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A B S T R f l C T 
T r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n o f t h e h i s A g e n e in v t u o i n t h e 
a r c h a e b a c t e r i u m M e t h a n o c o c c u s u a n n i e l i i . a s d e t e r m i n e d b y n u c l e a s e 
S | a n d p r i m e r e x t e n s i o n a n a l y s e s , o c c u r s 7 3 b a s e p a i r s <bp) u p s t r e a m 
o f t h e t r a n s l a t i o n i n i t i a t i o n s i t e . B i n d i n g o f tL nannte!» RNA 
P o l y m e r a s e p r o t e c t s 4 3 b p o f DNA, f r o m 3 5 b p u p s t r e a m ( - 3 5 ) t o 8 
b p d o u i n s t r e a m <*8) o f t h e hisA m R N A i n i t i a t i o n s i t e , f r o m d i g e s t i o n b y 
D N a s e I a n d e x o n u c l e a s e I I I . A n A+T r i e h r e g i o n , u i i t h a s e q u e n c e 
u i h i c h c o n f o r m s t o t h e c o n s e n s u s s e q u e n c e f o r P r o m o t e r s o f s t a b l e 
R N A - e n c o d i n g g e n e s i n m e t h a n o g e n s , i s f o u n d a t t h e s a m e l o c a t i o n 
( - 2 5 ) u p s t r e a m o f t h e p o l y p e p t i d e - e n c o d i n g hisfi g e n e . I t appears 
t h e r e f o r e t h a t a T A T A - l i k e s e q u e n c e i s a l s o a n e l e m e n t o f P r o m o t e r s 
u i h i c h d i r e c t t r a n s c r i p t i o n o f p o l y p e p t i d e - e n c o d i n g g e n e s i n t h i s 
a r c h a e b a c t e r i u m . 

I M T R Q P U C T I Q N 

G e n e e x p r e s s i o n i s c o n t r o l l e d a t t h e l e v e l o f t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n 

b y t h e c h o i c e a n d f r e q u e n c y o f u s e o f P r o m o t e r s b y D N A - d e p e n d e n t 

RNA P o l y m e r a s e <RNAP>. I n F^rh»rirhi,» c o l i , t h e r e a r e t u i o DNA 

s e q u e n c e s c o n s e r u e d i n m o s t P r o m o t e r s , t h e h e p t a n u c l e o t i d e T A T A A T 6 

a n d t h e h e x a n u c l e o t i d e T T 6 A C A , l o c a t e d a p p r o x i m a t e l y 16 a n d 3 5 b p 

C - 1 8 a n d - 3 5 r e g i o n s ) , r e s p e c t i u e l y , u p s t r e a m o f t h e s i t e o f 

t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n . T h e - 1 8 r e g i o n w a s i d e n t i f i e d b y c o m p a r i s o n s 

o f DNA s e q u e n c e s p r o t e c t e d f r o m D N a s e I d i g e s t i o n b y b o u n d £. O l l i 

R N A P <1>. E x o n u c l e a s e I I I < e x o I I I ) p r o t e c t i o n e x p e r i m e n t s <2> a n d 

D N a s e I f o o t p r i n t i n g ( 3 ) r e u e a l e d t h a t R N A P a l s o b i n d s t o t h e - 3 5 

r e g i o n C f o r r e v i e u i , s e e <4>3. I n e u k a r y o t e s , P r o m o t e r s h a v e b e e n 

i d e n t i f i e d b y a n a l y s e s o f t r a n s c r i p t i o n d i r e c t e d b y m u t a t e d DNA 

s e q u e n c e s i n c e l l - f r e e t r a n s c r i p t i o n S y s t e m s a n d f o l l o u r i n g t h e i r 

i n t r o d u e t i o n i n t o e u k a r y o t i c c e l l s b y t r a n s f o r m a t i o n , t r a n s f e c t i o n o r 

i n j e c t i o n o f o o c y t e s <5-8>. S u c h s t u d i e s h a v e r e v e a l e d t h a t a n A+T 

r i e h s e q u e n c e u p s t r e a m o f p o l y p e p t i d e - e n c o d i n g g e n e s < t h e T A T A b o x > 

a n d s e q u e n c e s m i t h i n t R N A - e n c o d i n g g e n e s , t r a n s c r i b e d b y RNA 

p o l y m e r a s e s I I a n d I I I r e s p e c t i u e l y , a r e n e c e s s a r y f o r a c c u r a t e 
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i n i t i a t i o n o f t r a n s c r i p t i o n o f t h e s e g e n e s i n e u k a r y o t e s . T h e e v i d e n c e 

t o d a t e i n d i c a t e s t h a t a r c h a e b a c t e r i a h a v e o n l y o n e f o r m o f R N A P 

( 9 , 1 8 ) , s o t h a t , a s i n e u b a c t e r i a l P r o m o t e r s , s e q u e n c e s o f 

a r c h a e b a c t e r i a l P r o m o t e r s f o r s t a b l e RNA g e n e s a n d f o r 

p o l y p e p t i d e - e n c o d i n g g e n e s m i g h t b e e x p e c t e d t o h a u e c o m m o n 

e l e m e n t s u i h i c h d i r e c t R N A P b i n d i n g . T h e o n l y b i n d i n g r e g i o n s s o f a r 

d e t e r m i n e d f o r a n a r c h a e b a c t e r i a l R N A P a r e u p s t r e a m o f t u i o 

C l u s t e r s o f s t a b l e RNA g e n e s in i t u a n m e l i i <11). I n t h e s e c a s e s , 

R N A P p r o t e c t s t h e r e g i o n o f DNA f r o m - 3 1 t o -»-18 r e l a t i v e t o t h e s i t e 

o f t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n f r o m e x o I I I d i g e s t i o n . T h e s e p r o t e c t e d 

r e g i o n s c o n t a i n v e r s i o n s o f t h e o c t a n u c l e o t i d e , 5 ' T T T A X A T A . T h i s 

h i g h l y c o n s e r v e d sequence« f o u n d a p p r o x i m a t e l y 2 5 b p u p s t r e a m o f 

t h e s i t e o f t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n o f s t a b l e RNA g e n e s i n t h e 

g e n o m e s o f m e m b e r s o f b o t h p h y l o g e n e t i c b r a n c h e s o f t h e 

a r c h a e b a c t e r i a (11 -13>, c o n f o r m s t o t h e T A T A - b o x m o t i f o f P r o m o t e r s 

u s e d b y e u k a r y o t i c R N A P I I a n d a p p e a r s t o b e a c o n s e n s u s e l e m e n t 

o f P r o m o t e r s o f a r c h a e b a c t e r i a l s t a b l e RNA g e n e s . S u g g e s t i o n s f o r 

P r o m o t e r s f o r p o l y p e p t i d e - e n c o d i n g g e n e s i n a r c h a e b a c t e r i a h a v e b e e n 

b a s e d o n l y o n S j a n a l y s i s a n d t h e i d e n t i f i c a t i o n o f c o n s e r v e d 

s e q u e n c e s u p s t r e a m o f s u c h a r c h a e b a c t e r i a l g e n e s <14-17>. T h e 

v a l i d i t y o f t h e s e s e q u e n c e s a s P r o m o t e r s u i i l l r e m a i n u n c e r t a i n u n t i l 

t h e i r l o c a t i o n r e l a t i v e t o t h e S i t e s o f t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n b e c o m e 

k n o u i n a n d t h e i r a b i l i t y t o b i n d R N A P i s d e m o n s t r a t e d . N e r e p o r t 

h e r e t h e s i t e o f t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n in v i u o a n d t h e s i t e o f R N A P 

b i n d i n g in v i t r o u p s t r e a m o f t h e ÜLSLA g e n e o f M . u a n n i e - l i i . A s 

a n t i c i p a t e d , t h i s R N A P b i n d i n g s i t e d o e s contain« a t t h e a p p r o p r i a t e 

location« a DNA s e q u e n c e u i h i c h c o n f o r m s t o t h e T A T A c o n s e n s u s 

s e q u e n c e i d e n t i f i e d <U> a s a c o m p o n e n t o f P r o m o t e r s o f g e n e s 

e n c o d i n g s t a b l e R N A s i n t h i s a r c h a e b a c t e r i u m . 

M A T E R I A L S A N D M E T H Q D S 

R N A P o l y m e r a s e p u r i f i c a t i o n . 

T h e p u r i f i c a t i o n w a s p e r f o r m e d a n a e r o b i c a l l y . E n z y m e a s s a y s a n d 

S D S - P A G E p r o c e d u r e s h a v e b e e n d e s c r i b e d <18>. t± u a n n i e l i i c e l l p a s t e 

<48g u i e t u i e i g h t ) u i a s r e s u s p e n d e d in 8 8 m l b u f f e r A C 4 M N a C l , 1 0 m M 

M g C l 2 , 5 8 m M T r i s - H C l < p H 7 . 5 ) l a n d t h e c e l l s d i s r u p t e d b y P a s s a g e 

t h r o u g h a F r e n c h p r e s s u r e c e l l a t 2 0 , 8 8 8 P S I ( 1 3 8 M P a ) . T h e c r u d e 

e x t r a c t u i a s c l e a r e d b y l o u i - s p e e d c e n t r i f u g a t i o n a n d a p p l i e d t o a 

p h e n y l - s e p h a r o s e c o l u m n <3 X 15cm> e q u i l i b r a t e d i n b u f f e r A. A f t e r 

u i a s h i n g u i i t h 3 c o l u m n v o l u m e s o f b u f f e r A , t h e R N A P u i a s e l u t e d 

u i i t h b u f f e r B ( b u f f e r A u i i t h t h e N a C l c o n c e n t r a t i o n d e c r e a s e d t o 

1M>. A c t i v e f r a c t i o n s u i e r e c o m b i n e d * d i a l y s e d a g a i n s t p u r i f i c a t i o n 



b u f f e r ( b u f f e r A u i i t h 5 8 m M K C l r e p l a c i n g N a C l ) a n d f u r t h e r p u r i f i e d 

b y c h r o m a t o g r a p h y t h r o u g h D E A E - c e l l u l o s e a n d h e p a r i n - c e l l u l o s e 

c o l u m n s a s p r e v i o u s l v d e s c r i b e d (19 ) . A c t i v e f r a c t i o n s o f R N A P f r o m 

t h e h e p a r i n - c e l l u l o s e c o l u m n u i e r e c o n c e n t r a t e d b y u l t r a f i l t r a t i o n , 

p a s s a g e d t h r o u g h a T S K 3 0 0 8 m o l e c u l a r s i e v e F P L C c o l u m n ( L K B > a n d 

f i n a l l y p u r i f i e d b y c h r o m a t o g r a p h y t h r o u g h a M o n o Q a n i b n - e x c h a n g e 

F P L C c o l u m n ( P h a r m a c i a ) . 

DNA probes. 
P l a s m i d p E T 8 8 S ( F i g u r e 1) i s a d e r i v a t i v e o f PÜC8 c o n t a i n i n g a 2 . 9 K b p 

i n s e r t i o n o f Jbl uanniglü DNA u i h i c h i n c l u d e s t h e e n t i r e h i s A g e n e , t h e 

c a r b o x y - t e r m i n u s o f a n u p s t r e a m O R F ( 0 R F 5 4 7 ) a n d t h e a m i n o -

1^ 
ü . v a n n i e l i i DNA P U C 8 DNA 

0 R F 5 4 7 

S | « a p p i n g 
*Iag i-itaje I I I 
*Xmn l~Hae I I I 
P r i m e r Extension 
* X m n I-UEh I 

l H a s e I f o o t p r i n t i n g 

*Ias l-amn I * = = = = 
E x o I I I f o o t p r i n t i n g 
*Xag I-Xmn I + = 
*Iag I-Hafi III = = 

O R F 
Üi&A >148 

Üi&A 

F i g u r e 1. P r o b e s f o r S t p r o t e c t i o n , p r i m e r e x t e n s i o n a n d f o o t p r i n t i n g 
e x p e r i m e n t s D o u b l e - s t r a n d e d , s i n g l y e n d - l a b e l e d D N A p r o b e s u i e r e 
prepareä as d e s c r i b e d ( 2 8 ) T h e p r o b e s u i e r e l a b e l e d o n l y a t t h e 5 ' 
e n d o f t h e r e s t r i c t i o n S i t e s m a r k e d u i i t h a s t e r i s k s <*>. T h e D N A 
s e q u e n c e o f t h e Jü. «jannielii D N A i n p E T 8 8 5 h a s b e e n p u b l i s h e d 
( 1 5 , 1 8 , 1 9 ) . B o x e s i n d i c a t e t h e p o l y p e p t i d e - e n c o d i n g r e g i o n s - w h i t e 
b o x e s i n d i c a t e g e n e s u i i t h i n t h e c l o n i n g v e c t o r p U C 8 D N A , a n d b l a c k 
b o x e s i n d i c a t e g e n e s u i i t h i n t h e fcl. v a n n i e l t i D N A . T h e R N A I a n d R N A I I 
t r a n s c r i p t s o f t h e r e p l i c a t i o n o r i g i n ( O R I ) o f p U C 8 a r e s h o u i n . T h e 
JjaLBl f r a g m e n t s p a n n i n g t h e QRF547-tüSLA i n t e r g e n i c r e g i o n i s 4 6 2 b p i n 
l e n g t h ; r e s t r i c t i o n s i t e s m a r k e d a r e T a g l ( T ) , H a j e i l l ( H ) , K ß l l l ( K ) , 
H B h l ( P ) , a n d Xmnl ( X ) . 



t e r m i n u s o f a d o u i n s t r e a m O R F (ORF>140) ( 1 5 , 2 0 , 2 1 ) . S i n g l y e n d - l a b e l e d 

DNA m o l e c u l e s u s e d f o r p r o t e c t i o n , p r i m e r e x t e n s i o n , D N a s e I a n d 

e x o I I I f o o t p r i n t i n g e x p e r i m e n t s u i e r e p r e p a r e d f r o m P E T 8 8 5 b y 

S t a n d a r d m e t h o d s ( 2 2 ) . T h e p r o b e s u s e d a n d t h e i r r e l a t i o n s h i p s t o 

t h e 0RF547-üisA, i n t e r g e n i c r e g i o n a r e s h o u i n i n F i g u r e 1. 

N u c l e a s e S j p r o t e c t i o n 

N u c l e a s e p r o t e c t i o n e x p e r i m e n t s u i e r e p e r f o r m e d a s d e s c r i b e d ( 2 3 ) . 

S i n g l y 5 ' e n d - l a b e l e d p r o b e D N A s (<*3 X 1 8 * d p m ) u i e r e m i x e d u i i t h 

2 5 8 j u i g R N A ( i s o l a t e d f r o m e i t h e r tL u*nfii«»lii o r £. c o l i x 7 6 0 ( 18 ) 

c o n t a i n i n g P l a s m i d p E T 8 8 5 b y e x t r a c t i o n u i i t h h o t p h e n o l ) , p r e c i p i t a t e d 

b y a d d i t i o n o f e t h a n o l , p e l l e t e d b y c e n t r i f u g a t i o n , d r i e d , r e d i s s o l v e d 

i n 3 8 j u l h y b r i d i z a t i o n b u f f e r C 4 8 m M P I P E S , I m M N a 2 E D T A , 4 8 8 m M N a C l , 

a n d 8 8 2 d e i o n i z e d f o r m a m i d e ( p N 6 . 4 ) 3 a n d i n c u b a t e d a t 80°C f o r 1 8 m i n . 

R e a c t i o n m i x t u r e s u i e r e c o o l e d s l o u i l y t o t h e h y b r i d i z a t i o n 

t e m p e r a t u r e ( 42 °C ) , h y b r i d i z a t i o n a l l o u i e d f o r 1 6 h , i c e - c o l d n u c l e a s e 

S | S o l u t i o n a d d e d C 1 8 0 - 5 0 8 u n i t s S j n u c l e a s e i n 2 8 8 m M N a C l , 4 . 5 m M 

ZnSÜ4, 5 8 m M N a a c e t a t e , 2 8 j u g s o n i c a t e d s a l m o n s p e r m D N A / m l 

<pH4 .6 )H , i n c u b a t i o n c o n t i n u e d a t 37°C f o r 3 8 m i n a n d t h e n s t o p p e d b y 

P h e n o l e x t r a c t i o n . C a r r i e r s a l m o n s p e r m DNA ( 1 0 j u g ) u i a s a d d e d a n d 

s a m p l e s p r e p a r e d f o r e l e c t r o p h o r e s i s b y e t h a n o l p r e c i p i t a t i o n , 

c e n t r i f u g a t i o n , u i a s h i n g u i i t h 7 0 2 e t h a n o l a n d l y o p h i l i z a t i o n . T h e d r i e d 

D N A s u i e r e d i s s o l u e d i n 5JUL1 e l e c t r o p h o r e s i s b u f f e r ( 2 3 ) , h e a t e d t o 

98 °C f o r 5 m i n a n d v i s u a l i z e d b y a u t o r a d i o g r a p h y f o l l o u i i n g t h e i r 

S e p a r a t i o n b y e l e c t r o p h o r e s i s t h r o u g h 6% P o l y a c r y l a m i d e s e q u e n c i n g 

g e l s . 

P r i m e r e x t e n s i o n a n a l y s e s . 
P r i m e r e x t e n s i o n a n a l y s e s u i e r e p e r f o r m e d a s d e s c r i b e d ( 2 4 ) . tL 

u A n n i ^ l i i R N A < l 8 8 - 2 5 8 j u i g ) u i a s m i x e d u i i t h s i n g l y e n d - l a b e l e d DNA p r o b e 

( - 4 X 1 0 * d p m ) , l y o p h i l i z e d , d i s s o l v e d i n 2 8 j u g h y b r i d i z a t i o n b u f f e r , 

i n c u b a t e d a t 88°C f o r 5 m i n a n d h y b r i d i z a t i o n a l l o u i e d a t 42°C f o r 1 6 h . 

N u c l e i c a c i d s i n t h e m i x t u r e u i e r e t h e n e t h a n o l p r e c i p i t a t e d , u i a s h e d 

u i i t h 7 0 2 e t h a n o l , d r i e d , r e d i s s o l v e d i n 1 0 j u l 4 0 0 m M N a C l , 1 0 m M P I P E S 

( P H 6 . 4 > , d i l u t e d u i i t h 88JUL1 r e v e r s e t r a n s c r i p t a s e b u f f e r C 1 8 m M 

d i t h i o t h r e i t o l , 6 m M M g C l g , 2 5 j u g a c t i n o m y c i n D / m l , 8 . 5 m M d A T P , d C T P , 

d 6 T P a n d d T T P , a n d 5 8 m M T r i s - N C l ( P N 8 . 2 ) 1 , 5 u n i t s o f A M U r e v e r s e 

t r a n s c r i p t a s e a d d e d a n d t h e m i x t u r e i n c u b a t e d f o r l h a t 42°C. 

S a m p l e s u i e r e p r e p a r e d f o r e l e c t r o p h o r e s i s t h r o u g h 6 2 P o l y a c r y l a m i d e 

s e q u e n c i n g g e l s b y p h e n o l e x t r a c t i o n , e t h a n o l p r e c i p i t a t i o n * , e t h a n o l 

u i a s h i n g a n d d e n a t u r a t i o n i n 5 j u l s a m p l e b u f f e r a t 98 °C f o r 5 m i n . 

F i l t e r - b i n d i n q a s s a y s 

F i l t e r - b i n d i n g e x p e r i m e n t s u i e r e p e r f o r m e d u s i n g a m o d i f i c a t i o n o f t h e 



p u b l i s h e d p r o c e d u r a <25). M a j e J I l a n d X a a l ' E s A I g e n e r a t e d r e s t r i c t i o n 

f r a g m e n t s u i e r e d e p h o s p h o r y l a t e d a n d 5 ' e n d - l a b e l e d u i i t h « 3 2 P - A T P 

u s i n g p o l y n u c l e o t i d e k i n a s e . L a b e l e d DNA f r a g m e n t s X 1 8 * d p m ) 

u i e r e m i x e d u i i t h i - 1 8 j u g R N A P i n a 1 8 8 j u l r e a c t i o n m i x t u r e c o n t a i n i n g 

1 8 8 m M K C l , 1 8 m M M g C i g , 8 l m M N a g E D T A , 8 . 1mM d i t h i o t h r e i t o l , 58 ju ig 

b o v i n e s e r u m a l b u m i n ( B S A V m l , a n d 1 8 m M T r i s - N C l <pH8>. C o m p l e x e s 

u i e r e a l l o u i e d t o f o r m a t 37°C f o r 5 m i n ; A T P , G T P , a n d C T P u i e r e a d d e d 

< f i n a l c o n c e n t r a t i o n s o f 167 juM> , i n c u b a t i o n c o n t i n u e d f o r 5 m i n , t h e 

r e a c t i o n m i x t u r e s c o o l e d o n i c e a n d t h e n f i l t e r e d s l o u i l y t h r o u g h 

p r e b o i l e d n i t r o c e l l u l o s e f i l t e r s C S c h e i c h e r a n d S c h u l l ; N A - 4 5 , l e r n 

d i a m e t e r ) . T h e f i l t e r s u i e r e u i a s h e d u i i t h 5 8 8 j u l i c e - c o l d b u f f e r . DNA 

r e t a i n e d b y t h e f i l t e r s u i a s e l u t e d b y i n c u b a t i o n a t 37°C f o r l h i n 

4 8 8 j n l 8 . 2 2 <ui /u> S D S , 2 8 m M T r i s - N C l <pH8) , e x t r a c t e d u i i t h 5 0 8 j u l 

5 8 - 4 8 : 2 p h e n o l - c h l o r o f o r m i s o a m y l a l c o h o l , p r e e i p i t a t e d b y a d d i t i o n o f 

s o d i u m a c e t a t e t o 2 5 8 m M a n d 2 . 5 v o l u m e s o f e t h a n o l , p e l l e t e d , 

l y o p h i l i z e d , r e d i s s o l u e d i n 2 8 j u l g e l s a m p l e b u f f e r a n d v i s u a i i z e d b y 

a u t o r a d i o g r a p h y f o l l o u i i n g e l e c t r o p h o r e s i s t h r o u g h 5 2 P o l y a c r y l a m i d e 

g e l s . E x p o s u r e s o f a u t o r a d i o g r a m s , m e a s u r e d u s i n g a Z e n i t h s c a n n i n g 

l a s e r d e n s i t o m e t e r , u i e r e q u a n t i t a t e d u s i n g t h e 6 E L S C A N a n d F I L T E R 

p r o g r a m s r u n o n a n A p p l e I l e C o m p u t e r . 

D N a s e I f o o t p r i n t i n g . 

D N a s e I f o o t p r i n t i n g u i a s p e r f o r m e d u s i n g a m o d i f i c a t i o n o f t h e 

p u b l i s h e d p r o c e d u r e < 2 6 , 2 7 ) . T h e a m o u n t o f D N a s e I r e q u i r e d f o r a 

p a r t i a l d i g e s t i o n o f e a c h DNA p r o b e u i a s d e t e r m i n e d b y t i t r a t i o n i n 

r e a c t i o n m i x t u r e s i d e n t i c a l t o t h e f o o t p r i n t i n g r e a c t i o n m i x t u r e s 

e x c e p t t h a t R N A P u i a s o m i t t e d . D N a s e I s t o c k S o l u t i o n s a n d d i l u t i o n s 

u i e r e i n T M K b u f f e r C 5 8 m M K C l , 1 8 m M M g C l g , 5 8 2 <v^v ) g l y c e r o l a n d 

5 8 m l i T r i s - N C l < P H 8 ) D F o o t p r i n t i n g r e a c t i o n m i x t u r e s <180 ju l ) 

c o n t a i n e d p r o b e DNA < - l X 1 8 4 d p m ) , 5 8 m M K C l , 1 8 m M M g C l 2 , 8 i m M 

N a p E D T A , 5 8 8 j u g B S A / m l a n d 2 8 m M T r i s - N C l ( p H 8 ) . A f t e r p r e i n e u b a t i o n 

u i i t h R N A P <0 .1 -18 jug ) a t 38°C f o r 1 8 m i n , 5 j u l o f a p p r o p r i a t e l y d i l u t e d 

D N a s e I S o l u t i o n u i a s a d d e d a n d i n c u b a t i o n c o n t i n u e d f o r 2 m i n . S t o p 

S o l u t i o n < 1 8 8 j u l ; 1 8 8 m M N a g E D T A , 6 8 8 m M N H 4 a c e t a t e , 2 8 J U O s o n i c a t e d 

s a l m o n s p e r m D N A / m l ) u i a s a d d e d , t h e r e a c t i o n s c o o l e d o n i c e , n u c l e i c 

a c i d s e x t r a c t e d u i i t h p h e n o l - c h l o r o f o r r r v i s o a m y l a l c o h o l , p r e e i p i t a t e d 

a n d u i a s h e d u i i t h e t h a n o l , l y o p h i l i z e d , r e d i s s o l v e d i n 5 j u l s a m p l e b u f f e r 

a n d M i s u a l i z e d b y a u t o r a d i o g r a p h y f o l l o u i i n g e l e c t r o p h o r e s i s t h r o u g h 

6 2 P o l y a c r y l a m i d e s e q u e n c i n g g e l s . 

E x o n u c l e i s e I I I f o o t p r i n t i n g . 

E x o I I l p r o t e c t i o n a s s a y s u i e r e p e r f o r m e d u s i n g a m o d i f i c a t i o n o f t h e 

p u b l i s h e d p r o c e d u r e < 2 8 - 3 8 ) . T h e a m o u n t o f e x o I I I r e q u i r e d f o r 

c o m p l e t e d i g e s t i o n o f e a c h p r o b e u i a s d e t e r m i n e d i n r e a c t i o n m i x t u r e s 
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F i g u r e 2 . S D S - P A 6 E o f p u r i f i e d M . v a n n i e l i i R N A P o l y m e r a s e . M . 
v a n n i e l i i R N A P w a s p u r i f i e d a n d f r a c t i o n s f r o m t h e f i n a l 
C h r o m a t o g r a p h i e s t e p , F P L C M o n o Q , u i e r e a s s a y e d f o r e n z y m e a c t i v i t y 
b y p o l y m e r i z a t i o n o f 3 H - U T P i n t o T C A p r e c i p i t a b l e m a t e r i a l u s i n g a 
P o l y ( d A : d T ) t e m p l a t e , a n d f o r p u r i t y b y S D S - P A G E . T h e f i r s t l a n e o f 
t h e g e l i s t h e p a r t i a l l y p u r i f i e d m a t e r i a l a p p l i e d t o t h e M o n o Q 
c o l u m n , f o l l o u u e d b y f r a c t i o n s e l u t e d f r o m t h e c o l u m n . T h e r i g h t m o s t 
l a n e i s p u r i f i e d E . c j o l i R N A P . T h e e n z y m a t i c a c t i v i t i e s o f t h e m a t e r i a l 
i n t h e c o l u m n f r a c t i o n s a n a l y z e d i n t h e g e l a r e s h o u i n i n t h e g r a p h 
a b o v e t h e c o r r e s p o n d i n g g e l l a n e . 

i d e n t i c a l t o t h o s e u s e d f o r f o o t p r i n t i n g , e x c e p t t h a t R N A P u i a s 

o m i t t e d . F o o t p r i n t i n g r e a c t i o n m i x t u r e s < 1 8 8 j u l ) c o n t a i n e d p r o b e D N A 

< - l X 1 8 4 d p m ) i n t h e b u f f e r u s e d f o r D N a s e I f o o t p r i n t i n g . S e r i a l 

d i l u t i o n s o f R N A P u i e r e p r e p a r e d i n T M K b u f f e r a n d l j u l a l i q u o t s o f 

R N A P S o l u t i o n s a d d e d t o e a c h r e a c t i o n m i x t u r e . A f t e r 1 0 m i n 

i n c u b a t i o n a t 3 7 ° C , e x o I I I ( u s u a l l y 8 8 u n i t s ) u i a s a d d e d a n d i n c u b a t i o n 

c o n t i n u e d f o r 1 8 m i n . R e a c t i o n s u i e r e s t o p p e d a n d t h e p r o d u e t s 

a n a l y z e d b y a u t o r a d i o g r a p h y f o l l o u i i n g e l e c t r o p h o r e s i s a s d e s c r i b e d 

a b o v e f o r D N a s e 1 f o o t p r i n t i n g . 

R E S U L T S 

P u r i f i c a t i o n o f M e t h a n o c o c c u s v a n n i e l i i D N A - d e p e n d e n t R N A P o l y m e r a s e . 
t± v a n n i e l i i R N A P u i a s e n r i c h e d a n a e r o b i c a l l y b y S t a n d a r d c o l u m n 

C h r o m a t o g r a p h i e p r o c e d u r e s a n d f i n a l l y p u r i f i e d b y F P L C . E i g h t 



F i g u r e 3 . a n d p r i m e r e x t e n s i o n a n a l u « ; p < ; A . A n a u t o r a d i o g r a m o f 

t h e S i a n a l y s i s u s i n g t h e * X a g I / M a j £ l I I p r o b e a n d £1. v a n n i e l i i R N A . 
r e s i s t a n t m a t e r i a l i s s h o u i n i n l a n e ' S l \ G a n d A s p e c i f i c D N A 
s e q u e n c i n g r e a c t i o n s o f t h e s a m e p r o b e a r e s h o u i n i n l a n e s ' G * a n d 
* A ' , r e s p e c t i v e l y . A r r o u i s i n d i c a t e t h e p o s i t i o n s o f r e s i s t a n t 

m a t e r i a l . B . a n a l y s i s u s i n g t h e *&coQl' /XäLgI p r o b e u i i t h e i t h e r £1. 
v a n n i e l i i R N A C M v S D o r £. c j i ü R N A C E c SV>. A r r o u i s i n d i c a t e t h e 
p o s i t i o n s o f r e s i s t a n t m a t e r i a l . T h e u p p e r a r r o u i i n d i c a t e s t h e 
p r e d o m i n a n t b a n d r e s u l t i n g f r o m p r o t e c t i o n o f t h e p r o b e b y R N A f r o m 
L . jCoJLi c o n t a i n i n g P l a s m i d p E T 8 8 5 . T h e l o u i e r t u i o a r r o u i s i n d i c a t e t h e 
b a n d s r e s u l t i n g f r o m p r o t e c t i o n o f t h e p r o b e b y £1 v a n n i e l i i R N A . A 
a n d T s p e c i f i c D N A s e q u e n c i n g r e a c t i o n s o f t h e s a m e p r o b e a r e s h o u i n 
i n l a n e s * A ' a n d r T * , r e s p e c t i u e l y . C P r i m e r e x t e n s i o n a n a l y s i s u s i n g 
t h e * X m n I / J i B l l I p r o b e a n d £ 1 v a n n i e l i i R N A . L a n e s l a b e l e d * X m u I > l i l 2 J } I 
* G ' a n d ' A * a r e 6 a n d A s p e c i f i c s e q u e n c i n g r e a c t i o n s o f t h e p r o b e 
D N A . U n t r e a t e d p r o b e D N A i s s h o u i n u n d e r ' P R O B E ' , a n d t h e p r i m e r 
e x t e n s i o n r e a c t i o n i s s h o u i n u n d e r * P E ' . T h e a r r o u i i n d i c a t e s t h e 
p r i m e r e x t e n s i o n p r o d u c t i n l a n e * P E * . T h e l a n e s m a r k e d * & i m l ' ä y j a l l l 
* 6 ' a n d * A ' a r e 6 a n d A s p e c i f i c s e q u e n c i n g r e a c t i o n s o f a l o n g e r 
* X m n I / Ö W L a I I I D N A f r a g m e n t l a b e l e d a t t h e s a m e s i t e a s u s e d i n t h e 

X m n l / h l e i l l p r o b e a n d s e r v e a s P o s i t i o n S t a n d a r d s f o r t h e p r i m e r 
e x t e n s i o n p r o d u c t . 
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F i g u r e 4 F i l t e r - b i n d i n q o f P E T 9 8 5 D N A f r a g m e n t s u i i t h R N A P . 
E n d - l a b e l e d r e s t r i c t i o n d i g e s t s o f p E T 8 8 5 D N A u j e r e a l l o u i e d t o b i n d I d . 
v a n n i e l i i o r £. c^iü R N A P . F o l l o u i i n g f i l t r a t i o n , D N A f r a g m e n t s i n t h e 
f i l t r a t e s a n d r e t a i n e d b y t h e n i t r o c e l l u l o s e f i l t e r s u i e r e s e p a r a t e d 
b y e l e c t r o p h o r e s i s a n d u i s u a l i z e d b y a u t o r a d i o g r a p h y . R e s u l t s 
o b t a i n e d u s i n g £1. v a n n i e l i i R N A P O M . v R N A P ' ) u u i t h <A) JbLaßill d i g e s t s 
a n d <B) La&I/E_zLl d i g e s t s o f p E T 8 8 5 a r e s h o u i n . <C) R e s u l t s o b t a i n e d 
u s i n g L . R N A P C E . c . R N A P ' ) u i i t h a X a g l / E j s L t l d i g e s t o f p E T 8 8 5 . T h e 
D N A s r e t a i n e d b y t h e f i l t e r s u i i t h R N A P a n d u i i t h o u t R N A P a d d e d a r e 
i n d i c a t e d b y a n d K - \ r e s p e c t i v e l y , u n d e r t h e h e a d i n g ' F I L T E R - B O U N D 
D N A ' . K F I L T R A T E ' i s t h e D N A u i h i c h p a s s e d t h r o u g h t h e f i l t e r i n t h e 
a b s e n c e o f R N A P . A r r o u i s t o t h e l e f t o f t h e l a n e s i n d i c a t e D N A 
f r a g m e n t s u i h i c h a r e p r e f e r e n t i a l l y r e t a i n e d b y f i l t e r s i n t h e 
p r e s e n c e o f R N A P . D N A f r a g m e n t d e s i g n a t i o n s a r e g i v e n t o t h e r i g h t 
o f t h e ' F I L T R A T E ' l a n e s ( s e e F i g u r e 5 f o r r e s t r i c t i o n m a p s ) . 

P o l y p e p t i d e s c o - p u r i f i e d u i i t h t h e e n z y m a t i c a c t i v i t y t h r o u g h a l l t h e 

C h r o m a t o g r a p h i e s t e p s ( F i g u r e 2). T h e s e P o l y p e p t i d e s a r e t h e r e f o r e 
a s s u m e d t o be c o m p o n e n t s o f t h e tL v a n n i e l i i R N A P . 

L o c a l i z a t k m o f t h e in v i v o s i t e o f t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n . 

T h e sstisc o f t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n o f t h e b i s j A g e n e in v i v o u i e r e 
d e t e r m i n e d u s i n g Sj a n d p r i m e r e x t e n s i o n a n a l y s e s u i i t h R N A e x t r a c t e d 
f r o m tL. v a n n i e l i i a n d f r o m EL. cjalix768 c o n t a i n i n g P l a s m i d pET805 
C F i g u r e 3). T h e Sj a n a l y s e s s u g g e s t e d t h a t t h e r e u i e r e t u i o 

t r a n s c r i p t i o n s t a r t s i t e s f o r t h e hLsfi g e n e in tL v a n n i e l i i C F i g u r e 3A>, 
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F i g u r e 5 . Q u a n t i t ä t e n o f f i l t e r - b i n d i n g r e s u l t s u i i t h M_ v a n n i e l i i R N A P . 
T h e a m o u n t o f e a c h D N A f r a g m e n t b o u n d f i g u r e 4 u i a s q u a n t i t a t e d b y 
d e n s i t o m e t r y a n d i s p l o t t e d a s a h i s t i o g r a m . R e l a t i v e a m o u n t s o f 
b i n d i n g a r e s h o u i n i n a r b i t r a r y u n i t s . T h e O r g a n i z a t i o n o f g e n e s i n 
P E T 8 8 5 <11 ,14 ,15> i s p r e s e n t e d a b o v e t h e Maj»III a n d X a g l / E s l I 
r e s t r i c t i o n m a p s o f p E T 8 8 5 . D N A f r a g m e n t s a r e l a b e l e d a s i n 
F i g u r e 4 . 

l o c a t e d 6 4 a n d 7 3 b p u p s t r e a m o f t h e A T 6 t r a n s l a t i o n i n i t i a t i o n 

c o d o n . T h e r e l a t i v e s t r e n g t h o f t h e t u i o S i g n a l s , h o u i e v e r , v a r i e d 

s o m e u u h a t u i i t h t h e RNA p r e p a r a t i o n a n d o n l y t h e s t a r t s i t e 7 3 b p 

u p s t r e a m o f t h e h is .A A T 6 c o d o n u i a s d e t e c t e d i n p r i m e r e x t e n s i o n 

e x p e r i m e n t s < F i g u r e 3C>. A n a l y s i s o f t h e DNA s e q u e n c e p r o v i d e s a n 

e x p l a n a t i o n f o r t h e d e t e c t i o n o f a n a p p a r e n t a d d i t i o n a l s t a r t s i t e , 

u s i n g t h e p r o t e c t i o n p r o c e d u r e , a t t h e 6 4 b p P o s i t i o n . T h e 

s e q u e n c e i n t h i s r e g i o n i s 5 ' 6 T T T T A A A T 6 T T T T A A A T 3 ' i n u i h i c h t h e m o s t 

5 ' 6 i s t h e t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n s i t e i d e n t i f i e d a t 7 3 b p r e l a t i v e t o 

t h e A T 6 t r a n s l a t i o n i n i t i a t i o n c o d o n . T h e s e c o n d G i n t h e s e q u e n c e 

s h o u i n i s a t t h e 6 4 b p P o s i t i o n . A s t h e s e q u e n c e i s a t a n d e m r e p e a t , 

a t r a n s c r i p t i n i t i a t e d a t t h e 7 3 b p P o s i t i o n c o u l d e i t h e r h y b r i d i z e 

t h r o u g h o u t t h e l e n g t h o f t h i s r e g i o n o r c o u l d f o r m a l o o p a n d 

h y b r i d i z e u i i t h i t s 5 ' e n d p a i r e d u i i t h t h e 6 a t P o s i t i o n 6 4 . F o r m a t i o n 

o f t h e s e a l t e r n a t i v e h y b r i d i z a t i o n p r o d u c t s u i o u l d i n d i o a f c e , a s s e e n i n 

F i g u r e 3 A , t h a t t h e r e a r e t u i o s i t e s f o r t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n u i h e n 

i n v e s t i g a t e d b y S} p r o t e c t i o n p r o c e d u r e s . 

S j n u c l e a s e p r o t e c t i o n s t u d i e s u s i n g RNA f r o m £. c o l i c e l l s c o n t a i n i n g 

P E T 8 0 5 i n d i c a t e d o n e p r e d o m i n a n t s i t e o f t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n 9 4 b p 
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F i g u r e 6 . D N a s e 1 f o o t p r i n t i n g . R N A P D N A c o m p l e x e s u i e r e p r e p a r e d 
u i i t h t h e * X Ä g I / X m n I p r o b e , f o l l o u i e d b y p a r t i a l D N a s e I d i g e s t i o n , 
e l e c t r o p h o r e s i s o f t h e D N A t h r o u g h 67. P o l y a c r y l a m i d e s e q u e n c i n g g e l s 
a n d a u t o r a d i o g r a p h y . L a n e ' G * i s a G s p e c i f i c D N A s e q u e n c i n g r e a c t i o n 
o f t h e p r o b e D N A . L a n e s u n d e r t h e ' D N a s e I t i t r a t i o n ' h e a d i n g a r e 
p a r t i a l D N a s e I d i g e s t s o f p r o b e D N A i n t h e a b s e n c e o f R N A P , t + M . y _ a Q 
R N A P ' l a n e s a r e r e a c t i o n s c o n t a i n i n g p r o b e D N A c o m p l e x e d u i i t h fcl 
v a n n i e l i i R N A P a n d ' + E . c j o l i R N A P * l a n e s a r e r e a c t i o n s c o n t a i n i n g p r o b e 
D N A c o m p l e x e d u i i t h £. c o l i R N A P . T h e n u m b e r s a b o v e e a c h l a n e r e f e r 
t o t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e s t o c k S o l u t i o n o f D N a s e I u s e d i n e a c h 
r e a c t i o n ( j u g D N a s e I / m l ) . F o o t p r i n t s a r e b r a c k e t e d a n d t h e e d g e s o f 
t h e f o o t p r i n t s a r e l a b e l e d t o i n d i c a t e t h e i r p o s t i o n s r e l a t i v e t o t h e 
s i t e s o f t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n . 



u p s t r e a m o f t h e A T G c o d o n o f h i s A a n d s e v e r a l l e s s f r e q u e n t l y 

u t i l i z e d s i t e s f o r t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n < F i g u r e 3B>. 

I d e n t i f i c a t i o n o f R N f l P b i n d i n g S i t e s , . 

F i l t e r - h i n d i r m a s s a u s T h e a p p r o x i m a t e l o c a t i o n s o f R N A P b i n d i n g s i t e s 

i n P E T 8 0 5 u i e r e d e t e r m i n e d b y b i n d i n g D N A - R N A P c o m p l e x e s t o 

n i t r o c e l l u l o s e f i l t e r s . I n b o t h Haje.HI a n d T a o l / P s t l d i g e s t s o f 

P E T 8 8 5 , t h e p r e s e n c e o f t l v a n n i g l i i R N A P c a u s e d p r e f e r e n t i a l 

r e t e n t i o n o f DNA f r a g m e n t s u i h i c h c o n t a i n t h e 0 R F 5 4 7 - h i s - A i n t e r g e n i c 

r e g i o n ( F i g u r e s 4 a n d 5>. 

B i n d i n g o f EL. c o l i R N A P r e s u l t e d in t h e r e t e n t i o n o f n o t o n l y t h e DNA 

f r a g m e n t c o n t a i n i n g t h e 0 R F 5 4 7 - h i s . A i n t e r g e n i c r e g i o n , b u t a l s o t h e 

f r a g m e n t s u i h i c h c o n t a i n t h e £. c o l i P r o m o t e r s o f t h e c l o n i n g v e c t o r 

P U C 8 DNA ( F i g u r e 4 ) . 

DNase I f o o t p r i n t i n g e x p e r i m e n t s . R N A P b i n d i n g s i t e s in t h e 

0 R F 5 4 7 ~ h i s . A i n t e r g e n i c r e g i o n u i e r e d e t e r m i n e d b y D N a s e I p r o t e c t i o n 

a s s a y s < * f o o t p r i n t i n g ' X t±. uannielü R N A P p r o t e c t e d 4 4 b p o f D N A , 6 8 

t o 1 8 4 b p u p s t r e a m o f t h e t r a n s l a t i o n i n i t i a t i o n A T 6 c o d o n , f r o m 

d i g e s t i o n b y D N a s e I ( F i g u r e 6>. T h i s f o o t p r i n t s p a n s t h e DNA f r o m 

- 3 6 t o +11 r e l a t i v e t o t h e s i t e o f in v i v o t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n i n 

M. v a n n i e l i i . 
£. c o l i R N A P p r o t e c t e d a s i m i l a r l y s i z e d a n d o v e r l a p p i n g r e g i o n o f DNA, 

f r o m 4 8 t o l l S b p u p s t r e a m o f t h e t r a n s l a t i o n i n i t i a t i o n c o d o n ( F i g u r e 

6 ) . T h e EL coli D N a s e I f o o t p r i n t a l s o c o n t a i n s t h e p r e d o m i n a n t s i t e 

o f t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n o f t h e iüLsA g e n e i n E. c o J i x 7 6 8 c o n t a i n i n g 

P l a s m i d p E T 8 8 5 . 

E x o I I I f o o t p r i n t i n g e x p e r i m e n t s . T h e in yitna R N A P b i n d i n g s i t e s 

i d e n t i f i e d b y D N a s e I f o o t p r i n t i n g u i e r e c o n f i r m e d b y e x o I I I 

f o o t p r i n t i n g . D N A : R N A P c o m p l e x e s u i e r e d i g e s t e d t o c o m p l e t i o n u i i t h 

exoIII« a d o u b l e - s t r a n d s p e c i f i c , s i n g l e - s t r a n d 3 ' t o 5 ' e x o n u c l e a s e . 

B l o c k i n g o f d i g e s t i o n b y b o u n d R N A P r e s u l t e d i n t h e a p p e a r a n c e o f 

p a r t i a l d i g e s t i o n p r o d u c t s d e f i n i n g t h e 3 ' b o u n d a r i e s o f t h e R N A P 

b i n d i n g s i t e s ( F i g u r e 7>. A t h i g h R N A P D N A r a t i o s * d i g e s t i o n o f t h e 

p r o b e D N A s u i a s n o t o b s e r v e d . T h e e n d s o f t h e p r o b e D N A s 

a p p a r e n t l y u i e r e m a d e i n a c c e s s a b l e t o e x o I I I b y n o n - s p e c i f i c 

e n d - b i n d i n g o f e x c e s s ü. v a n n i e l i i a n d £. c o l i R N A P . B i n d i n g o f tL 

v a n n i e l i i R N A P a t l o u i e r R N A P D N A r a t i o s r e s u l t e d in p a r t i a l e x o I I I 

d i g e s t i o n p r o d u c t s c o r r e s p o n d i n g t o a n u p s t r e a m b o u n d a r y o f - 3 5 a n d 

a d o u i n s t r e a m b o u n d a r y o f +8 , r e l a t i v e t o t h e in v i v o s i t e o f 

t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n . B i n d i n g o f £. c o l i R N A P r e s u l t e d i n p a r t i a l 

d i g e s t i o n p r o d u c t s c o r r e s p o n d i n g t o a n u p s t r e a m b o u n d a r y o f - 1 5 , 

a n d o n e m a j o r a n d t u i o m i n o r d o u i n s t r e a m b o u n d a r i e s a t + 3 7 , + 3 8 a n d 

+ 4 7 , r e s p e c t i v e l y , r e l a t i v e t o t h e in v i v o s i t e o f t r a n s c r i p t i o n 

i n i t i a t i o n i n £. coli c o n t a i n i n g p E T 8 8 5 . T h e s e e x o I I I d e t e r m i n e d 

http://Haje.HI


M.vannielii RNA Polymerase E. coli RNA Polymerase 

A B C D 
X T a q l - H a e m -X-Taql-XmnI -* Taq I - Hae IH * T a q I ~ X m n I 

F i g u r e 7 . E X Q I I I f o o t p r i n t i n g R N A P : D N A c o m p l e x e s p r e p a r e d u s i n g 
t h e * I a j g l / H Ä f i l I I p r o b e <A a n d O o r t h e * X a g l / X m n I p r o b e <B a n d D ) 
u j e r e d i g e s t e d u i i t h e x o I I I a n d a n a l y z e d b y a u t o r a d i o g r a p h y f o l l o u i i n g 
e l e c t r o p h o r e s i s t h r o u g h 6/i P o l y a c r y l a m i d e s e q u e n c i n g g e l s . I n C A ) 
a n d < B ) , c o m p l e x e s u i e r e f o r m e d u i i t h H . v j a n n i e l i i R N A P I n <C> a n d C D ) , 
c o m p l e x e s u i e r e f o r m e d u i i t h £. C J Q Ü R N A P . L a n e s l a b e l e d * G * a r e G 
s p e c i f i c D N A s e q u e n c i n g r e a c t i o n s o f t h e p r o b e . L a n e s l a b e l e d \ & S _ 
R N A P 7 a r e f r o m r e a c t i o n s i n u i h i c h a 2 5 1 m o l a r e x c e s s o f R N A P u i a s 
a d d e d . L a n e s l a b e l e d ' + R N A P ' a r e f r o m r e a c t i o n s i n u i h i c h a n 
a p p r o x i m a t e l y e q u i m o l a r r a t i o o f R N A P D N A u i a s u s e d . L a n e s l a b e l e d 
* - R N A P ' a r e f r o m r e a c t i o n s u i i t h o u t R N A P . A r r o u i s i n d i c a t e b a n d s i n 
* + R N A P ' l a n e s r e s u l t i n g f r o m b l o c k a g e o f e x o I I I d i g e s t i o n b y b o u n d 
R N A P . 

b o u n d a r i e s f o r t h e b i n d i n g s i t e s o f H L o a n n i e l i i a n d £. coli R N A P t o 

t h e t L uannif»lii D N A b e t u i e e n 0 R F 5 4 7 a n d b i s . A c o i n c i d e a l m o s t e x a c t l y 

t o t h e l i m i t s o f t h e D N a s e I f o o t p r i n t s o b t a i n e d i n t h i s r e g i o n a f t e r 

b i n d i n g o f t h e R N A P s . 



A . &• v a n n i e l i i 
1 * 9 I H A J . I I I 

A T f t T T T f t f r f t f t T T T A f t T A A f t A T T G C T A f t A ^ T f t A T A C T T T T f t A f t f t T A C f t T T T T A A T T T T A G A A A T T T T f t A T T T 
- 1 6 0 - 1 4 8 - 1 2 0 - 1 8 0 

E x o I I I 
f- * * * * * * 

T C A T T T A A A T A T T G T C A C A A ^ G T T A f l T T T P T C A G T T A A T T T T T A A T T A G T T T C T T A G G T A C C A A T A T A T A T 
- 8 0 - 6 8 - 4 0 L T T T A X A T A 

S, E x o I I I 

GTTAAAACCTAATTTAACATA£TTTTAAA?GTTTTTAAATGCCTAGAACTTTCCTACTTTACGTAAAGTAG 

- 2 8 8 J + 2 8 + 4 0 

G A T T A T A A A A A A A G G T ^ A T A C A I ^ 

CTTATACAGGGAAATCCJ^gTAAAAAACAGGTGGAAÖTTCATAATCCTCCTGAAATTGCAAAAAAATGGGT 

X m j I T a g I 

T G A A C A A G G T G C T G A A A T G C T T C A T C T T ^ T T A A C C T C 

B. £. £üli 
T * q I H a ^ 1 1 1 

A T A T T T A i T A A T T T A A T A A A A T T G C T A A A A T A A T A C T T T T A A A A T A C A T T T T A A T T T T A G A A A T T T T A A T T T 
1 4 8 - 1 2 0 - 1 8 0 - 8 8 

E x o I I I 

TCATTTAAATATTGTCACAAAGTTAATTTATCAGTTAATTTTTAATTAGTTTCTTAGGTACCAATATATAT 
- 6 8 - 4 0 - 2 0 L 

S« E x o n u c l e a s e I I I 
I I I 

GTTAAAACCTAATTTAACATAGTTTTAAATGTTTTTAAATGCCTAGAACTTTCCTACTTTACGTAAAGTAG 
0 + 2 8 J J + 4 0 J + 6 0 

S D h i s A — > 
GATTATAAAAAAAGOTC^ATACAISTS^^ 

•••80 + 1 0 0 + 1 2 0 •14« 

CTTATACAGGGAAATCCTGATAAAAAACAGGTGGAACTTGATAATCCTCCTGAAATTGCAAAAAAATGGGT 
+TBT3 +TBH +"ZOT 

X m j i X a ^ I 

T G A A C A A G G T G C T G A A A T G C T T C A T C T T G T T A A C C T C 
+ 2 2 0 + 2 4 0 

F i g u r e 8 . S u m m a r w o f S | p r o t e c t i o n a n d f o o t p r i n t i n g r e s u l t s T h e 
r e s u l t s o b t a i n e d C A ) u i i t h M . v a n n i g l i i R N A P a n d C B ) u i i t h £. r o l i R N A P i n 
S j , D N a s e I a n d e x o I I I p r o t e c t i o n e x p e r i m e n t s a r e s u m m a r i z e d . T h e 
s e q u e n c e i s t h a t o f t h e p E T 8 0 5 X a a l f r a g m e n t s p a n n i n g t h e 
0 R F 5 4 7 - b i s . A i n t e r g e n i c r e g i o n ( F i g u r e 1) T h e s t a r r e d s e q u e n c e s h o u i s 
t h e h o m o l o g y u i i t h t h e o c t a n u c l e o t i d e 5 * T T T A X A T A ( 1 1 - 1 3 ) . 
T r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n s i t e s a r e m a r k e d b y a r r o u i s u n d e r t h e 
d e s i g n a t i o n D N a s e I f o o t p r i n t s b y h e a v y b a r s a n d e x o I I I f o o t p r i n t 
b o u n d a r i e s b y b r a c k e t s a c r o s s t h e s e q u e n c e . T h e 0 R F 5 4 7 a n d h i s A 
p o l y p e p t i d e - e n c o d i n g s e q u e n c e s a r e b o x e d . T h e s e q u e n c e p r o p o s e d a s 
a r i b o s o m e b i n d i n g s i t e C S D ) f o r t h e Jbis.A g e n e i s u n d e r l i n e d C 1 5 ) . T h e 
s e q u e n c e s a r e n u m b e r e d r e l a t i v e t o t h e s i t e s o f t r a n s c r i p t i o n 
i n i t i a t i o n , u i h i c h a r e d e s i g n a t e d a s ' 0 * . 



D I S C U S S I Q N 

T h e r e s u l t s d e s c r i b e d h e r e d e f i n e t h e s i t e s o f t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n 

a n d t h e s i t e s o f R N A P b i n d i n g u p s t r e a m o f t h e p o l y p e p t i d e - e n c o d i n g 

h i s A g e n e o f t h e m e t h a n o g e n M . u a n n i e l i i T h e l o c a t i o n o f t h i s b i n d i n g 

S i t e a n d t h e DNA s e q u e n c e p r o t e c t e d b y t t u a n n i e l i i R N A P a r e i n 

e x c e l l e n t a g r e e m e n t u i i t h t h e R N A P b i n d i n g s i t e s , d e t e r m i n e d b y e x o I I I 

f o o t p r i n t i n g p r o c e d u r e s , f o r t h e P r o m o t e r s o f t u j o s t a b l e 

R N A - e n c o d i n g g e n e s i n £1 u a n n i e l i i Ol). R N A P p u r i f i c a t i o n s ( 9 , 1 8 ) h a u e 

i n d i c a t e d t h a t a r c h a e b a c t e r i a l c e l l s , l i k e e u b a c t e r i a l c e l l s , c o n t a i n 

o n l y o n e m a j o r f o r m o f R N A P . T h e s e r e s u l t s a r e n o u i s u p p o r t e d b y 

t h e O b s e r v a t i o n t h a t R N A P f r o m M . u a n n i e l i i b i n d s a t a s i m i l a r l o c a t i o n 

r e l a t i v e t o t h e s i t e s o f t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n o f b o t h t h e h i s A a n d 

s t a b l e R N A g e n e s a n d t h a t , i n b o t h c a s e s , t h e b i n d i n g s i t e c o n t a i n s a n 

A+T r i e h T A T A s e q u e n c e . F o r P r o m o t e r s o f s t a b l e RNA g e n e s i n 

a r c h a e b a c t e r i a , t h i s s e q u e n c e h a s b e e n s h o w n t o h a u e t h e c o n s e n s u s 

o f a n o c t a n u c l e o t i d e , n a m e l y 5 ' T T T A Z A T A <11-13>. A s u r u e y o f 

i n t e r g e n i c s e q u e n c e s u p s t r e a m o f p u b l i s h e d a n d u n p u b l i s h e d 

p o l y p e p t i d e - e n c o d i n g g e n e s f r o m ML u a n n i e l i i <6. S . B e c k l e r , P h . D t h e s i s , 

T h e O h i o S t a t e U n i u e r s i t y , 1 9 8 7 ) h a s s h o w n t h a t i n e v e r y c a s e t h e r e 

i s a s e q u e n c e t u h i c h m a t c h e s t h i s c o n s e n s u s o c t a n u c l e o t i d e i n a t 

l e a s t 6 p o s i t i o n s . S u c h a s e q u e n c e h a s , in f a c t , a l s o b e e n s u g g e s t e d 

a s l i k e l y t o b e t h e P r o m o t e r f o r t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n o f t h r e e 

p o l y p e p t i d e - e n c o d i n g g e n e s in t h e u i r u s - l i k e p a r t i c l e S S U 1 o f 

S i i l fo lohu«; B12 (17) . T h e m o s t h i g h l y c o n s e r v e d f e a t u r e u p s t r e a m o f 

p o l y p e p t i d e - e n c o d i n g g e n e s i n U . u a n n i e l i i i s t h e a l t e r n a t i n g 

p a l t n d r o m i c T A T A T A s e q u e n c e . T h e c o n s i s t e n t o c c u r r e n c e o f t h i s T A T A 

s e q u e n c e a n d i t s d e m o n s t r a t i o n h e r e a s a p a r t o f t h e R N A P b i n d i n g 

s i t e f o r t h e h i s A g e n e s t r e n g t h e n t h e c o n c l u s i o n t h a t t h i s i s , i n 

f a c t , a g e n e r a l c o m p o n e n t o f M - u a n n i e l i i P r o m o t e r s . I f a d d i t i o n a l 

s e q u e n c e e l e m e n t s e x i s t tun i c h r e g u l a t e e x p r e s s i o n o f s p e c i f i c g e n e s 

o r g e n e - t y p e s b y C o n t r o l l i n g t r a n s c r i p t i o n i n i t i a t i o n , t h e y h a u e y e t t o 

b e i d e n t i f i e d . 

A s s e q u e n c e s p e c i f i c , D N A - b i n d i n g a c t i u i t y u i a s o b t a i n e d uu i th p u r i f i e d 

a r c h a e b a c t e r i a l R N A P , i t appears that t r a n s - a c t i n g t r a n s c r i p t i o n 

f a c t o r s a r e n o t r e q u i r e d i n u i t r o f o r r e c o g n i t i o n a n d b i n d i n g t o 

s p e c i f i c DNA s e q u e n c e s b y t h i s e n z y m e . T h i s i s u s u a l f o r e u b a c t e r i a l 

R N A P s , b u t n o t f o r e u k a r y o t i c R N A P s u i h i c h r e q u i r e a u x i l i a r y 

D N A - b i n d i n g t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s t o f a c i l i t a t e t h e i r r e c o g n i t i o n a n d 

b i n d i n g t o P r o m o t e r s e q u e n c e s . 

E- JLQlL R N A P w a s f o u n d t o b i n d t o a l m o s t t h e s a m e r e g i o n o f DNA 

u p s t r e a m o f t h e £L u a n n i e l i i hisf* g e n e a s b o u n d b y t h e & . u a n n i e l i i 

R N A P C F i g u r e 8 ) . T h i s w a s a s u r p r i s e a n d i t s e e m s l i k e l y t h a t t h e 

o u e r l a p p i n g o f R N A P b i n d i n g s i t e s i s a c o i n c i d e n c e . M . u a n n i e l i i R N A P 



d o e s n o t r e c o g n i z e t h e c l a s s i c a l r r n B P I e u b a c t e r i a l P r o m o t e r <U> 

a n d £ . c o l i R N A P h a s b e e n s h o u i n p r e v i o u s l y n o t t o b i n d t o t h e 

P r o m o t e r s o f t h e g e n e s e n c o d i n g s t a b l e R N A s i n t± o a n n i g l i i <6. W i c h 

a n d M . T . , u n p u b l t s h e d r e s u l t s ) , n o r t o t h e i n t e r g e n i c D N A b e t u i e e n 

t h e d i v e r g e n t eucE a n d O R F C g e n e s o f M e t h a n o b a c t g r i u m 
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