTTTGAGCTTTAACCTGAAATTAGAGACACTTCAAAGAACAAGTGTAAAATAGTGT
GTGTTATGGAATTTTGTATCAAATAACCAATATTATTCTTAGCCCAACGGTGGATGCCAAACTGTTTACCCTTAA
AATCGGATAACAATTAAATTTATAAGTAATTTAAAGGATACGTGGATTAATTTGACACAAATTGATGACTTGAAT
TGTAATTAAAGCGAATAATGATAAAATAAATTCAAACCGTAAGCCTTGGAAAAATGAGTCTCATTTGAACTGGAT
GCAATTCAAATGATATCAGATATCATAGAATAATAGCTTACAAAAAGAAAATGATGTTATATTGCTTTTGGATGC
GTGTAACCATGTGCTTTACAAATAATCAGACCCCCTTTATATAGTAGGGGAGTCCTACTTTAGGTACAATTCTAT
AAAATGTAAGAAATCACATGATTTGCTAATTAGCTGGTTTCTTATTGATACGTGCCGAGATTTCTGCCGTGACAC
CCGACCGATTATGGATATTTCTCCCTCCGTTATTCGATCTAGCAATGTTTCCTAGAGCTCATTCGGGGTCAGGGT
TGTTTCCGGGGTCACGTATTCGATGTTCTCGAGGACGGGCACTCTGACCTCGTATTTTGGTTCGATGGAATCTGG
GATCGATCTTCAACCTATTGAGTTTCAATCCCAATATGTCATTTAATAGACGAATCTGATTTCAACCGTATACAA
CCATTTTTGCCTAAAATAAAATAGAGAAACGAAATCGGAATAGACGAAAGAAAGCGAAAAAG,
AACGGTAATTTCTGAATAGTAAAATGACCCTAAAATTAAAAAATAATCTTTAACGAATCCCAAATAAATAGCCTT
ACTTATTTTCTCTGTTCACAGCTACGAAACTTCCTGGAAGCTCACTATGGACTGCTACTTCCTCCCTCCATTTAA
CCCTCTCCTTCCTCTCTCCTTCTCCTCATTCCCCTCAATTCTCCTTTCAACAGCTTTTCCTCTCTGTATCCTCTA
G-37

6.2.7 FBP1,1-Promotor (1108 bp)
Keine Acc. # vorhanden.

5 —GAATTCCGTTGGGCTTCATTATGTGTTTTTACATATTCGTTTCTGAACCACCCCCACCCCGGTGAAARACAT
TGCTCTGCCACTGGCTCAATGTATTGACACAAATGAACTTCAAACTGGGCAGGTGAATTATGCTCTAGGAGCATT
GTATTATCTATGCAATGCATCAAACAAGGAAGAGATCTTAAAGCCAGAAGTAATTGATGCAATCAAAAGTTATGC
AGCTGCAGGTGGAGTTAGTACAAGCTTCAGTAATTTGGCTCAGGCTTTCTTAGATCAACATGTTCCTCAGCTTAA
TTAAAATGGAGGAAACCAAAGATTATGTTGTAAAATCATTTTCTATCCTAGATGGTCTATCGGAAACAATTTATT
TATTACTCCTATCCAATTCATTATATTTTCAAAAGTTATGAAGTCCACGAAATATGTGACGTGGGTAAAGAAGAC
CCATGCCAAGCCAGTGGGATATAGAAACAAAACATGTAATAAAGAGAACAAATAATGAGTTTCGAAAAGAACAGA
AGTTAGCATAAGGACGAGAATCACATTATCTTAGGTGCCAACCACTAATCCTATGTATCATTCTCCTCTTTCCAC
GTGTCATCCTACACTTCCTTTGCCATCAGATTAGATAGCCCGGTTAGTACCTACACTGTATATCAAAAAATACGT
AACAATCATCCAAACATATCATCGATCAAAGGATATTTATCTTGATGTGCTTTCGCCGTCCATTGTAACGAGTTT
GGATGAATTTGATATACACCCACTCAGATATCAATATATTTTATAAAAAGAAACAAAATTGAATACTAGTAATAT
CTATGTAGATATTTATTTTTTCAACAATCCTGTAAGTTATAAGGATAACTCACTTATATGTGACGTGGATAATGA
AGAGCTAGGCAGGCAGTGAGAGATAGAAACAAATTAAGCAGAGACGAAAAACAAATCAGTTAACAGAATGACGAA
TTGGATCACGCTTTATCTTAGTGCCAACCACTGATCCCATGCATCACTCTGCTCTTTCCACCHEEERATEEHCTGA
CGTCAGATCAGATTCCTCTTCTTTCTTTTTTTTTTCTGTATATATATGAGCATTTTAGTAGT -3~

6.2.8 FBP1,7-Promotor (1730 bp)
Keine Acc. # vorhanden.

5 —GGATCCAGCTAATGCTGCTCTTGTCACTCAAAATGATGGTATCCCTCTCGTCATCCAGTGTTTGTCAAGTCC
TGTTAGGAACACAGTAAGGATATAAACAAACATTTTGTGGTCTTCTTGGTTATTGAGTGCTTGCTGTTCACTTGT
TAAAATTGCACATATACGTAGTGAGAAACTCAACTGTTGAGTACCATTGATCCGTCAATCTTGTCGATAACTTTG
ATAAGGATATTTCAGGCATCAGACATGTCACCTCTATAGAACTTGGTCTTTTTTTTTAAAAATAAAAATAAAAAT
GTTTGGCATCATACGAACTTCTGTTACTTTAGGCTGTATCCAGAATAAAATGTTGTTTCCTCATTCTGGAATTAG
TTGTTTTGCACACGGAAGACTTTCGAAATTTACTAATTGTGTTCGTCCGTCTCAAACTGGCTCACACTTTGGTGG
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TCAATTTTACTTCTCAAGGTAAGCAATTACAGAATATGAATGTCGCTCTCCTCATATTTATCCGAACAATAAAAR
ATGATATCTGTTTGCATATGCATGTAGATCACACACCCCCCCCCCCCCCGCCCCTAGATTCCCTCGATTTAGATT
AAATATAATCATCTACAAGAATTCCGTTGGGCTTCATTATGTGTTTTTACATATTCGTTTCTGAACCACCCCCAC
CCCGGTGAAAAACATTGCTCTGCCACTGGCTCAATGTATTGACACAAATGAACTTCAAACTGGGCAGGTGAATTA
TGCTCTAGGAGCATTGTATTATCTATGCAATGCATCAAACAAGGAAGAGATCTTAAAGCCAGAAGTAATTGATGC
AATCAAAAGTTATGCAGCTGCAGGTGGAGTTAGTACAAGCTTCAGTAATTTGGCTCAGGCTTTCTTAGATCAACA
TGTTCCTCAGCTTAATTAAAATGGAGGAAACCAAAGATTATGTTGTAAAATCATTTTCTATCCTAGATGGTCTAT
CGGAAACAATTTATTTATTACTCCTATCCAATTCATTATATTTTCAAAAGTTATGAAGTCCACGAAATATGTGAC
GTGGGTAAAGAAGACCCATGCCAAGCCAGTGGGATATAGAAACAAAACATGTAATAAAGAGAACAAATAATGAGT
TTCGAAAAGAACAGAAGTTAGCATAAGGACGAGAATCACATTATCTTAGGTGCCAACCACTAATCCTATGTATCA
TTCTCCTCTTTCCACGTGTCATCCTACACTTCCTTTGCCATCAGATTAGATAGCCCGGTTAGTACCTACACTGTA
TATCAAAAAATACGTAACAATCATCCAAACATATCATCGATCAAAGGATATTTATCTTGATGTGCTTTCGCCGTC
CATTGTAACGAGTTTGGATGAATTTGATATACACCCACTCAGATATCAATATATTTTATAAAAAGAAACAAAATT
GAATACTAGTAATATCTATGTAGATATTTATTTTTTCAACAATCCTGTAAGTTATAAGGATAACTCACTTATATG
TGACGTGGATAATGAAGAGCTAGGCAGGCAGTGAGAGATAGAAACAAATTAAGCAGAGACGAAAAACAAATCAGT
TAACAGAATGACGAATTGGATCACGCTTTATCTTAGTGCCAACCACTGATCCCATGCATCACTCTGCTCTTTCCA
CGEGEEATEEE C TGACGTCAGATCAGATTCCTCTTCTTTCTTTTTTTTTTCTGTATATATATGAGCATTTTAGTA
GT-3~

6.2.9 Nos-Promotor (306 bp)

Die Sequenz des P Nos stammt aus der Vektor-DNA von pBinl9 (Acc. # U(09365). Die
angegebenen Lokalisationen beziehen sich auf diese Acc. # .

In dem P Nos des pNoslux-Konstrukts befindet sich ein Basenaustauch von C nach T an
Position 9170 gegeniiber pBinl9 (siehe Alignment, Kap. 6.5.1).

9259-GATCATGAGCGGAGAATTAAGGGAGTCACGTTATGACCCCCGCCGATGACGCGGGACAAGCCGTTTTACG
TTTGGAACTGACAGAACCGCAACGTTGAAGGAGCCACTCAGCCGCGGGTTTCTGGAGTTTAATGAGCTAAGCACA
TACGTCAGAAACCATTATTGCGCGTTCAAAAGTCGCCTAAGGTCACTATCAGCTAGCAAATATTTCTTGTCAAAA
ATGCTCCACTGACGTTCCATAAATTCCCCTCGGTATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATCCAAATAATC
TGCACCGGATC-8954

6.2.10 SKT2-Promotor (3036 bp)
Keine Acc. # vorhanden.

5 -AAATAGTAGTTAAATATTACATGAACAAAATATTAGAAAAAAGCGTCACTCTTTGATAAACATTAAGATATT
TAAATTATAAATTAATATTTTAAGTAGGGGTGTCAAATGGGCGGGTTGAGTTGAAATTGGAGATATTAAAATGGG
TTGAGATAGGAATCGGGTTGGGTCTTGACCCGCTCAAATATACTTTGGGCTCAAATGGGCTAAAAATGGGTTGGG
TCTTGACCCGCCCAATTTGACTCGATTAATCTCAATAATTTTAACATAGTGATATTTAACTTTTATAATCACAAT
TCGAATTTTCGCTAAAGATTTTTTTTAAAAAAAGTAACAAATGGATAGATAAATCATAAAAGATGTTAAATAGAT
AATAATTTATACCTTTAATATATGTATCTTAGTAAAGAGTTTTAAAACGGGTTGAAATTGGAGATTGAATTGGCT
CAATTGAGGATTATCTTAAAATGGGTTAGGCATGAATGAGTTGAGATTGAACCCAATTCAAATTATCTTGAGCCC
AACCCTTAAAATTCTGGGCGGGTTGGACGGGTTACCTATGTTTGGGTTCATTTTTTATACCCCTAATTTTAAGTT
TGATTAAAATAAAATTGAACTACATACATACATACATATATATATATATATATACATACATATATATAAAGTAAT
TGTTAGAAAATAATGTAGTCATTTTTTTTTAATTTCAAAAGCACATATTTATGAAGTTGTTTTGTAGTTAGTCAA
ATAAAAATTTTACAATAAATTTTATTAATTCTTGATAAACAAGCCGCAAGAACAAAAAANAAAGTTCAAGGAAAA
TAATTTAGGTAATTATTAAAGTTGGAGAATGAGAGAGACTTGAATTTTTATAAAGAAAAGAAATATAGAACACAA
TTTTTTTTCGAAAATAAAAGCATCTTTAAAAGGGTCTAAATGAGAATAAGACACCATTTGCTTCTACTAAGACTA
GGATAAATTAGCTAACTAGTCCAAATCCCTAACATAATTAATAAAAATATCTATACTTTAAAATAATTATTAAAA
ATGTCAAAATGTCAATATTTTAGCAAATAAAGTGTATTCTAATATAATTCAGTTTCCTTCTTTTTATTTGGGACC
ACTTTTTGACTCCATTACGGGTGAAAGAAAAAAACAAGACCCCATTACCTACTTTTTTTCTCTCTAAATTTTTTA
CCCAAATTCTGTCTTTTATATTTCTCTCTCTCACCATTTTTTTCATTATTCCATATCCTCAAGTAATTTTAAACC
TTGCCATTTTAAAATCAAATTTCTCCATTTTTCTAGCAAATCTCTTAAATCATTCAAAAGATTTTCAACCTTTGT
CGAAGTGAATTCGACTGATTTGCGATTGTTTCCATTAGGAATGAAAAATTTGAAATAATCGATTGGGATTTCTAA
GTGAATTCGACTGATTTCGTTGAACTTCGAGATTGTCTGCCACAAACGTATTACAACGGTTTTTTACAAAAACAT
TTATATTACGTCGTAATAAATCATTTTATATATTACAACGGTTTAAAAACACTAAATTCAATTCGTGACGCCGTA
AACAATTAAAGGTATCACACAAGCCTCCAGACAAGCTAAGCATCACAATAGGCATCACACAAACTAAACAAGAAG
GTCAACACTTACCAACCTCTAAAACTCATACTACAATTAATTTCACAATTGACTTCCTAAGAAAAATCACTTACT
CATCTTAGTCTAAAAGAGGGATAACCAAACCTACCTCGAAGGCCGAAACTTCACTCGAACAACTCAAAGCACTTC
GTCAACCGCACAATCACCAAAATGATCCCCAACTATCAAGAATAGATAGAGTTCATCAAAAGGAGCCCAATAATA
TCATATTGATAAGATTAAAAATCGAGAATAAAATAGTTCAAAAATCACTTCAGAAATCAAAAGTGACATTACATT
ACAGAAGCGGCAATTTAGTTTTAAATTATGGAAAAGACAACAAAATTTTCAATCAAGGAAAAGAGAATGAGAAGT
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CTGTCTATATAAAAATATTTAATGTTTTATATTTTAAGAAAATATTAAATCTATTGGGAAAATTTTCAAARATTA
AGAAATGTTAGTGGCAGTTGAAAGCCTCATAACTTAAGTACAAATCGTCGCTATTAAAATATTTAATCTTATGTA
TAAAAAATCTTGTATTATATTATATTTGTAGCGGTTCATTGARAGCATCATAACTTAAGTACAAATCGCCGCTAT
TAAAATGTTTAATCTTATATATAAAAAATCTTGTATTATATTATATTTGTAGCGGTTCATTGCAACCGTCGTTAT
ATAACTGCCGTAATATTTAAGTGGGTAAAGCTGTGCATAGGGCCCTCCATGCACTGATTTACACAAGAGGCCAAA
CCAATAAATATGACATGATATCATATCCCTATAGCTATGTCTGCATTATATTGGAGATCTGATGAGAATAATAAA
AAGGGAAAATTGTATGAAATAACAAATTATTAAATTAATTCAAATTAAATGTTATAGTTATAGTTTATTTTAATT
GTAATTTGCAGTAAATATTCTTTTTTTTTTTGTCATCTGATTCGATATACAATTAGCCATTTTTGATATACAATT
AACCATTTTATACATTTCGGTATAAAATGTATAAAATGCGTTTGTGTTTGTATAAAGCGAGAGAAAAGTGTATAT
ACAAATACAAATACATATATTTCGTCCTATACATTTATAATTATACAAATACATATCTTATTATACAAATTACAA
TGTATAAATGAATTTATATAAAATTGAATAATTTGTATAAAATTGGATGTTTGTAGCGAATTATACAAATCAAAA
GCTCCTTAACAAACATAAAATCTATAATATACAAATATGATTTTTATATTTGCTATANGEARRRETTCGCTCTARA
AAAAATAAGABBETATTTTTCTATAAGATAAACTAATTTCATACACAACCTCTCAAGGGCCACTCATATAAGGAC
CACCATCCAATTCTTTTTCTCTCTAGTATACGCGGATCC-3~

6.2.11 KST1-Promotor (1580 bp)

Die DNA-Sequenz entspricht der S'UTR des kst1-Gens aus S. tuberosum mit der Acc.#
AJ242852. Basenaustausche gegeniiber dieser Sequenz traten iibereinstimmend bei der
Template-DNA, den pBin- und pKK-Konstrukten (pKST1lux, pKKKST1lux) auf:

Position 291 C zu T; Position 593 G zu A; Position 595 A zu T; Position 632, 633 CT zu AA;
Position 700 C zu G; Position 703 A zu C; Position 770 T zu A; Position 774,775 AA zu TT;
Position 982 G zu C; Position 991 G zu T; Position 1133 C zu A. Fehlen von Basen: C an
Position 307; C an Position 585; TG an Position 598/599; G an Position 607; T an Position
634; G an Position 789; G an Position 1329. Hinzufiigen von Basen: T zwischen den
Positionen 494/495, A zwischen den Positionen 701/702; C zwischen den Positionen 938/939;
T zwischen den Positionen 977/978; C zwischen den Positionen 1061/1062; C zwischen den
Positionen 1156/1157; A zwischen den Positionen 1162/1163; A zwischen den Positionen
1164/1165 (siehe Alignment, Kap. 6.5.3).

4—-ATCGTCATCAGAAGAGGTGGAATTAGAATTTTTATTTAAAAAGTTTAAAATATAAAACTTTTTAAATACACGA
AGGAGTCAAAGGTTGTTCAATCTTTACTATATGTAAAAAATTTTTTAATTATATACAATCAACATATTTTTTTTG
TCGAAGAAGATTCAAATAAACCCCTTTATCATACCTGACTTGGCTCCGCCCCTAATCATCATCATTAAATAAAAC
TTAAAACTATATCCTTTTCCATTTAATCTCTCCCACCTACACAAACACCTCATTTTCTAAGAAACTTCATGCATG
TGGGCCGTGTTATTTATTGCATGAACCAACCCTTCACCCGTCTCTATCATTTTTCATTCTACACCAACATTAACT
ARAACAAAATTTGTAATATATGATCCAATTTGTGACATAGTATACAAAAGARATTCAATGAACTCCAAACATCAA
GCACATGGAACCTTATGTATGGAGAAGAGACAACAGCATTTGTAGGCATGCACATAATTTCAATTTTCAAAAAAA
TAATACTAAGATATATCAACCTTTTACAAATTTTGTCCATTATTTTGTCTTCGACTTCCAATATAGGAATTTGGA
AATTGGAAAAGGTGATTCGAGAAATATATCCTATGARATACTCTATACATTTTTTAATATAAATGAGAATATCAG
AGTTCCAACGTCATTTCCAATTCTTACCTAAGATTTGATCACATGTTCAAAATCAAACTTACATTTTGTAACAAC
AACTACTTTAATAACATTAGGAAAGAAAAATTGATTGCTTTAAATTTGGAAAGGAAAGGATAAAAAGAACGTAGA
TTTTTTTTGTTTACTAAAAACTAAAGTTTTCTCACATGGAATTCGATTTCTTATTGGTCCACGTGTTTTCCACAA
AATAGTTCCCCAAATCCTATTTGGGATTTGTTGGTCAATTCTAGARAAATGAAATGAAAAACACCTATCTGTTTTT
CACTGAAATTCCAGCCTTGCAATAAAATGCTTATTCTTAAAATTTCTATCTTGGTGGAGATCCCACCACCATTAC
CATTTTCCCAAAAATCTTACAACATTATTTCCATTTTCTTTCTCTTAATTCTCTCAACAAATTCCCCTTGCACCT
GAATTCTTATCAAAGAAAATCATGTTTGCACTTCACACTTTATAACTCATATCTCGCCTCGTTTGTTGTTTATTG
TGTTTCAATATTGCTATGTTTTCTTCTATTTTGTACTTGCATTTGCTCACTCGAGCTTTTGGTAACAATCTCTCT
ACTTCTACTAGATCTGCGTACAGTCTACCTTCTCCAGACCCCACTTCHEEEARGATACTATAGAAGTAGGCAAGT
AGCAATGTCACGTTCTTAAAGCTAAATGCTTTTTCAAAAGAATCACAATAAAGAAACACTTGACCCGTGTATCAC
CCCAACTACTTCTTCATCTACATCCTCTATATATAAACACGCTAAAAATAACTAGTTAGTATTTTTAAATATTAC
ACATTGCCTTTCCAAGAAACTCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCACATCAACAAAAAAGAAGCAGCAATATA
TAATA-1583
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6.2.12 KCO1-Promotor (980 bp)

Die DNA-Sequenz stammt von der 5°'UTR des kcol-Gens aus A. thaliana mit der Acc.#
Y07825. Das pBin-Konstrukt (pKCO1lux) weiBt an Position 416 ein Basenaustausch von T
nach G auf und an Position 491 das Fehlen der Base T. Im A-Stretch von Position 617-628
wurde ein A weniger und von 685-699 wurden ein bzw. zwei A weniger sowohl in der
Template-DNA als auch in den pBin- und pKK-Konstrukten (pKCOllux, pKKKCOI1lux)
sequenziert (siche Alignment, Kap. 6.5.2).
241-CTCGAGTGGTTGAATGTTTTTAAAATTATGTCAAATTACCATGTATATCAATCACTTAGTAATGTTTTAGA
ACTATGTCAAATACTAGTGTGTGTTATATTTCTTTGTGTGTGGGGATGTTTTGAAGTATGCAATTCTTCACATAT
ATATGTATCATATGAGTGCATTAATAACATCTTTGATGTCATGTATAACACTAAAAAAATGTGATTTATCGACTT
ATAAAAATCTTAACATATTGACATTAACATAAAACATATAGATTATTGTATGATATAGATTAAACATGACGTCAT
GCTGGATATTTTGGCTTATTGGCTTGTACATTACTTGTGATTATGAGTGTATAATATAAAACTAATTACTAGATT
TGCACAAAAAAAAAAAACAGAAGGATAGAAAACTAACTAGAAAATTAAGACATTACATACATTCTTCTATATGAA
AAAAAAAAAAAAACATTTTTATACTAAGATACTAATGAAAAATCCTATCAAGAAAATGAAGAAGATCATAAAAAC
AAAATTATCGGATTTGAAGAGAATAAATTTTGACCAAAAAAAAGAAGATAATTAAAAATAAATAAAACAAGAATT
GGCCAACTGTGAGAACATCATCAATGAAGAACAATTGCGAGATCCGACAACACCGCTTCTTTTGATTTCGATCTT
ACTATCCTGGGTATGTCTCAATTCTTCTTCATCTTCCTCCTTCAGTTCGTGTTCTGTGTCTGATTGATTACTCTC
ACAAAACTCATCTTTTCATTGTCTAAAGGTCTAATCTTTAGCTATAACTCAAAATCTGTTTCTAAGTTCTGACAA
GTTTCTGAAACGAAATTCAAGTTTTTTGATACATATGTTCATTTCTCAGAACAGGGTTTAATTAAACAAGAGATG

TCAATTTTGGCGATGGTTTTCGTAACATAAACATGAGATTTGATTGTTCTGTGCAGATCTCATAGTTAATCTGGT
TTGAGTCTAGA-1223

6.3 Promotorsequenzen aus dem Chloroplasten von N. tabacum

Die Sequenzen stammen aus dem Chloroplasten von N. tabacum (Acc. # Z00044). Die
angegebenen Lokalisationen beziehen sich auf diese Acc. #. Kursiv im Fettdruck dargestellt
sind die Sequenzen, welche von der PEP oder/und NEP erkannt werden. Die entsprechende
Transkriptionsinitiationsstelle ist im Fettdruck dargestellt.

Potentielle TATA-Konsensus Sequenzen sind wie folgt dargestellt:

B TATA-Box

6.3.1 Promotorregion des psbA-Gens

In dem P PsbA traten zwei Basenaustausche gegeniiber dieser Sequenz iibereinstimmend in
der Template-DNA (pKL13) und dem pBi-PsbA auf:
Position 1675 A zu C und Position 1678 G zu T

1822—CCCGGGCAACCCACTAGCATATCGAAATTCTAATTTTCTGTAGAGAAGTCCGTATTTTTCCAATCAACTT
CATTAAAAATTTGAATAGATCTACATACACCTTGGTTGACACGAGTATATAAGTCATGTTATACTGTTGAATAAA
AAGCCTTCCATTTTCTATTTTGATTTGTAGAAAACTAGTGTGCTTGGGAGTCCCTGATGATTAAATAAACCAAGA
TTTTACC-1596
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6.3.2 Promotorregion des rbcL-Gens

In dem P RbcL trat ein Basenaustausch an Position 57508 von A zu G gegeniiber dieser
Sequenz libereinstimmend in der Template-DNA (pKL12) und dem pBi-RbcL auf.

57328—AGTCAGGTATTTCCATTTCAAAAAAAAAAAAAGTAAAAAAGAAAAATTGGGTTGCGCTATATATATGAA
BCAGTATACAATAATGATGTATTTGGCAAATCAAATACCATGGTCTAATAATCAAACATTCTGATTAGTTGATAA
TATTAGTATTAGTTGGAAATTTTGTGAAAGATTCCEATCARAAGTTTCATTAACACGGAATTC-57534

6.3.3 Promotorregion des accD-Gens
Insertion eines Cytosin zwischen den Positionen 59391 und 59392.

59385-CTCTTTCTACCCATCCTGTATATTGTCCCCTTTGTTCCGTGTTGAAATAGAACCTTAATTTATTACTTA
TTTTTTEATTARATTTTAGATTTGTTAGTGATTAGATATTAGTATTAGACGAGATTTTACGAAACAATTATTTTT
TTATTTCTTTATAGGAGAGGACAAATCTCTTTTTTCGATGCGAATTTGACACGACATAGGAGAAGCCGCCCTTEA

TEATATTATTTTAAATARTATARAGCGGGTTCCAACATATTARTATATAGTGAAGTGTTCCCCCAGAT
TCAGAACTTTTTTTCAATACTCACAATCCTTATTAGTTAATAATCCTAGTGATTGGATTTCTATGCTTAGTCTGA
TAGGAATTC-59760

6.3.4 Promotorregion des rpoB-Gens

28050-GAGCTCTCTCTTCTCTACAAATCATTTTTTTAGCAACGAAATCCATAACAGAAAAGGGGGTTAAATGCT
AAAAAACCGATTCTAATTCEATATAT TCTTTCTTATTTTTATGCCTTTATCTCAGCGAAAAGATCAAATGTCGAA
TCCATTTATTTTTCTGGTATTCAAGCAGGTTGGAATGTGTATTAT CATAATAATGGTAGAAATGGAATCATTTTT
GTTTTGATATTCTATACARAATT CTATARCT TAATTAATAAGTCTAAGTAGCAGAAGTCTGTTTCTAGGGATGTT
TEATCART TTCTTTCCATTTGTATCTGTTGAATTC-27728

6.3.5 Promotorregion des atpB-Gens

57139-GAGCCAATTAGATACAAATAATGAATCGTAATAGAAATAGAAAATAAAGTTCAGGTTCGAATTCCATAG
AATAGATAATATGGATGGGATTGTCTATAATGATAGACAAATGAAAGACTTTCTCAAGATTCTGATTCATCCACT
TGAGATTTTAAAATTAAAATAGGTTGGGTGGGCTTGCAAATTCACTCAGTCTCAGTGAATAAGTAAACAATTGAA
TCGGTTCAATTGCATGGTGCCAACGAAATCGAGTGCTAATTCCCATTTTATTGAATTAACCGATCGACGTGCTAG
CGGACATTTATTTTGAATTC-56825

6.3.6 Promotorregion des clpP-Gens

74712-GAATGAGTCCATACT, CATTAGAAAGACCTATTCGTAATAATTTGAGTTTATTCATTCTGTCT
TTCTTEATGAATTTTTATAATCTATG CEATARNAN CCAATATGAATA TTATARAGA CAATAR

BAAAAATTGTTACGTTTCCACCTCAAAGTGAAATATAGTATTTAGTTCTTTCTTTCATTTAATGCCTATTGGTGT
TCCAAAAGTCCCTTTCCGAAGTCCTGGAGAGGAAGATGCATCTTGGGTTGACGTATAGTGCGACTTGTCAGATAT
BTTGGGTCATAT-74407
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6.4 Bakterielle Promotorsequenzen
Kursiv im Fettdruck sind die —-35- und -10-Region dargestellt. Die entsprechende
Transkriptionsinitiationsstelle ist im Fettdruck dargestellt.

Potentielle TATA-Konsensus Sequenzen sind wie folgt dargestellt:

B TATA-Box

6.4.1 Promotorregion des bla-Gens
Die Sequenz stammt aus dem Vektor pKK232-8 (Acc. # Ul13859). Die angegebenen
Positionen beziehen sich auf diese Acc. #.

5020-CGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAA
TATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGT -4887

6.4.2 Promotorregion des nptIII-Gens

Die Sequenz stammt aus dem Vektor pBinl9 (Acc. # U09365). Die angegebenen Positionen
beziehen sich auf diese Acc. #.
2085-CATAATTGTGGTTTCAAAATCGGCTCCGTCGATACTATGTTATACGCCAACTTTGAAAACAACTTTGAAA

AAGCTGTTTTCTGGTATTTAAGGTTTTAGAATGCAAGGAACAGTGAATTGGAGTTCGTCTTGTTATAATTAGCTT
CTTGGGGTATCTTTAAATACTGTAGAAAAGAGGAAGGAAATAATAA-2275

6.4.3 Promotorregion des lac-Operons

Die Sequenz stammt aus dem Vektor pBil01.2 (Acc. # U12668). Sie beinhaltet die pBi101.2
Vektor-DNA mit dem lac-Promotor von der Xmnl — bis zur HindIII-Restriktionsschnittstelle.
2208-ATTTCCGICAATATTTACCTTCCCTCCCTCAATCGGTTGAATGTCGCCCTTTTGTCTTTGGCCCAATACG
CAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGE

CAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCC-2497
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6.5 Alignments

6.5.1 Alignment der Sequenzierungen des Nos-Promotors

10 20 30 40 50 60
P Nos
NosP26-364
PpKKNoslux
pNoslux
70 80 90 100 110 120

P Nos CGA
NosP26-364
PpKKNoslux
pNoslux T

130 140 150 160 170 180
P Nos
NosP26-364
PpKKNoslux
pNoslux

190 200 210 220 230 240
P Nos
NosP26-364
PpKKNoslux
pNoslux

250 260 270 280 290 300
P Nos A
NosP26-364
PpKKNoslux
pNoslux

310 320 330 340 350 360
P Nos T C A
NosP26-364
PpKKNoslux
pNoslux

Abb. 52: Alignment der Promotorsequenz des P Nos nach Shaw (P Nos, 1984), des Sau3A-Fragments aus
pBin19 (NosP26-364) als Template-DNA fiir die PCR und des pKK- bzw. pBin-Konstrukts. Der
Basenaustausch von C nach T in pNoslux befindet sich an Position 9170 des pBinl9 (Acc. #
U09365).
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6.5.2 Alignment der Sequenzierungen des KCO1-Promotors

Keot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Kcot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Kcot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Kcot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Kcot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Kcot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

370 380 390 400 410 420
Kcot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

430 440 450 460 470 480
Kcot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Keot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Keot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Keot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Keot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Keol
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Kcot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Kcot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

910 920 930 940 950 960
Kcot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

970 980 990 1000 1010 1020
Kcot
PPK-Gus-4
PKKKcoTlux
pKcotlux

Abb. 53: Alignment der iibermittelten Promotorsequenz des P KCOI, der Template-
DNA pPK-Gus-4 fiir die PCR und des pKK- bzw. pBin-Konstrukts.
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6.5.3 Alignment der Sequenzierungen des KST1-Promotors

10 20 30 40 50 60 70 80
Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux
90 100 110 120 130 140 150 160

Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux

170 180 190 200 210 220 230 240
Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux

250 260 270 280 290 300 310 320
Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux

330 340 350 360 370 380 390 400
Kst1
PDKP3
PKKKSTlux
PKstlux

410 420 430 440 450 460 470 480
Kst1
PDKP3
PKKKSTlux
PKstlux
Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux
Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux

650 660 670 680 690 700 710 720
Kst1 c[T] - J7]a
PDKP3
PKKKSTlux
PKsttlux

730 740 750 760 770 780 790 800

Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux

Kstt

PDKP3
PKKKST1lux

PKstlux
Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
Kst1 - G G
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux
Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
Kst1
PDKP3 -
PKKKST1lux -
PKstlux -
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux
1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

Kst1
PDKP3
PKKKST1lux
PKstlux

Abb. 54: Alignment der iibermittelten Promotorsequenz des P KST1, der Template-DNA pDKP3 fiir
die PCR und des pKK- bzw. pBin-Konstrukts.
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