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Zusammenfassung

Der in Bakterien ubiquitare Sekundarbotenstoff-G#P fordert die Biofilmbildung und inhibiert die
Motilitat [Sondermanret al, 2012]. C-di-GMP wird durch Diguanylatzyklasen@D), welche eine
GGDEF-Domane besitzen, synthetisiert und durch iipelze Phosphodiesterasen (PDE),
charakterisiert durch eine EAL-Doméne, hydrolysignh Genom des gramnegativen Bakteriums
Escherichia coliK-12 (E. coli) sind 29 dieser GGDEF/EAL-Gene kodiert. Im Rahrd@ser Arbeit
wurden alle GGDEF/EAL-Doméanen-Proteine des BakiasiuE. coli naher untersucht. Mit
chromosomalenlacZ-Reportergenfusionen zu den einzelnen GGDEF/EALeBerwurde die
Expression entlang der Wachstumskurve in KomplexamedLB) untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass 22 der 29 GGDEF/EAL-Gene unter diBgglingungen exprimiert werden. Die Studie
zeigt, dass 50% der GGDEF/EAL-Gene Expression wihoem exponentiellen Wachstum zeigen,
und dass die anderen 50% eine Stationarphaseni@ntduExpression aufweisen. Dabei steht die
Mehrheit der Stationadrphasen-induzierten GGDEF/E3dne auch unter der Kontrolle des
Stationarphasen-Sigmafaktors RpasS)( Dieser spielt unter anderem eine wichtige Rbke der
Biofilmentwicklung und kontrolliert bis zu 10% dé&s coli Genoms [Webeet al, 2006]. In dieser
Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass diprEssion von insgesamt vierzehn GGDEF/EAL-
Genen durch RpoS (zehn Gene positiv und vier Gesgativ) reguliert wird. Fur vier Biofilm-
assoziierte und RpoS-abhéangige GGDEF/EAL-GegraN., yciR yaiC und yoaD) konnte bei der
Untersuchung der Expression auf Festmedium einaziede Expression und fir das Motilitats-
assoziierte EAL-GeghjH eine reduzierte Expression nachgewiesen werden.

Ein Prozess, der positiv durch c-di-GMP regulieitdy ist die Produktion der adhasiven Curli-
Fimbrien. Die Expression dieser Fimbrien hangkstrom Biofilmregulator CsgD ab und findet nur
bei Temperaturen unter 30 °C statt. Pesaventd. (2008) und Webeet al (2006) konnten zeigen,
dass die GGDEF/EAL-Doméanen-Proteinen YdaM, YciRgEeund YhjH an der Regulation der
csgD Transkription beteiligt sind. In dieser Arbeit kde gezeigt werden, dass auch das
GGDEF/EAL-Doménen-Protein CsrD disgD Transkription und damit die Expression der adreisiv
Curli-Fimbrien beeinflusst. Der positive Einflusonv CsrD auf diecsgD Transkription wurde
daraufhin ndher untersucht.

Bei CsrD ist sowohl die GGDEF- als auch die EAL-Ciora degeneriert. Ein Einfluss auf den
zellularen c-di-GMP-Umsatz kann also ausgeschlosssden. Suzuket al. (2006) konnten zeigen,
dass CsrD durch Bindung den Abbau der kleinen sRBi&8 und CsrC fordert. Diese kleinen RNAs
sind Teil des Csr-System, welches durch das RNAdride Protein CsrA die Motilitat fordert und die
Biofilmbildung inhibiert. Des Weiteren ist bekandgss dassgD Transkript von funf kleinen RNAs
gebunden wird. Die Bindung der sRNAs hat eine Rwjgrung von csgD zur Folge
[Boehm &Vogel, 2012]. Bei der Untersuchung, ob e®e Zusammenhangs zwischen CsrD und den
csgDreprimierenden sRNAs OmrA, OmrB, RprA und McaStgkmnnte im Rahmen dieser Arbeit

mit Hilfe einer chromosomalenacZ-Reportergenfusion zwcsgB dem ersten Gen des Curli-



Zusammenfassung 2

Strukturoperons, gezeigt werden, dass CsrD undkldiaen RNAs einen additiven Einfluss auf die
Curli-Fimbrien-Expression haben. Ein Einfluss des-Systems auf die Curli-Fimbrien-Expression
kann jedoch ausgeschlossen werden.

Da CsrD sRNAs destabilisieren kann, wurden in einesrD-defizienten Hintergrund auch die
Transkriptmenge und die Stabilitéat von verschiedekieinen RNAs mittels Northern Blot-Analysen
untersucht. Die Ergebnisse dieser Studien legerddas CsrD nicht nur CsrB und CsrC, sondern auch
weitere kleine RNAs (ArcZ, OmrA, OmrB und RprA) tégrt. Auffallig bei diesen Studien war der
stark erhéhte RprA-Gehalt in einersrD-defizienten Hintergrund.

Die Expression der kleine RNA RprA steht unter pesi Kontrolle des Rcs-Phosphorelay-Systems.
Das Rcs-Phosphorelay-System spielt, durch die fdiimg der Kapselsynthesegene und durch die
Reprimierung des Masterregulators der flagellaraskade, eine wichtige Rolle bei der Reifung des
Biofilms. Mit chromosomaleracZ-Reportergenfusionen zu verschiedenen Rcs-abhédndsgen
(rprA, bdmundflhDC) konnte gezeigt werden, dass CsrD das Rcs-PhaspliegBystem inhibiert. Die
Ergebnisse weisen daraufhin, dass CsrD spezifiseln das RcsB-Homodimer und die kleine RNA
RprA auf CsgD wirkt. Die Analyse des genauen Arigpifinktes von CsrD auf das Rcs-Phosphorelay-
System ergab, dass in einesrD-defizienten Hintergrund die Zellen verkirzt sinddwlies tber die
AulRenmembrankomponente RcsF wahrgenommen wird.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein weiterer Regulaies Rcs-Phosphorelay-Systems aufgedeckt
werden — der MreBCD-Komplex. Dieser Komplex spidei der Zellteilung und bei der
Aufrechterhaltung der Zellform eine wichtige Rol@ie Aktivierung des Rcs-Phosphorelay-Systems
Uber MreBCD erfolgt ebenfalls Uber die AulRenmemkoamponente RcsF, allerdings ohne die
Zelllange dabei zu beeinflussen.

Die Transkriptom-Studien von S. Busse (2009) decktef, dass RprA und CsgD ein gemeinsames
Regulon kontrollieren. Ein weiteres wichtiges Zikése Arbeit war die genauere Charakterisierung
dieses gemeinsamen Regulons. Die gesamtgenomibtikerarray-Analysen zeigen, dass CsgD zum
einen RprA-abhangig und —unabhangig Zielgene regulind zum anderen sowohl als Protein als
auch als mRNA wichtige und unterscheidbare Rollender Regulation seiner Zielgene spielt. Als
Protein Ubernimmt CsgD die Funktion eines Transimsfaktors und als mRNA bindet es
verschiedene kleine RNAs, wie RprA, und inhibiertderen Wirkung. Die Transkriptom-Analysen zu
RprA ergaben, dass RprA neben den bekannten Zieleitere, wie beispielsweispaaABCD
beeinflusst, aber nur, wenn keisgD Transkript in der Zelle nachweisbar ist.

Die zusatzlichen gesamtgenomischen Mikroarray-Aseyzur c-di-GMP-abhangigen Regulation des
Biofilmregulators CsgD bestéatigen die Annahme, ddas YdaM/YciR-Kontrollmodul spezifisch
CsgD reguliert und dass das YegE/YhjH-Kontrollmodaben CsgD noch weitere Ziele beeinflusst.
Die hier gezeigten Analysen zu CsgD und RprA zeiden Komplexitat und die Wichtigkeit des
Transkriptionsfaktor CsgD bei der Regulation detivitét kleiner RNAs und der Expression seiner

Zielgene auf.
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The second messenger c-di-GMP is ubiquitous irebiactA high level of c-di-GMP promotes biofilm
development and inhibits motility [Sondermagtral,, 2012]. This second messenger is synthesized by
diguanylate cyclases (dgc), which possess a GGEfanh, and is hydrolized by phosphodiesterases,
which are characterized by an EAL domain. The genoaf the gram-negative bacteria
Escherichia coli(E. col) encodes for 29 GGDEF/EAL genes. In this thedi&S&8DEF/EAL domain
proteins of the enteric bacterta. coli were analyzed. Using chromosomacZ fusions to the
GGDEF/EAL genes, the expression was studied albeggtowth curve. It was shown that all 22 of
the 29 GGDEF/EAL genes were expressed in compledian@&B). 50% of the GGDEF/EAL genes
were expressed in the exponential growth phasetlamdother 50% in the stationary phase. The
majority of the stationary-induced genes are alsdeu the control of the stress sigma factor RpoS.
This factor plays - among other things - an imputrtale in biofilm development. Altogether, RpoS
controls approx. 10% of th&. coli genome [Webeet al, 2006]. This thesis shows that RpoS
regulates the expression of a total of 14 GGDEF/lgAhes (10 genes were regulated positively and 4
negatively). The expression studies on plates tegsih higher expression of 4 biofilm-associated an
RpoS-dependent GGDEF/EAL gengslgM, yciR yaiC and yoaD) and in lower expression of the
EAL geneyhjH, which is associated with motility.

C-di-GMP positively regulates the production of esiwe curli fimbria. Their expression depends
strictly on the biofilm regulator CsgD and on a parature below 30°C. Pesavertoal (2008) and
Weberet al (2006) point out, that the GGDEF/EAL domain pnegeYdaM, YciR, YegE und YhjH
are involved in the regulation of thesgD transcription. In this thesis it was shown thaé th
GGDEF/EAL domain protein CsrD also influences tlamscription oicsgDand the expression of the
adhesive curli fimbria. The positive influence ofrD in relation tocsgD transcription was
investigated more closely.

CsrD has degenerated GGDEF and EAL domains, therafty effect on c-di-GMP can be ruled out.
The study by Suzulkét al. (2006) indicates that CsrD promotes the degradaif the small RNAs
CsrB and CsrC by binding to them. These sRNA are gfethe Csr system. Here the RNA binding
protein CsrA promotes motility and inhibits biofillmevelopment. Furthermore, it is known that
5 sRNAs can bind to thesgD mRNA. The sRNAs’ binding to thesgD transcript leads to its
destabilization [Boehm &Vogel, 2012]. The possibnnection between CsrD and the
csgDyepressing sRNAs OmrA, OmrB, RprA and McaS was stigated by a chromosombdcZ
fusion tocsgB the first gene of the structural curli operon.isThtudy demonstrates an additional
effect of CsrD and the sRNA on curli expressionyAnfluence of the Csr system on curli fimbria
expression can be ruled out.

Since CsrD destabilizes sRNA, the amount and #taluif different SRNAs were investigated in a

csrD-deficient environment via Northern blot analysibeTresults of this study demonstrate that CsrD
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regulates the amounts of additional small RNAs ZAt©omrA, OmrB und RprA) alongside CsrB and
CsrC. Notable in this study is the fact that theoant of RprA increases significantly incsrD-
deficient backround.

The expression of the small RNA RprA is under paesitontrol of the Rcs phosphorelay system. The
Rcs phosphorelay system is important for the méturaf the biofilm via activation of the capsule
synthesis genes and repression of the flagellarvadass master regulator. It was demonstrated with
chromosomallacZ fusions to different Rcs-dependent gengs A, bdm und flnDC) that the Rcs
phosphorelay system is inhibited by CsrD. The tessliggest that CsrD acts specifically via the
homodimer of RcsB and the small RNA RprA to regul@sgD. The analysis of the application point
of CsrD to the Rcs phosphorelay system resultesinaller cells in asrD-deficient backround. The
outer membrane component RcsF seems to sensé@adhisrsng in asrD-deficient backround.

In this thesis, MreBCD were revealed as other @gus of the Rcs phosphorelay system. The
MreBCD complex is important for cell division mankry and maintaining cell shape. The activation
of the Rcs phosphorelay system via MreBCD is adstized by the outer membrane component RcsF,
but cell length is unaffected.

The transcriptom studies by S. Busse (2009) gpédciéi common regulon for CsgD and RprA.
Another important goal of this thesis was the asialyof this common regulon. Whole-genome
microarray analyses argue that, on the one hargl) @Gxyulates targets in both RprA-dependent and -
independent manners, and, on the other hand, g@ Controls its target both as a protein and as
MRNA. As a protein CsgD acts as a transcriptiomofa@s mRNA it binds to sSRNAs, such as RprA
and inhibits their functions. The transcriptom $&gdon RprA have clearly shown that RprA controls
other targets (in addition to its known targets)cts as, for examplggaaABCD, but only in the
absence ofsgDmMRNA.

Further whole-genome microarray analysis of the-GP control modules of the biofilm regulator
CsgD reveal the specificity of the YdaM/YciR camtmodule. The results also show that the
YegE/YhjH control module influences other targetsaddition to CsgD. The analyses of CsgD and
RprA presented here demonstrate the complexityimpdrtance of the transcription factor CsgD in

the regulation of SRNA activity and the expressobits targets.



1. Einleitung
1.1 Genregulation durch Sigmafaktoren

Mikroorganismen haben sich die vielfaltigsten Ledyéame der Erde erfolgreich erschlossen.
Sie kbnnen sowohl in flissiger Umgebung wie Friseshd Abwasser vorkommen, als auch
auf biotischen (z. B. auf Arthropoden) und abidtet Oberflachen (oft medizinische Geréte,
wie Katheter oder Implantate) angesiedelt seirflissiger Umgebung sind freischwimmende
oder planktonische Zellen und in auf Oberflachegetiefteten Gemeinschaften sind sessile,
nicht-motile Mikroorganismen zu finden.

Fur diese Lebensraume haben sie einerseits hochkgierte Anpassungen entwickelt, um in
extremen Habitaten wie heiRen Quellen, Salz- undalleen, sowie anaeroben
Lebensraumen leben zu kdnnen. Andererseits besiMémoorganismen vielfaltigste,
koordinierte Anpassungsmechanismen, um sich anderrdmweltparametern, auch im
weniger lebensfeindlichen Habitat, schnell undzedfit anzupassen. Fir diese Anpassung

sind globale Anderungen der Genregulation notwendig

1.1.1 Sigmafaktoren in Escherichia coli

Escherichia coli(E. coli) aus der Familie ddEnterobacteriacaenst das derzeit am besten
untersuchte gramnegative Bakterium und dient in HN&krobiologie seit langem als

Modellorganismus zur Untersuchung genetischer Reigmsmechanismen. Mit Uber 250
Serotypen ist. coli ein sehr vielseitiges Bakterium [Kapet al, 2004]. Es kommt sowohl

als unbedenklicher Darmkommensal als auch als-iodlar extraintestinales Pathogen vor.
E. coli kann aber auch medizinische Gerate kolonisieremh igh der primare Grund flr

rezidivierende Urogenitalerkrankungen [Kapsr al, 2004]. Dieses Bakterium und viele
weitere sind haufig Umweltschwankungen ausgesetzt sie missen schnell auf diese
reagieren konnen, um Uberleben zu konnen. Dazu tzbasi Mikroorganismen

Signaltransduktionssysteme, die diese Umweltsigveddarnehmen und verarbeiten. Als
Antwort auf einen Reiz wird meist eine Anderung Gamexpression oder der Motilitat, aber
auch anderer Mechanismen ausgeltst [Stetkal, 2000]. Eine wichtige Gruppe der
bakteriellen Signaltransduktionssysteme sind dieiZtomponenten-Systeme (s. 1.5). Viele
Bakterien haben als Anpassung auf sich andernde dlitvedingungen auch verschiedenste

Sigmafaktoren evolviert.
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Sigmafaktoren sind Untereinheiten der DNA-abhangiB&lA-Polymerase und ermdglichen
die Erkennung unterschiedlicher Promotoren. So kdmstmdglich auf verschiedene
Umweltsignale und Wachstumsbedingungen mit der &€gwon der dafur relevanten Gene
reagiert werden.

E. coli besitzt sieben Sigmafaktoren mit unterschiedliéfr@motorerkennung. Der vegetative
Sigmafaktor6’® (RpoD) steuert die Transkription der so genanrtiushaltsgene. Die
Haushaltsgene umfassen die Grundausstattung, dee Zlle benétigt, um wachsen zu
koénnen [Grosset al, 1998]. Die Anwesenheit eines alternativen Sigkiairs fihrt zur
teilweisen und temporaren Verdrangung woff aus der RNA-Polymerase und zu einer
globalen Anderung der Genexpression Bei Wachstutar itohen Temperaturen Gbernimmt
der Hitzeschock-Sigmafakta (RpoH) [Grosset al, 1996, Yuraet al, 2000] und um den
Erhalt der Zellhiille bei periplasmatischem Stresd Hitzeschock zu gewéhrleisten, besitzt
die Zelle den Sigmafaktas™ (RpoE) [Alba & Gross, 2004, Erickson & Gross, 1p&Die
Kontrolle der Expression von Genen fur die Mottlitind die Chemotaxis Ubernimmt der
flagellare Sigmafaktoo™ (FliA) [Arnosti & Chamberlin, 1989, Chilcott & Huwes, 2000].
Fir die Regulation des Stickstoffmetabolismus isér dSigmafaktor a" (RpoN)
[Merrick, 1993, Kutstet al, 1989] und fiir die Regulation des Eisentransgstésns iso'
(Fecl) zustandig [Presslet al, 1988, Brauret al, 2003]. Der letzte Sigmafaktar (RpoS)
hat eine besondere Bedeutung fiir das generelleldibeer von Stressbedingungen und der
Stationarphase [Hengge-Aronis, 1996, Tanekal, 1993]. Dieser Sigmafaktor kontrolliert
ungefahr 10% de&. coli Genoms und ist fur die generelle Stressantwort nieartlich
[Weberet al., 2005].
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1.1.2 Die Rolle von Sigmafaktoren wahrend des bakterielle Wachstums

Wahrend des Wachstums bakterieller Zellen in kowxgte Medium, wie LB, durchlaufen
diese mehrere Phasen: die exponentielle (1), ditepponentielle (II) und die stationare (lll)
Phase (Abb. 1.1). Die exponentielle Phase ist dddgekennzeichnet, dass der Hauptteil der
Ressourcen fir die Synthese der Ribosomen aufgeiiradrd. Dies ist notwendig, da diese
Maschinerie notwendig fur schnelles Wachstum urittedleng ist [Lange & Hengge-Aronis,
1991]. In dieser Phase des Wachstums isEincoli fast ausschlie3lich der vegetative

Sigmafaktor ¢’°, RpoD) vorhanden und an die RNA-Polymerase gebunde
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Abb. 1.1 Die Wachstumsphasen und ihre entsprechendélasterregulatoren in E. coli K-12.

Als Modellsystem wurde det. coli K-12 Stamm W3110 in Komplexmedium (LB) wachsen gedm. Die drei
Wachstumsphasen sind dargestellt: (I) exponentmdler “log” Phase, (Il) postexponentielle Phasegiftoet
ungefahr bei einer OD von 0,3) und (lll) Statior#@ge. Es sind nur die relativen Mengen der Protéine
Proteinkomplexe angegeben. OD(578nm): optische tBicter bakteriellen Kultur gemessen bei einer

Wellenldange von 578 nm; ON: Uber Nacht (ungefahh2¥ach Inokulation der bakteriellen Kultur)JERNA-

Polymerase Holoenzymrs: Stationarphasen-Sigmafaktor Rpmf; flagellarer Sigmafaktor; FIhDC: flagellarer
Masterregulator [Hengge, 2011]
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Wenn die Kohlenstoff- oder Energiequelle wenigetiropl wird, erreichen die Bakterien die
postexponentielle Phase. Diese Phase ist durcliddeger der Bakterien gekennzeichnet, da
hier die bevorzugte Kohlenstoffquelle limitiert i§Ferenci, 2001]. Hier wird nun der
flagellare Masterregulator, FIhDC exprimiert [Sawuioa et al, 1999] (Abb. 1.1). Dieser
kontrolliert einen feinregulierten Prozess, derdar Assemblierung mehrerer Flagellen pro
Zelle mindet und motile Zellen zur Folge hat [Babemeh & Hengge, 2007,
Zhaoet al 2007]. Die Synthese und die Funktion der Flagelfed des Chemotaxis-Systems)
bendttigt die Expression von mehr als 50 Genenindld Operonen organisiert sind [Macnab,
1996]. Die Expression dieser Operone ist zeitlegutiert und kann in drei Klassen eingeteilt
werden. Die Klasse 1 besteht nur aus défdC-Operon, welches fir den transkriptionalen
Masterregulator der Flagellen kodiert. An dieserell&t werden viele verschiedene
Umweltsignale integriert werden. Der Komplex aubknC, aktiviert dann die Expression
der Gene der Klasse 2 Promotoren. Die Gene diesgp® kodieren unter anderem fur die
funktionalen Proteine des Haken-Basal-Kérpers,dieiGrundlage der Flagelle darstellt. Zu
dieser Gruppe gehodren auch FliA, der flagellarenfaigktor, und FlgM, der Anti-
Sigmafaktor. FliA aktiviert nun zusammen mit der &Rolymerase (Abb. 1.1), wenn der
Hakenbasalkorper fertig gestellt ist, die Expressier Gene der Klasse 3. Die Gene dieser
Klasse kodieren fur die restlichen Untereinheiten lagelle und fir das Chemotaxissystem
[Chilcott & Hughes, 2000]. Spater in der postexpureien Phase wird die Expression von
FIhDC beendet und vorhandenes FIhDC abgebaut.

Parallel dazu beginnt in dieser Phase auch die mkikierung eines weiteren alternativen
Sigmafaktors, RpoS (Abb. 1.1). In der postexpomrdets Phase ist die Bindung von RpoS an
die RNA-Polymerase, aufgrund der hohen Konkurreitzamderen Sigmafaktoren, noch sehr
ineffizient. Beim Ubergang in die Stationarphass Wéachstums andert sich das durch den
Abbau alternativer Sigmafaktoren und durch die téek$e RpoS-Produktion und die
RpoS-abhangige Genexpression ist dann stark indutengge, 2011] (Abb. 1.1). Der
zellulare Gehalt dieses wichtigen Stress-Sigmafakt®RpoS wird, bedingt durch
unterschiedliche Stressbedingungen, auf Ebene m@sHription, Translation und Proteolyse
reguliert [Klaucket al, 2007]. Die Stationarphase ist durch ein Gleichgbtwon sterbenden
und sich teilenden Zellen gekennzeichnet und kamchtnnur bei Wachstum in
Komplexmedium erreicht werden. Eine natirlich atéinde Station&rphase stellt ein Biofilm
dar [Lopezet al,, 2010].
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1.2 Biofilme - eine Besiedlung von Oberflachen

Biofilme sind der am haufigsten vorkommende baktkriZustand in der Natur, das bedeutet,
dass 90% der Bakterien in Biofilmen vorkommen [@dsinet al, 1995]. Im Allgemeinen
handelt es sich bei Biofilmen um eine Matrix-umssiskene bakterielle Population, die an sich
selbst und/oder an einer biotischen oder abiotrsigerflache anhaftet. Die Biofilmbildung
wird besonders unter Nahrstoffmangelbedingungearisiert und die Struktur von Biofilmen
ist sehr komplex [Costertoet al., 1995, Gerstel & ROmling, 2001]. Im Labor kdnnen
Biofilme auf Agarplatten beobachtet werden. Diegmzielle Biofiim-Phanotyp beinhaltet u.
a. die Ausbildung von faltigen oder runzeligen Koém [Brandaet al, 2005]. Biofilme
enthalten eine hohe Anzahl an Zellen, die phénstypheterogen sind, sich also in vielen
verschiedenen physiologischen Stadien befinden gE@at, 2005, Stewart & Franklin, 2008]
(Abb. 1.2). So ist auch nur ein gewisser Teil anMatrixproduktion beteiligt. Verschiedene
andere Zellen koexistieren mit den Matrixproduzenied machern toto den Biofilm aus.
Aufgrund der ausgebildeten Strukturen kann einiBiobis hundert Mikrometer tief sein und
dadurch entstehen Gradienten von N&hrstoffen, Ele&hakzeptoren, Sauerstoffmolekilen,
sowie von Signalmolekilen innerhalb der struktueleitGemeinschaft. Die Gradientenbildung
fuhrt dazu, dass einige Zellen sogar metabolisaktivn sind [Stewart & Franklin, 2008].

Die Bildung dieser bakteriellen Gemeinschaften tfédginer beliebigen Abfolge, sondern ist
in einem strukturierten Ablauf koordiniert. Die HElmentwicklung beinhaltet mehrere
Stadien - Initiation, Reifung, Erhaltung und Auflig) (Abb. 1.2). Alle diese Stadien
benotigen eine globale Anderung der Genexpressibia, eine komplexe Regulation
einschlie3t [PriRet al, 2006]. Biofime werden in Abhangigkeit von Artnd
Umweltbedingung aus einer Spezies oder aus mehBakterienarten gebildet. Der sessile
Lebensstil bietet den Bakterien verschiedenste tzehde Vorteile und erlaubt ihnen
unterschiedliche Umweltnischen oder Wirte zu bediedVerglichen mit freischwimmenden
Bakterien konnen Biofilm-assoziierte Bakterien leessnit Nahrstoffmangel, pH-Wert-
Anderungen, Sauerstoffradikalen, Bioziden und aiktinbiellen Wirkstoffen umgehen
[Costertonet al, 1995]. Die Biofilmbildung wird meist in Reaktioauf einen spezifischen
Stimulus wie beispielsweise ein sich veranderndéirstoffangebot initiiert. Neben dem
Nahrstoffangebot beeinflussen auch andere Umwaetiégwie Temperatur, Osmolaritat, pH-
Wert, Eisenangebot und Sauerstoff die Biofiimenkiing [O'Toole et al, 2000]. Biofilme
kbnnen an abiotischen Oberflachen, wie Steinen, amdiotischen Flachen, wie Pflanzen
ausgebildet werden. Im humanen Kérper sind BaktaneBiofilmen in nahezu jeder Nische,
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die sie besiedeln, zu finden. Das beinhaltet uateterem die normale und die pathogene
Hautflora und die normale und die pathogene imakdi Flora [Karatan & Watnick, 2009].
Die Biofilmbildung auf nahezu jeder Oberflache #paeich flir medizinische und industrielle
Prozesse eine wichtige Rolle. Biofilme begrindereeisignifikanten Anteil der mikrobiellen
Infektionen beim Menschen. Chronische Infektionerd oft verbunden mit in Biofilmen
lebenden Mikroorganismen. Dagegen konnte gezeigteme dass bei akuten Infektionen
Biofilm-bildende Matrixkomponenten reprimiert undridenzfaktoren wie sekretierte Toxine
und Typ 3 Sekretionssysteme aktiviert sind [Tiscl&#eCamelli, 2004]. Der Biofilm vieler
Enterobakterien wird mit verschiedenen Infektionen Verbindung gebracht. Beispiele
hierflr sind bakteriellen Prostata-Infektionen [Dogue & Hellstrom, 1998], Katheter-
assoziierte Infektionen [Ormeet al, 2006], Kontaktlinsen-assoziierte Infektionen
[Zeganset al, 2002] oder auch Infektionen der Gallenblase (iBret al., 2002].

1.2.1. Aufbau von Biofilmen

Fur viele Mikroorganismen wieEscherichia coli Pseudomonas aeruginosaind
Vibrio choleraeist Matilitat, nicht aber Chemotaxis, notwendig, wme Biofilmbildung
Uberhaupt erst zu ermdglichen [Pratt & Kolter, 199 enn Flagellen sind notwendig, um
sich in einer flissigen oder viskosen Umgebung lgewezu kdnnen, aber auch um sich auf
einer Oberflache zu verteilen. i coli korreliert die Mdglichkeit einen Biofilm auszubéd,
direkt mit der Moéglichkeit zu schwimmen [Woed al,, 2006]. Die Motilitdt ermdglicht den
planktonischen freischwimmenden Bakterienzelleneménder oder mit einer abiotischen
oder biotischen Grenzflaiche zu interagieren. Abaicha die Uberwindung der
hydrodynamischen Grenzschichten, die durch Widedstand Reibung auf der Oberflache
entstehen, durch die flagellare Motilitat ist deakpGoulteret al. 2009] Unter bestimmten
Bedingungen konnen auch nicht-motile Bakterien iBreg ausbilden. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass, weEnmoli Oberflachenadhéasine wie Curli-Fimbrien
(siehe unten) Uberexprimiert, eine Anheftung unte @iormale Biofilmentwicklung mdglich
ist [Prigent-Combarett al.,2000].

Die Anheftung an Oberflachen bringt den Bakteriamee Vorteil gegenuber der flissigen
Umgebung, da jede Oberflache, unabhangig von clobens oder physikalischer
Beschaffenheit, (Makro-)Molekile absorbiert [Palraerl.,2007]. Diese absorbierte Schicht
verandert nicht nur die Eigenschaften der Ober#aclsondern fordert auch die

Akkumulierung von Proteinen, Polysacchariden undeagr Molekile auf der Oberflache.
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Die nun fur bakterielle Zellen metabolisch optimalberfliche dient auch als initialer
Nahrstoff, um die Biofilmbildung einzuleiten [Peti & Sauer, 2012]. Zu beachten ist dabei,
dass nicht ein hohes Mal3 an Nahrstoffen die Bidiildung fordert. Denn Bakterien, die
unter hohem Nahrstoffangebot gewachsen sind, bikkne Biofilme oder nur lockere
Flocken-ahnliche Strukturen auf dem Substrat aussékdnnen auch einfach durch die
Scherkrafte der flussigen Umgebung wieder entfeerden [Costertoet al, 1995; Jackson
et al 2002; Marshall 1988].

Die Anheftung an eine Oberflache kann bei vielektBaen in zwei Schritte unterschieden
werden [Agladzeet al., 2003; Saueet al, 2002]. Der erste Schritt, die reversible Anheftu
ist gekennzeichnet durch Zellen, die locker GbeeriZellpol an die Oberflache angeheftet
sind (Abb. 1.2). In diesem Stadium kdnnen sichZb#en leicht wieder ablésen und in die
planktonische Phase tbergehen. Die Bakterien kosicarauf der Oberflache schnell drehen,
vibrieren oder Uber die Oberflache bewegen. Dash@redes Bakteriums um die eigene
Achse ist ein Zeichen dafur, dass die Flagellen da Oberflache adheriert sind
[Saueret al.,2002; Toutairet al, 2007]. Der Ubergang von der reversiblen zuwversiblen
Anheftung hat eine globale Verdnderung der Genaspa zur Folge und beinhaltet die
Produktion von Adhésiven, wie Curli-Fimbrien [Kuchmé& O'Toole, 2000]. Die
Untersuchung des Zweikomponentensystems Cpx, welabht Membranstress reagiert, hat
gezeigt, dass Bakterien in der Lage sind den Kantak einer Oberflache wahrzunehmen,
und daraufhin ihre Genexpression hin zu einer klabZell-Oberflachen-Interaktion zu
verandern. Dieses Zweikomponentensystem besteldieim Sensorkinase CpxA und einem
Responseregulator CpxR [Otto & Silhavy, 2002]. Inkidtiterplatten gewachsené. coli
Bakterien, denerpxR odercpxA fehlen, bilden, verglichen mit dem Wildtyp, eineniger
stabile Zell-Oberflachen-Interaktion aus und form@&mfilme mit weniger Biomasse
[Otto & Silhavy , 2002; Doreét al, 1999]. Die Weiterleitung der Signale in diesepst®m
hangt von den AuRenmembranproteinen OmpA und NipB\&bei NIpE wahrscheinlich der
direkte Sensor fur den Kontakt mit einer Oberflaci# [Ma & Wood, 2009;
Otto & Silhavy, 2002].
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Biofilmsta@in am Beispiel vorPseudomonas

Stadien: (1) initiale Anheftung der motilen, frdisdmmenden Zelle und Ubergang in die sessile Phase,
(2) irreversible Anheftung durch Produktion von asilvten Komponenten, (3) & (4) Reifung des Biofilchgch
Produktion der extrazellularen Matrix (5) Auflosudgs Biofilms und Ubergang in die motile Phase ef®i
Abbildung wurde von der Webseite der Universitatr @®taatsuniversitdit von New York Binghampton
enthnommen [Stoodlegt al, 2002]

Aus den adharierten Mikroorganismen bildet sichndaer reife Biofilm, der durch die
Produktion extrazellularer Matrixkomponenten ertst€harakteristisch fur reife Biofilme ist
das Vorhandensein von differenzierten, pilz- odéwulenartige Strukturen oder von
Mikrokolonien [O'Tooleet al, 2000] (Abb. 1.2). Zwischen diesen Mikrokolonieefinden
sich Wasser-gefullte Kanéale [Costertenal, 1995]. Diesen Kanélen wird eine Rolle beim
Influx von Na&hrstoffen und dem Efflux von Stoffwesshendprodukten zugesprochen
[Pratt & Kolter, 1999].

Der entstandene Biofilm entwickelt sich fort, sg@areine Nahrstoffquelle in der Umgebung
erhaltlich ist. Wenn die Bakterien nicht ausreiahenit Nahrung versorgt werden kdnnen,
I6sen sie sich vom Biofilm ab (Abb. 1.2), indem Eiezyme ausscheiden, welche die Matrix
in ihrer direkten Umgebung abbauen. Somit kehrerzsiihrer planktonischen Lebensweise
zurtick [O’'Tooleet al 2000]. Durch die komplexe Struktur und Vernetzanges Biofilms
liegt der Vergleich mit einem einfachen multizelitdn Organismus nahe
[Pratt & Kolter, 1999].
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1.2.2. Komponenten des Biofilms

Die irreversible Anheftung an andere Zellen und @ne Oberflache wird durch die
Ausbildung adhasiver Komponenten ermdglicht. Dilefeeines reifen Biofilms sind dann
noch zusatzlich von einer Matrix aus extrazelluldm@olymeren Substanzen (EPS) aus
Polysacchariden, extrazellularer DNA (eDNA), Lipdeund Proteinen umgeben
[Flemminget al, 2010] (Abb. 1.2).

Die bakteriellen Exopolysaccharide konnen in ihrenemischen und physikalischen
Eigenschaften nicht nur bei verschiedenen Baktegendern auch zwischen verschiedenen
Stammen einer Spezies, stark variieren. So istrivekdas$?. aeruginosalrei verschiedene
Polysaccharide, Alginat, Psl und Pel, je nach S$sezind Bedingung produzieren kann
[Ryder et al, 2007]. Aber auclk. coli stehen verschiedene Polysaccharide, wie Cellulose,
Kolansaure (colanic acid), ung-1,6N-Acetyl-d-Glucosamin (PGA) zur Verfligung.
Daneseet al. (2000) konnten zeigen, dasskn coli K-12 die Produktion des Polysaccharids
Kolansaure nicht fur die Anheftung an Oberflacheondern fir die Ausbildung einer
komplexen dreidimensionalen Biofilmstruktur notwendt [Van Houdt & Michiels, 2005].
CA scheint wichtig fir das Uberleben auRerhalb \digs und Schutz gegen Austrocknung
zu sein [Ophir & Gutnick, 1994]. Das PolysacchaR&GA scheint fir die permanente
Anheftung und die Zell-Zell-Interaktion gebrauchtwerden [Agladzet al, 2005].

Die Mdglichkeiten der Haftfestigkeit und Biofilmbiing hangt von der Zusammensetzung
der verschiedenen Polysaccharide ab. Interessaiserw unterstitzen nicht alle
Polysaccharide die Anheftung von Biofilmen an efdberflache. InVibrio spp. konnte
gezeigt werden, dass eine Vielzahl von Polysacdearidie Biofilmbildung verhindern
[Kierek & Watnick,2003; Joseph & Wrigh004].

Als Folge der Expression bestimmter EPS zeigen diaeterobakterien unter
Laborbedingungen auf Kongorot (CR)-Agarplatten rstieiedliche Gestaltsformen und
Farben (Morphotypen). Beb. Typhimuriumund E. coli fihrt die Expression von Curli-
Fimbrien und Cellulose (s. 1.3.2) zum so genanmtlam (led, dy and rough) Morphotyp
[Romling, 2005]. Die Expression des rdar Morphos/pest Wachstumsphasen- und
Temperatur-abhangig. Er wird in der Stationarphp@émling et al 1998a, Gerstel &
Romling, 2001] und bei Temperaturen unter 30°C iexert. Die Expression des rdar
Morphotypes unterbleibt ebenso bei hoher Osmotaf@t® M NaCl) oder bei Zugabe von
Glukose (0,4 %) zum LB-Medium [Romlingt al, 1998a]. Wenn die Produktion der Curli-
Fimbrien oder der Cellulose verandert ist, so &t duch in einem veranderten Morphotyp auf
CR-Platten zu beobachten [Romliegal 1998b; Romlinget al 2000; Zogagt al, 2001].
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1.3 Der Sekundarbotenstoff c-di-GMP und die Regulationdes

Biofilmregulators CsgD

Fur die Fitness und das Uberleben eines baktari@iganismus in verschiedenen Habitaten
ist die Entscheidung sich niederzulassen oder weite schwimmen unumganglich. Die
schnelle Natur von sekundaren Botenstoffen ermidigkine unmittelbare Antwort auf die
sich &andernden UmweltbedingungemMe novo Transkription und Translation von
Proteinkomplexen, die als Antwort auf bestimmten&8lg benétigt werden (z. B. Flagellen),
kosten zu viel Zeit und Energie, wenn eine unnbtied Anpassung an die Umwelt nétig ist.
Die allosterische und posttranslationale Kontraflerch den Umsatz eines sekundaren
Botenstoffes ist energetisch gunstiger und schnflleckermaret al., 2009].

Zyklische Nukleotide als sekundare Botenstoffe ter Signaltransduktion sind in allen
Bereichen des Lebens weit verbreitet. Zyklischesrdin 3’,5-Monophosphat (CAMP) und
zyklisches Guanosin 3',5-Monophosphat (cGMP) siinel wichtigsten Nukleotidbotenstoffe
in Eukaryoten. Bei den Bakterien ist cCAMP auch an idontrolle verschiedenster Prozesse,
wie bei der Verwertung alternativer Zucker, bei ddotilitat und Virulenz, beteiligt
[Gomelsky, 2011]. Auch fir cGMP konnte vor kurzepzegigt werden, dass es eine wichtige
Funktion bei der Regulation in Bakterien inne hliafdenet al, 2011]. Auch zyklische
Dinukleotide wie c-di-AMP und c-di-GMP spielen eimgchtige Rolle bei der bakteriellen
Signalweiterleitung. Uber c-di-AMP ist bisher nuemig bekannt. Es konnte kiirzlich gezeigt
werden, dass es, wenn Schaden an der DNA auftiededer Zellzykluskontrolle iBacillus
subtillis beteiligt ist [Witteet al.,2008]. Des Weiteren scheint es notwendig fiir dasrldben
des Lebensmittelpathogehssteria monocytogeneau sein [Woodwaret al, 2010]. Dieser

Botenstoff ist nur unter Bakterien und Archaeerbugitet [Romling, 2008].
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1.3.1 der Sekundéarbotenstoff c-di-GMP

Der Botenstoff c-di-GMP wurde durch Benziman undli&gen Mitte der 1980er als
aktivierender Faktor der Cellulose-Synthase @luconacetobacter xylinusentdeckt
[Rosset al, 1987]. Dieser in Bakterien ubiquitéare Botenstodeinflusst die Produktion von
Exopolysacchariden, die Anheftung an Oberflached die Motilitat und gilt als zentraler
Regulator fur die Bildung und Erhaltung von Biofégm in vielen Organismen
[D’Argenio & Miller, 2004]. Der motilen Lebensstivird mit einem niedrigen zellularen
Gehalt an c-di-GMP in Verbindung gebracht. In dagéllaren Kaskade ist die PDE YhjH
kodiert. Diese halt den zellularen Spiegel an GMP niedrig und férdert so die Drehung der
Flagellen [Ko & Park, 2000, Pesavemtbal., 2008]. Ein hoher c-di-GMP-Spiegel ist mit dem
sessilen Lebensstil verbunden, denn dieser hat Idduktion der Expression des
Masterregulators der Biofilmbildung CsgD iB. coli zur Folge [Weberet al, 2006,
Pesaventet al, 2008] (Abb. 1.3).

Signal Signal
\Diguanylate cyclase Phosphodiester;,y
[ GGDEF) c-di-GMP @
_J—FPGDG
2GTP -—-Iv % g ﬁ ‘
—l—p:?GMP 5 i
igna
Phusphudmslerasa
Receptors
o ") (Degenerate GGDEF
I Outputs l
Biofilm Motility Virulence Cell cycle
Current Opimion in Microbiology

Abb. 1.3: Struktur und physiologische Funktion vonc-di-GMP.

c-di-GMP ist ein bakterieller Sekundarbotenstofgr ddie Umschaltung von der motilen in die sessile
Lebensphase kontrolliert. Er wird aus 2 GTP durdguBnylatzyklasen (GGDEF-Domane) synthetisiert und
durch spezifische Phosphodiesterasen (EAL- oder GYP-Doméane) abgebaut. C-di-GMP wird durch
Rezeptoren (Proteine mit PilZ- oder degeneriert&DGF- oder EAL-Doménen und Transkriptionsfaktoren)
oder durch RNAs (Riboswitches) wahrgenommen. Eihehoc-di-GMP-Gehalt in der Zelle reduziert die
Motilitdt und die Expression von Virulenzfaktorenndi fordert die Biofilmbildung und die
Zellzyklusentwicklung [Sondermaret al, 2012].
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C-di-GMP wird aus 2 Molekilen GTP durch Diguanylédasen (DGC) synthetisiert und
durch Phosphodiesterasen (PDE) in pGpG (5-Phosmmogyl-(3'-5’)-Guanosin)
hydrolysiert (Abb. 1.3). Das Molekil pGpG wird ahbel3end in 2 Molekile GMP gespalten.
Die DGC-AKktivitat ist mit der GGDEF-Domaéne, die c@MP-spezifische PDE-Aktivitat mit
der EAL- oder HD-GYP-Domane assoziiert [Hengge, 200

1.3.1.1Synthese und Abbau von c-di-GMP

In silico Studien ergaben, dass die Mehrheit der Bakterigéeimem Genom unter 2Mb und
15% der Bakterien mit Genomen uber 2Mb keine c-8liRametabolisierenden Proteine
enthalten [Seshasayee al, 2010]. Bei den restlichen 85% mit Genomen Ubeb 2Mriiert
die Anzahl der c-di-GMP-metabolisierenden Proteio& 50 (beiVibrio vulnificug tber
31 (bei Escherichia coli bis nur 1 (beiProteus mirabili} [Romling, 2011]. Diese hohe
Variabilitdt konnte in der Anpassung an untersdicbd 6kologische Nischen begriindet sein
[Jenal & Malone, 2006].

Die meisten GGDEF- und EAL-Domanen sind mit anddsekannten oder hypothetischen
Signaleingangs-Domaéanen verbunden [Jenal, 2004tDdiese Kombination kann eine grol3e
Variation an Umweltsignalen im c-di-GMP-Signalneerw wahrgenommen und verarbeitet
werden [Galperiret al, 2010]. Zusatzlich zu externen Signalen kénnercldirroteine mit
GGDEF- und EAL-Domanen auch interne Signale walsgenen und in das c-di-GMP-
Netzwerk integriert werden [Aldridget al, 2003, Christeret al, 2005, Paukt al, 2004].
Zum besseren Verstandnis der c-di-GMP-Kontrolimedmnerhalb einer Zelle wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Expression allerBncoli K-12 kodierten GGDEF/EAL-Gene
untersucht.

Die GGDEF-Doméne, welche mit der Synthese von GMP verbunden ist (Abb. 1.3),
wurde nach ihren konservierten Aminosduren im @&ktiv Zentrum benannt
[Galperinet al, 2001]. Damit c-di-GMP synthetisiert werden kanmmyss ein Dimer aus zwei
GGDEF-Doméanen entstehen. Das aktive Zentrum (-sste dann an der Schnittstelle
zwischen den beiden Untereinheiten, die je ein Ggdé&bunden haben, lokalisiert
[Chanet al, 2004]. Die Aktivitdt der DGC hangt strikt vom leervierten GGDEF- oder
GGEEF-Motiv ab [Malonet al.,2007] und 90% der GGDEF- und 62% der aus GGDEF- und
EAL-Domane zusammengesetzten Proteine besitzen asie [Jenal & Malone, 2006].
GGDEF-Doménen-Proteine konnen in zwei Gruppen teilewerden, zum einen solche mit
einer aktiven und zum anderen mit einer inaktivesite Die inaktiven GGDEF-Domanen-

Proteine konnen alternative regulatorische Funktionn der Zelle zu dbernehmen
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[Christen et al, 2005]. Die meisten aktiven DGCs sind Ziel eindiosterischen
Produkthemmung, denn sie besitzen ein konservi&¥$sD-Motiv (inhibierendes Zentrum,
i-site) in der Nahe der a-site. Durch die Binduran\c-di-GMP an diese Stelle wird die
DGC-Aktivitat gehemmt [Chanet al, 2004]. Die Produktinhibierung verhindert
maoglicherweise einen exzessiven GTP-Verbrauch imdidrt so den c-di-GMP-Gehalt in
der Zelle [Christenet al, 2006]. Die Kombination aktiver und inaktiver andu i-sites
ermdglichen weitere Regulationsmechanismen. So &driProteine auftreten, welche eine
geringe DGC-Aktivitat aufweisen und keine i-sitdbaa und zum anderen kann es Proteine
geben, die eine hohe DGC-Aktivitat und eine integel Autoregulation durch die i-site
aufweisen. Degenerierte GGDEF-Proteine mit intakktentrum kénnten als Effektoren im
c-di-GMP-Kreislauf in Frage kommen [Jenal & Malo2006]. GGDEF-Domanen treten oft
in Verbindung mit EAL- oder HD-GYP-Domanen in eindPnotein auf. Die Mehrheit der
in vitro untersuchten Proteine zeigen entweder DGC- oder -Rbigitat
[Christenet al. 2005; Schmidet al 2005; Takahashi & Shimizu, 2006]. Doch aktuelktdh
weisen daraufhin, dass einige dieser zusammeng@sdezoteinen (wenn beide Domanen
konserviert sind)n vitro bifunktional aktiv sind [Tarutinat al 2006; Ferreiraet al 2008,
Guptaet al, 2010]. Ob beide Aktivitaten eines Proteins dieitnal3enn vivo relevant sind
und wie sie in den c-di-GMP-Kreislauf integriert nden, muss noch geklart werden. Auch
eine gegenseitige Kontrolle der Doméanen ist moglgt konnte flr die Kombination einer
GGDEF-Doméne mit einem inaktiven A-Zentrum mit eifsAL-Domane gezeigt werden,
dass die PDE-Aktivitat GTP-abhéngig reguliert wirfChristen et al, 2005,
Kazmierczalet al, 2006].

Der Abbau von c-di-GMP durch spezifische PDEs kdarch zwei Doménen, EAL und HD-
GYP, realisiert werden (Abb. 1.3). Die HD-GYP-Doredgehort zur Metall-abhéngigen
Phosphohydrolase-Superfamilie, zu der auch dGTPaswh die ppGpp-regulierenden
Proteine SpoT und RelA gehoéren. Xanthomonas campestrisydrolysiert der Response
Regulator RpfG, welcher eine HD-GYP-Doméane enthal;di-GMP zu GMP
[Ryan et al, 2006]. Das Zwei-Komponenten-System RpfC/G kdhémd in
Xanthomonas campestridie Synthese von Virulenzfaktoren und Exopolysaddea
[Jenal & Malone, 2006].

Die EAL- und die HD-GYP-Doméane erhielten ihren Nameufgrund einer konservierten
Aminosauresequenz im aktiven Zentrum [Galpeztnal, 2001]. Die Aktivitdt der EAL-
Domane als PDE ist strikt abhangig von Magnesiuderdangan-lonen und kann durch
Kalzium- und Zink-lonen inhibiert werden [Raet al, 2008]. Die Aktivierung durch



Einleitung 18

Magnesium-lonen und Inhibierung durch Kalzium-londonnte auch fiir andere
Phosphodiesterasen, wie die spezifischen cAMP-apgén PDEsS, nachgewiesen werden.
C-di-GMP-spezifische PDEs arbeiten sehr  wahrsciobinl als Monomere
[Schmidtet al, 2005].In silico undin vitro Analysen von Schmidtt al. (2005) konnten des
Weiteren zeigen, dass es auch hier aktive undiieRDE-Doménen gibt. Die degenerierten
EAL-Domanen kénnten wie die degenerierten GGDEF-Broam eine Rolle als Regulatoren
im c-di-GMP-Kreislauf einnehmen. Fur einige degemée GGDEF/EAL-Domanen-Proteine
konnte schon eine c-di-GMP-unabhéangige Funktiomgewiesen werden. Zu den regulierten
Prozessen gehort beispielsweise der Abbau zwegedatrischer RNAs (CsrB und CsrC
durch CsrD) [Suzuket al 2006] oder die veranderte Transkription als Amtwauf blaues
Licht das YcgF/YcgE-System [Tschovati al. 2008].

1.3.1.2c-di-GMP-Effektoren

Uber Synthese und Abbau des sekundaren BotenstaffsSMP ist viel bekannt, aber um
den c-di-GMP-Signalweg zu verstehen, muss man aliehEffektoren und Rezeptoren
kennen. Aktuell sind vier Gruppen von EffektorenbbA 1.3) erwiesen, die c-di-GMP-
abhangig zellulare Funktionen auf transkriptionalend posttranskriptionaler Ebene
kontrollieren [Hengge, 2010].

Zum einen sind die degenerierten GGDEF/EAL-Domé&Pmteine zu nennen (Abb. 1.3).
Diese kénnen c-di-GMP binden und die Signalweiienty Gbernehmen, ohne den
Botenstoff selbst abzubauen. Ein Beispiel hierirdas membranstandige GGDEF/EAL-
Domanen-Protein LapD voRseudomonas fluorescerBeide Domanen dieses Proteins sind
degeneriert und zeigen vitro keine enzymatische Aktivitat. Die EAL-Domane ibeanoch

in der Lage c-di-GMP zu binden und dies fuhrt dailass die periplasmatische Protease LapG
durch LapD gebunden und so inaktiviert wird [Neveglal, 2009, Navarret al, 2011].

Die zweite Gruppe umfasst die am besten untersactiti-GMP-Effektoren — Proteine mit
einer PilZ-Domane (Abb. 1.3). Die PilZ-Doméne bbsteus ca. 100 Aminosauren und ist als
Dimer aktiv. Die Familie der PilZ-Proteine regutieine Reihe physiologischer Prozesse, wie
Polysaccharid-Synthese, Motilitat und Virulenz [Ry al, 2012]. Der bekannteste Vertreter
dieser Familie ist, neben der Cellulose-SynthassABdas flagellare Regulatorprotein YcgR
ausE. coliund S. typhimurium[Christenet al, 2007]. Durch die Bindung von c-di-GMP
kommt es zu einer Konformationsanderung in Ycge,afi diesem Effektor erlaubt mit dem
flagellaren Motor Gber MotA und FliG zu interagier@oehmet al., 2010, Pauét al, 2010].
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Diese Interaktion reduziert die Drehkraft der Flegeund induziert so den Taumel-Modus
[Fang & Gomelsky, 2010]. YcgR wirkt also wie eiagellare Bremse.

Eine weitere Gruppe stellen die drei direkt c-di-Bbhangigen Transkriptionsfaktoren,
Clp, FleQ und VpsT dar (Abb. 1.3). Diese Transkoipsfaktoren weisen keine Homologie
bezuglich ihrer Aminosauresequenz und Domanensiruif. Der globaler Regulator Clp
(CAMP receptor like protein) ausanthomonas spglLeduc & Roberts, 20Qund FleQ aus
Pseudomonas aeruginogdickman & Harwood, 2008binden mit hoher Affinitat an DNA
und werden durch die Bindung an c-di-GMP inaktitvien Gegensatz dazu fuhrt die Bindung
von c-di-GMP an den Transkriptionsfaktor VpsT atibrio choleraezur Aktivierung der
Expression [Krastevaet al, 2011]. FleQ und VpsT sind an der Produktion von
Exopolysacchariden der entsprechenden Organismeailigie wéahrend Clp fur die
Reprimierung der Virulenz vodanthomonaserantwortlich ist.

Die vierte Gruppe der c-di-GMP Effektoren sind &éoschalter (Riboswitch), komplexe
RNA-Strukturen, die kleine Metabolite binden konnébb. 1.3). Die beiden Klassen der
c-di-GMP-abhéngigen Riboswitches, c-di-GMP-1 unddi<sMP-Il, sind bei vielen
verschiedenen Bakterien vertreten [Sudarmsiaal, 2008, Leeet al. 2010]. Diese Aptamere
kénnen sowohl die Transkription, als auch die Tiatitn verschiedener Gene beeinflussen
und sind oft in der untranslatierten Region von &eru finden, die fur DGCs oder PDEs
kodieren [Ryaret al, 2012].

Der Sekundarbotenstoff c-di-GMP spielt bei der Unaditing von der motilen in die sessile
Phase, undvise versa auf verschiedenen Ebenen der Regulation eine tigechRolle
[Jenal & Malone, 2006].
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1.3.2 Die Regulation von CsgD und sein Einfluss auf dierEwicklung von

Biofilmen

Der Transkriptionsfaktor CsgD gehort zur Superfamitler FixJ/LuxR/UhpA-Proteine
[Romling et al. 2000, Brombacheet al, 2006]. Diese Familie ist durch eine C-terminale
Domane mit einem potentiellen DNA-Bindemotiv (Hetiwn-Helix) und einer
Receiverdomane in der N-terminalen Region gekechmet [Volz, 1993]. Der
Transkriptionsfaktor CsgD hat damit eine hohe Ad¢hikeit zu den Response-Regulatoren von
Zwei-Komponenten-Systemen mit einem konserviertapattat an Position 59 (D59) als
mogliche Phosphorylierungsstelle. Bisher konnte eggz werden, dass CsgD im
unphosphorylierten Zustand an die Promotoren seédidgenecsgBACund adrA (yaiC in

E. coli) bindet [Zakikhanyet al., 2010]. Bei dem OperonsgBAChandelt es sich um das
Strukturoperon der adhasiven Curli-Fimbrien (s.2.13, die eine wichtige Funktion bei der
irreversiblen Anheftung spielen. Das GemaiC kodiert fiir eine DGC. Uber die
transkriptionale Kontrolle aufaiC kontrolliert CsgD indirekt die Cellulose-Synthege
1.3.2.2). Auch das fiur eine PDE-kodierende GqeaD, dem ebenfalls eine entscheidende
Rolle bei der Kontrolle der Cellulose-Synthese zmatjeieben wird, steht unter der Kontrolle
von CsgD. Des Weiteren moduliert dieser Transloigfaktor die Expression weiterer Gene,
die fur die Entwicklung eines Biofilms wichtig sifBrombacheret al, 2006]. Zur weiteren
Aufklarung des CsgD-Regulons irE. coli wurden im Rahmen dieser Arbeit
gesamtgenomische Analysen durchgefihrt.

Die Expression vorsgD wird auf transkriptionaler Ebene durch diversetbedn reguliert.
So gelten Umweltbedingungen wie Temperatur, Saoffgshalt, Nahrstoffmangel,
Osmolaritat, Eisengehalt und pH-Wert als wichtigeg&®atoren dercsgDExpression
[Gerstel & RO6mling, 2001]. Es ist bekannt, dass eholsalzkonzentrationen die
csgDExpression reprimieren. Der Sauerstoffgehalt uad Nahrstoffangebot spielen eine
wichtige und komplexe Rolle. Ein Maximum aegD-Expression in Komplexmedium kann
nur unter mikroaerophilen Bedingungen erreicht wardJnter aeroben Bedingungen kann
die Expression vortsgD nur in Minimalmedium maximiert werden [Gerstel &Rling,
2001].

Mehr als zehn Transkriptionsfaktoren (CpxR, Crl, GRCsgD, FIhDC, HNS, IHF, MIrA,
OmpR, RcsB und RstA) und zwei Sigmafaktoren (Rpaidl lRpoS) Uben eine wichtige
Funktion bei der Regulation desgDExpression aus [Ogasawagt al, 2011] (Abb. 1.4).

Von den zehn Transkriptionsfaktoren konnte fur fignie direkte Bindung an dessgD
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Promotor nachgewiesen  werden: CpxR [Jubeliet al, 2005], H-NS
[Gerstel et al, 2003], IHF [Gerstelet al, 2003], OmpR [Vidalet al, 1998] und RstA
[Ogasawareet al, 2007]. Jeder dieser Transkriptionsfaktoren reagief einen spezifischen
Faktor oder auf eine spezielle Umweltbedingung istédo an der Biofiimbildung beteiligt.
Die starke Regulation der Expression macht ckgD-Promotor zu einem der komplexesten
in E. coli.

Auch der Sekundarbotenstoff c-di-GMP ist an der URa@n der csgD Transkription
beteiligt. So konnten Pesavenéb al. (2008) zeigen, dass zwei unabhangige c-di-GMP-
Kontrollmodule wichtig fir diecsgD Transkription sind (Abb. 1.4). Das eine Modul €iith
die aktivierende DGC YegE und die inhibierende PO{H. Dieses System ist auch fur die
Inhibierung der Flagellenaktivitdt Uber den c-di-BMindenden Effektor YcgR
verantwortlich [Boehnet al, 2010]. Da dieses System utber mehr als einerktGffevirkt,
kann man davon ausgehen, dass das produzierté&btRi-frei ist und diffundieren kann
[Pesaventoet al, 2008]. Das zweite c-di-GMP-Kontrollmodul bestedtienfalls aus einer
aktiven DGC, YdaM, und einer aktiven PDE, YciR. ¥tlhat einen positiven Einfluss auf
die csgD Transkription und YciR wirkt antagonistisch daBeide haben keinen Einfluss auf
die Motilitdt in E. coli [Pesaventeet al, 2008; Webert al, 2006]. Dieses System wirkt
anscheinend sehr spezifisch nur auf dsgDTranskription, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass es sich hier um lokale c-di-GM¥Pakbeitung handelt
[Pesaventaet al, 2008]. In dieser Arbeit wird der Einfluss einegiteren GGDEF/EAL-
Domanen-Proteins, CsrD (YhdA) auf diegD Transkription ndher untersucht.
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Abb. 1.4: Regulation von CsgD auf transkriptionalerund posttranskriptionaler Ebene

Die csgD-Expression wird auf Ebene der Transkription duvidle verschiedene Regulatoren aktiviert oder
reprimiert. Eine wichtige Funktion tbernimmt dereSs-Sigmafaktor Rpo$5f). RpoS aktiviert die Expression
diverser GGDEF/EAL-Gene, des TranskriptionsfaktorBA und voncsgD Die c-di-GMP-Kontrollmodule
YegE/YhjH und YdaM/YciR spielen eine wichtige Robei der Aktivierung decsgD Transkription. Aber nicht
nur diecsgD Transkription untersteht einer massiven Kontradlendern auch das entstandene Transkript selbst
wird durch finf kleine RNAs in seiner langen 5 UTiegativ reguliert. RprA, GevB und McaS binden
Uberlappend an derselben Position am Anfang dessKrigts und OmrA und OmrB binden in der Nahe der
Shine Dalgano-Stelle (Bindestelle der Ribosomergnkivdie Translation erfolgreich war, aktiviert Csdipekt

die Expression von Curli-Fimbrien und indirekt d&nthese von Cellulose. Rot: c-di-GMP-spezifische
Phosphodiesterase, blau: Diguanylatzyklasen, blaerlegte Ellipsen: c-di-GMP, grau unterlegtes ¥al:
sRNAs. Weitere Erlauterungen siehe Text.

Die transkriptionale Regulation wird mithilfe derogitranskriptionalen Kontrolle durch
SRNAs abgerundet (Abb. 1.4). Bisher konnte geaemtden, dass flnf verschiedene kleine
regulatorische RNAs (OmrA, OmrB, McaS, GcuBd RprA) an die lange 5’ untranslatierte
Region (5" UTR) dessgD-mRNA Transkript binden. Die Bindung einer der kiem RNAs
fuhrt in jedem Fall zu einer Reprimierung asgD Transkripts [Boehm & Vogel, 2012].

Die Expression der kleinen RNA OmrA zeigt in LB ei8tationarphasen-Induktion bei 37°C
[Argamanet al, 2001]. Die Expression der SRNA OmrB erreichtler post-exponentiellen
Phase ihr Maximum [Vogaedt al, 2003]. Die 5’ und die 3' Enden von OmrA und OnsiBd
nahezu identisch, weswegen sie als intergeniscipiikation entdeckt wurden [Rudd, 1999],
aber ihre zentralen Regionen unterscheiden sicltatMuaen in OmrA und OmrB fihren zu
einer veranderten Zusammensetzung der Aul3enmenmbtame [Guillier & Gottesmann,
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2006]. Die Uberexpression von OmrA oder OmrB vedkin die Ausbildung von Curli-
Fimbrien durch Reprimierung desgD-Expression durch Bindung an die 5 UTR dsgD
Transkripts [Holmqviset al, 2010].

Die Expression der 95 bp gro3en sRNA McaS (IsrAgient ihr Maximum bei 37°C in LB
beim Ubergang von der frithen in die spate Statjgmase. Auch ein Mangel an Glukose fihrt
zur Induktion dieser sRNA. McaS reprimiert eberfalldie csgDTranslation
[Thomasoret al, 2012]. Thomasoet al (2012) konnten auch zeigen, dass Mca$S nicht nur
die csgDTranskription reprimiert, sondern auch die Expi@ss des flagellaren
Masterregulator8hDC und die Produktion des Exopolysaccharids PGA ativ

Die kleine RNA GcvB wird in der frihen logarithmisen Phase des Wachstums bei 37°C in
LB exprimiert [Argamanet al, 2001]. Auch GcvB bindet an die 5° UTR desgD
Transkripts und die Bindung fiihrt zur Reprimierwaym CsgD [Jgrgensest al, 2012].

Fur die Expression der 105 bp grofien sRNA RprA kemmrgamaret al. (2001) zeigen,
dass sie bei 37°C in Komplexmedium (LB) Stationagan-induziert ist. Des Weiteren ist die
Expression von RprA vom Rcs-Phosphorelay-Systenchee wichtig fur die Reifung eines
Biofilms ist, abh&ngig [Majdalaret al, 2002]. RprA wurde als positiver Regulator deoBp
Translation unter osmotischen Stressbedingungemindef [Majdalaniet al, 2001].
Mika et al. (2012) konnten zeigen, dass RprA einen negativiiluSs auf diecsgD
Translation hat. Dieser Einfluss ist unabhangig RpoS und wird durch Bindung von RprA
an die 5" UTR vermittelt. Die Bindestellen von M¢aprA und GevB an die 5 UTR des
csgD Transkripts Uberschneiden sich.

Die kleinen RNAs sind also zu verschiedenen Bedigga in der Zelle vorhanden und
kbnnen im Zusammenspiel mit den transkriptionalesgatoren die Verfugbarkeit von
CsgD und damit die Expression der Curli-Fimbried der Synthese von Cellulose steuern.
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1.3.2.1Curli-Fimbrien

Die Gene, die in der Curli-Fimbrien Produktion ihwiert sind, sind in zwei divergent
transkribierten Operonen organisiert. Das OpesgBAC(csg steht fur curli structural genes)
kodiert fur die strukturellen Komponenten und desgDEFGOperon kodiert fur den
transkriptionalen  Aktivator (CsgD) und fur die Expoaschinerie (CsgE-F)
[Romlinget al 1998a].

Das GencsgAkodiert fur die Untereinheit der Curli-Fimbrien dinsgB fiir ein Nukleator-
Protein, welches die Verankerung der Curli-Fimbream die Aul3enmembran ermdglicht.
CsgG ist in der AuRenmembran lokalisiert und vetarh die Proteolyse der Proteine CsgA
und CsgB. Es lagert sich zu einem oligomeren Kompié einer zentralen Pore zusammen
und vermittelt die CsgA-Sekretion. CsgE und Csgfd @an der Komplexbildung von CsgG
beteiligt [Romlinget al. 1998a, Robinsoat al, 2006].

Curli-Fimbrien sind proteindse, flexible Filamentend werden von Vertretern der
Enterobacteriacegewie Escherichia coli, ShigelleCitrobacter und Enterobacterexprimiert
[Smyth et al, 1996]. Sie aggregieren an der ZelloberflacheSmukturen mit sechs bis
zwolf nm Durchmesser und ihre Lange variiert vob l@is 1pum. Curli-Fimbrien kénnen eine
Reihe von Proteinen der extrazellularen Matrix bmdwvie beispielsweise Plasminogen,
Laminin und Fibronectin [Olseet al, 1989, Ben Naset al, 1996], aber sie vermitteln auch
die Anheftung von Bakterien an verschiedene hunZaatien. Zudem koénnen Curli-Fimbrien
auch an abiotische und biotische Oberflachen bindeh erméglichen so die Reifung des
Biofilms [R6mling & Rohde, 1999]. Curli-Fimbrien kiéxen auch an Cellulose binden. Die
Co-Expression von Cellulose und Curli-Fimbrien fihzur Bildung einer inerten,
hydrophoben extrazellularen Matrix [Zog#jal, 2003].

Neben den Curli-Fimbrien besitZt coli eine weitere Klasse von Fimbrien, um die Bakterien
Oberflachen-Interaktion wahrend der irreversiblenhéftung zu verstarken, die Typ 1
Fimbrien. Diese filamentosen, proteinbsen Adhéasoemen sowohl in kommensalen als
auch in pathogenel. coltlsolaten vor [Saueet al, 2000]. Bakterien, die Pili exprimieren,
prasentieren zwischen 100 bis 500 Pili auf ihree®&che und diese 0.2 bis 2 um langen
réhrenférmige  Strukturen haben einen Durchmessen Jainf bis sieben nm
[Beloin et al, 2008]. Typ 1 Fimbrien kénnen, Mannose-abhéngiy,einer Vielzahl von
Rezeptormolekilen auf der eukaryotischen Oberflaadieerieren [Duncaat al, 2005] und

sie gelten als wichtiger Virulenzfaktor pathogeBkecoli[Kaperet al, 2004].
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1.3.2.2Cellulose

Fur die Reifung des bakteriellen Biofilms werdenti&omponenten benotigt. Cellulose,
der Hauptbestandteil der pflanzlichen Zellwand, est Homopolysaccharid, welches aus
B-1-4-glykosidisch verbundenen D-Glucopyranose-EBiehezusammengesetzt ist. AuR3erhalb
des Pflanzenreiches kann Cellulose von vielen ¥&tn der Enterobacteriaceae wie
Salmonella ssp Citrobacter spp Enterobacter spp Gluconacetobacter xylinusund
Escherichia coliproduziert werden [Solaret al. 2002, Zogagt al, 2003]. Es wird vermutet,
dass Cellulose bei Enterobakterien besondesrhalb des Wirtes eine g¢gie Rolle spielt,
wie beispielsweise bei der Biofilmbildung oder Za#ll-Interaktion [Romling, 2002]. Das
Polysaccharid Cellulose ermdglicht beispielswelgzobium sppdie Adharenz an die
Wurzeln der Wirtspflanze [Smit al, 1992], kann aber auch wie im Fall v@ xylinus
Schutz vor UV-Strahlung bieten [Brown, 2004]. E®ienteritidiswird durch Cellulose die
Resistenz gegen Chlorine gesteigert [Solatoal, 2002]. Welche konkrete Rolle die
Cellulose-Bildung bei Enterobakterien im klinischBareich spielt, ist noch nicht eindeutig
nachgewiesen. Die bisherigen Informationen lassam Sichluss zu, dass Cellulose keinen
Effekt auf die Virulenz von Enterobakterien hatlgBmwet al, 2002].

Erste Untersuchungen zur bakteriellen Cellulosed®se fanden inG. xylinus statt
[Rosset al, 1991]. Genetische Untersuchungen zeigen, dasS. beyphimuriunund E. coli
die Gene fiur die Cellulose-Synthese, homolodgszxylinus in zwei divergent transkribierte
OperonenbcsQABZCund becseFG (becs steht fur bacterial cellulose synthesis) aigart
sind. Bei BcsA handelt es sich um ein zytoplasmohés Membranprotein, welches die
katalytische Untereinheit des Cellulose-Syntheseiplexes ist. Die Funktion des BcsB-
Proteins ist unbekannt. Das BcsZ-Protein ist alslod=h4-3-Glucanase ebenfalls an der
Cellulose-Biosynthese beteiligt [Zogej al, 2001]. Das GemcsCkodiert fur eine putative
Oxidoreduktase und ist wahrscheinlich an der Bigdemes Membran-gebundenen Protein-
Komplexes beteiligt, der die Extrusion der Cell@losrmoglicht [Romling, 2002]. Die
Funktion desocseEFGOperons bei der Cellulose-Biosynthese ist nochtreindeutig geklart.
Wahrend das Protein BcsG als Endoglucanase unBrdésin Besk als Protease identifiziert
wurden, ist die Funktion des Proteins BcsF noclintnibekannt [Solan@t al, 2002]. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass das direkbeshAliegende GerbcsQebenfalls Teil
der Cellulose-Produktion ist. Dieses Gen kodiertdin MinD-Homolog (MinD ist an der
korrekten Septumbildung wéahrend der Zellteilungeligit) und ist vermutlich fur die polare

Lokalisierung des Cellulose-Komplexes verantwahntlice Quéré & Ghigo, 2009].
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Die Produkte derbcsGene sind allerdinggper se nicht ausreichend fur die Cellulose-
Synthese. Dieser Prozess bendtigt eine post-ttarsttie Aktivierung durch den sekundaren
Botenstoff c-di-GMP. Diese Regulation erfolgt Ulmke transkriptionelle Aktivierung des
GenesadrA (yaiC in E. col) durch den Biofilmregulator CsgD (Abb. 1.4). DasrGyaiC
kodiert fur ein GGDEF-Domanen-Protein. Durch dieding, des durch YaiC produzierten,
c-di-GMP an die PilZ-Doméane von BcsA wird die Cedke-Synthese aktiviert [Romling,
2002, Amikan & Galperin, 2006, Ryjenket al, 2006].

1.4 kleine regulatorische RNAs

Wichtige Regulatoren bei der schnellen Anpassungian &ndernde Umweltbedingungen
sind kleine regulatorische RNA. Sie sind als pastkriptionale Regulatoren ubiquitar in
Bakterien und Eukaryoten verbreitet [Chapman & t@gton, 2007; Waters & Storz, 2009].
Eukaryotische mikro-RNAs (miRNASs) und die meisteakieriellen kleinen RNAs (SRNAs,
nicht-kodierende RNAs) binden Uber den GegenstMaghanismus (antisense) an ihre Ziel-
MRNA.

In E. colisind insgesamt mehr als 80 sRNAs experimentetiibgsund viele bendtigen fur
die Bindung an die Ziel-mRNA das RNA Chaperon Higeses Chaperon bindet bevorzugt
an AU-reiche Bereiche von RNA-Sequenzen. DurchBinelung an Hfg werden die kleinen
RNAs stabilisiert und die Bindung an die Ziel-mRMAterstutzt [Vogel & Luisi, 2011].

Kleine RNAs lassen sich aufgrund ihrer Lage im Genm zwei Gruppen einteilen,
ciss und transkodierte RNAs. Diecis-kodierten RNA sind auf dem Gegenstrang der
Ziel-mRNA kodiert und basenpaaren meist komplettaer Ziel-mRNA. Sie besitzen haufig
nur ein Ziel und kénnen zwischen 50 und 350 Nulkdient lang seinCis-kodierte RNAs sind
an der Regulation von Plasmiden und Transposons and der Regulation von
Stoffwechselprozessen und der Stressantwort lggt¢irantl, 2007]. Dietrans-kodierten
kleinen RNAs liegen an einer anderen Stelle im Gerals ihre Ziel-mRNA. Sie sind 50 bis
250 Nukleotide lang und kénnen mehr als ein Ziguheren.Transkodierte RNAs weisen
meist nur eine geringe Komplementaritat zu ihrel-BiRNA auf [Storzt al., 2011].

Die Bindung der kleinen RNA an die Ziel-mRNA hat isteden Abbau dieser oder die
Verhinderung der Translation durch Maskierung deboBomenbindestelle zur Folge
[Masséet al, 2003]. In manchen Fallen fihrt die Bindung d&xiren RNA an die Ziel-
MRNA aber auch zu einer verbesserten Ribosomenhgndder zu einer erhbhten mRNA-
Stabilitat [Urban & Vogel, 2008]. Zusatzlich konn&teine regulatorische RNAs auch auf
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Proteinebene wirken und dabei die Aktivitat ihresel-Proteins beeinflussen. Die
bekanntesten Vertreter der SRNAs mit Wirkung aef Eroteinaktivitat sind CsrB und CsrC
(s. 1.6). Weitere Vertreter sind 6S und GImY [Gsattan & Storz, 2011].

Viele enterobakterielldranskodierte sRNAs reprogrammieren die Proteinexpoessls
Antwort auf spezifische Veranderungen der Umweltdd wmter Stressbedingungen. Im
Gegensatz zu den konstitutiv exprimierteis-kodierten sRNAs, werdenrans-kodierte
SRNAs meist nur unter spezifischen Bedingungeniexert. In E. coli sind regulatorische
RNAs beispielsweise bei Bedingungen mit limitierermd Eisenangebot (Fur reprimiert
RyhB), bei oxidativem Stress (OxyR aktiviert OxyBi AuRenmembranstress-(induziert
MicA and RybB), bei erhdhtem Glycingehalt (GcvA uaziert GevB), bei Verdnderungen der
Glukosekonzentration (CRP reprimiert Spot42 und GREviert CyaR) und bei erhdhten
Glukose-Phosphat-Konzentrationen (SgrR aktivientSgeguliert [Gorke & Vogel, 2008;
Gottesman, 2005].

Die Mehrzahl der bisher gefundenen kleinemanskodierten RNAs regulieren
AuRenmembranproteine (MicA, MicC, MicF, RybB, CyaR®mrA und OmrB) oder
Transporter (SgrS, RydC, GcvB) [Waters & Storz, 900Veranderungen in der
Zusammensetzung der AulBenmembranproteine konneoh duerschiedene ZKS, wie
beispielsweise das Rcs-Phosphorelay-System (s. X8gr das ArcAB-System,
wahrgenommen werden und beeinflussen so viele 8sezeunter anderem auch die
Biofilmbildung. Das aerob/anaerob-wahrnehmende Kermaponentensystem ArcAB
reprimiert beispielsweise die Expression der 120gbpd sRNA ArcZ. Die sRNA ArcZ
wiederum hat einen aktivierenden Einfluss aufrgi@S Translation [Mandin & Gottesmann,
2010]. Der Stationarphasen-Sigmafaktor RpoS smele wichtige Rolle bei der Curli-
Expression und bei der Biofiimbildung [Pesavestal 2008, Webeet al., 2006].
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1.5 das Rcs-Phosphorelay-System

Unter spezifischen Wachstums- und Umweltbedingurglelet sich um die bakterielle Zelle
eine schitzende Kapsel (mukoider Phanotyp auf Agiéep). Diese besteht aus einem
negativ geladenen Polymer aus Glukose, Galaktasiktdse und Glukuronsdure und wird
Kolansaure (colanic acid; CA) oder M Antigen gertamneses Polysaccharid ist bei coli,
aber auch bei anderen Spezieskigterobacteriaceagveit verbreitet [Granet al, 1969]. Die
Expression der Kapselsynthesegengz&Operon) wird in E. coli durch das
Rcs-Phosphorelay-System kontrolliert. Dieses Zweirdgonenten-System gehort zu den

Signaltransduktionssystemen der bakteriellen Zelle.

1.5.1 Genregulation durch Zwei-Komponenten-Systeme

Die Zwei-Komponenten-Systeme (ZKS) ermoglichen esn dBakterien die standig
wechselnden Umwelteinfliisse der Umgebung, wie degeBot verschiedener Nahrstoffe, das
Auftreten von toxischen Substanzen, pH-Wert, Temaper Sauerstoffgehalt, Osmolaritat und
zahlreiche andere Faktoren, wahrzunehmen und amdese der Zelle weiterzuleiten. Zwei-
Komponenten-Systeme Ubernehmen eine wichtige Famkiei Chemotaxis, Metabolismus,
Transport, Pathogenitat und Osmoregulation [WeSté&ck, 2001].

Typische ZKS enthalten ein Membran-gebundenes $emdein (Sensorkinase), welches mit
einem zytoplasmatischen Regulatorprotein (Respdtesgulator) Uber Phosphotransfer in
Kommunikation steht. IrE. coli sind circa 60 Sensorkinasen und Response Reguiatore
bekannt. Die meisten von ihnen sind in zusammengph® Paaren organisiert
[Mizuno, 1997].

Beim prototypischen Modell wird der Reiz mit dem THrminus der Sensorkinase
wahrgenommen und fihrt zu einer ATP-abhangigen phasphorylierung an einem
spezifischen Histidin (H1). Die so aktivierte Kiefsnktion kann die Phosphatgruppe dann
auf ein Aspartat (D1) im Response Regulator UbgettaDiese Phosphorylierung ermdglicht
dem Regulatorprotein, welcher typischerweise ein¢Atbindende Doméne besitzt, die
Transkription einer Reihe von Genen aktivieren, siezifisch als Antwort auf den Reiz
bendtigt werden. Die Dephosphorylierung des Respdregulators durch eine spezifische
Phosphatase fuhrt zum Abschalten der Antwort. Diakkon der Phosphatase wird haufig
von der Sensorkinase selbst Gbernommen. Ein Beigpiein prototypisches Modell ist das
BarA/UvrY-System (s. 1.6).
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Neben den klassischen (orthodoxen) Zweikomponeysézrmen gibt es auch die
unorthodoxen Multikomponentensysteme. Ein solchgste®h besitzt neben den typischen
Proteinen so genannte Hybridsensorproteine. Diesgzien eine komplexere Architektur und
Funktion, denn sie weisen neben ihrer Histidin-$raitter-Doméane (H1) noch zwei weitere
Doméanen (D1 und H2 in der Hpt-Domane) auf. In \nefgillen ist die Receiverdoméane D1
an die Transmitter-Domane (H1) der Sensorkinaseiorfiest. Nach der initialen
Autophosphorylierung am H1 wird die Phosphatgrupper D1 auf ein weiteres Histidin
(H2) in der Hpt-Domaé&ne ubertragen. Die Hpt-Doméatentweder als eigenstandige Doméane
oder als Teil der D1-Domane der Sensorkinase nkyghid am Phosphotransfer beteiligt.
Erst jetzt erfolgt der Phosphotransfer auf den Besp Regulator (D2). Durch
Hybridsensoren wird eine zusatzliche Modulation &gnaltransduktion zum Response
Regulator oder eine Moglichkeit fur die Regulatiomeiterer Signalwege erreicht
[Matsushika & Mizuno, 1998].

Die besondere Struktur der Phosphorelay-Systeme 6ghicht eine so genannte
Kreuzregulation in der Zelle. Kreuzregulation isfidiert als die Phosphorylierung eines
Responseregulators durch eine Nichtpartner-Semsws&i mit physiologischer Relevanz
in vivo [Wanner, 1992, Bijlsma & Groisman, 2003E. coli besitzt insgesamt funf
Phosphorelay-Systeme (ArcB/ArcA, EvgA/EvgS, TorSRoBarA/UvrY und RcsC/D/B),
die abhangig von den eintreffenden Umweltsignalpazgische Antworten in der Zelle

ausldsen.

1.5.2 Die Komponenten des Rcs-Phosphorelay-Systems

Das Rcs-Phosphorelay-System spielt eine wichtigéeRio der Adaptation der bakteriellen
Zelloberflache beim Wachstum auf Oberflachen [leees & Clarke, 2003] und neben der
Aktivierung der CA-Synthesegene, erfiillt das Rcedpihorelay-System noch viele weitere
Aufgaben. Es reprimiert den Masterregulator degéllansyntheseflaDC), beeinflusst die
Zellteilung ts2), reguliert die Expression der kleinen RNA RprAdust im wesentlichen an
der Regulation der Biofilmbildung beteiligt [Maj@ali und Gottesman, 2005] (Abb. 1.5).
Dieses unorthodoxe ZKS setzt sich aus der Sensm#&iRcsC, dem Hpt-Protein RcsD (friiher

YojN) und dem Responseregulator RcsB zusammen.
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Abb. 1.5: Modell fur die Signaltransduktionskaskadefiir RcsB- und RcsAB-abhéngige Gene

Der Phosphattransfer von RcsC zu RcsB ist dardiedEs| gibt Hinweise dafir, dass die Phosphatgrugush
wieder von RcsB Uber ResD zuriick auf ResC Ubertragerden kann. Das Rcs-Phosphorelay-System scheint
Signale von der Zelloberfliche und aus dem Penpdasvahrzunehmen. Weitere Erlauterung siehe Text
[Majdalani & Gottesman, 2005].

Die membranstdndige Sensorkinase RcsC ist aus nfiége Domanen aufgebaut: eine
periplasmatische Doméane, 2 Transmembranhelices,zttoplasmatische PAS-Domane, die
charakteristische  Transmitter-Doméne (H1) und die ecéRrerdomane (D1)
[Clarke et al, 2002]. Das Phosphat wird, nach der Autophospleyg, von RcsC auf das
eigenstandige Hpt-Protein RcsD ubertragen (Abb. D&s ebenfalls membranstandige RcsD
besitzt zwei Transmembranhelices, eine N-terminageiplasmatische Doméane und die
C-terminale Hpt (H2)-Doméne. Von RcsD wird das Rinag auf RcsB Ubertragen (Abb. 1.5).
Der Response Regulator RcsB zeichnet sich durah Miterminale Receiverdoméne (D2)
und eine C-terminale DNA-bindende Doméne aus. Des#zt das Helix-turn-Helix Motiv,
welches zur Bindung an die DNA notwendig ist und Eamilie der LuxR-Proteine gehdrt
[Takedaet al.,2001].

Die Phosphorylierung des Responseregulators RcdBt filu dessen Aktivierung als
Transkriptionsfaktor. RcsB kann alleine oder mitmderusatzlichen Faktor RcsA die
Genexpression steuern (Abb. 1.5). RcsA besitzt RaeB, eine Helix-turn-Helix Domane der
LuxR-Familie fur die spezifische DNA-Bindung undteriegt einer starken Kontrolle durch
die Protease Lon [Stowt al., 1991]. Durch diese Kombination zweier DNA-bindende
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Domanen koénnen unter verschiedenen Bedingungerrsohtedliche Ziele angesprochen
werden. So wird die Expression der kleinen RNA Rphdrch ein Homodimer aus RcsB
aktiviert [Majdalaniet al, 2002], wohingegen die Kapselsynthesegevieg(vom Heteromer
aus RcsAB aktiviert werden [Ebel & Trempy, 1999raBnannet al (2012) und Johnsost

al. (2011) konnten zeigen, dass RcsB auch mit andéteiix-turn-Helix-Proteinen
Bindungen zur Regulierung der Transkription eingé&bds Rcs-Phosphorelay-System kann
durch die Kombinationen aus Phosphorelay-System  undhterschiedlichen
Heterodimerbildungen viele verschiedene Signaler auch unterschiedlichste Antworten
vereinen. Obwohl die physiologischen Signale dess-Rwosphorelay-Systems noch
unbekannt sind, konnte bisher gezeigt werden, dies&ehllokalisierung von Lipoproteinen
[Shibaet al, 2012], Peptidoglykanstress [Laubacher & Ade€)80niedrige Temperaturen
und die Anwesenheit von Zink und Glukose in der @mgg [Hagiwaraet al, 2003] durch
RcsC und ein weiteres, in der AufRRenmembran lokatess Lipoprotein, RcsF,
wahrgenommen werden kénnen (Castanie-Coehetl, 2006). Zusatzlich dazu fihren auch
Bedingungen wie hohe Osmolaritdt und das Wachstuimeimer feuchten Oberflache zur
Aktivierung des Rcs-Phosphorelay-Systems [Majdalawi Gottesman, 2005]. Dieses System
spielt eine wichtige Rolle bei der Reifung des Bm$, denn es liefert die Komponente -CA-
fur die Struktur und reprimiert Faktoren wie Fldgel und Curli-Fimbrien
[Ferrieres & Clarke, 2003].

1.6 Das Csr-System

Der ursprunglich als Repressor der GenexpressiaerirStationarphase gefundene Regulator
CsrA kontrolliert primare und sekundare Stoffwedwege, Biofilmbildung, Motilitét,
Virulenz pathogener Organismen und Stressantwaeisyes [Romeoet al, 2012]. Dieses
RNA-bindende Protein CsrA beeinflusst die Staliliad die Translation einer Reihe von
MRNASs. Die Ziel-mRNA wird meist mehrfach durch Hodrmere von CsrA an einem hoch
konservierten Element, ein GGA innerhalb einer &b&hl des Transkripts, gebunden
[Dubey et al, 2005, Mercanteet al, 2006]. CsrA bindet auch sein eigenes Transkriyt
reprimiert so dessen Translation (Abb. 1.6). Diastoregulatorische Schleife fordert einen
schnellen Mechanismus zur Reduktion von CsrA in delle, wenn beispielsweise die
Konzentration an freiem CsrA in der Zelle zu host{Yakhninet al, 2011].

CsrA aktiviert das ZKS BarA/UvrY [Suzulet al, 2002] (Abb. 1.6). Bei BarA handelt es sich

um eine Hybridsensorkinase, bei UvrY um einen uoipem Response Regulator der
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FixJ-Familie. Allgemein ist das BarA/UvrY-System techeidend fir eine effiziente
Adaptation an verschiedene Stoffwechselwege, ureiféBt eine essentielle Funktion fur die
Anpassung an neue Umgebungen [Pernestay, 2003]. Orthologe dieses Systems sind auch
in anderen gramnegativen Bakterien bekannt. Dond ssie an der Regulation von
Virulenzfaktoren beteiligt [Fortuneet al, 2006]. Die Aktivierung des BarA/UvrY-ZKS
scheint mit den Produkten des Kohlenstoff-Stoffveats, wie Acetat, kurze Carboxylsauren
und moglicherweise auch mit Zwischenprodukten desb&-Zyklus verbunden zu sein
[Chavezet al, 2010]. Als Zielgene des BarA/UvrY-ZKS sind untarderem die GengoS
csrBundcsrChekannt [Mika, 2006; Pernestag al. 2003; Suzuket al, 2002].

Die GenecsrB und csrC kodieren fur nicht-translatierte., kleine RNAs, dieder Lage sind
CsrA zu binden. Bei CsrB handelt es sich um eirel6und bei CsrC um eine 245 bp grol3e
SRNA. Diese beiden RNAs konkurrieren in der Zell¢é den mRNAs um CsrA und wirken
als Antagonisten (Abb. 1.6). CsrB und CsrC seqisestt CsrA [Liu et al, 1997,
Weilbacheret al, 2003] und bilden zusammen einen inerten KomplRie. beiden RNAs

modulieren die Aktivitat, nicht aber die Konzenioatvon CsrA [Gudapatgt al, 2001].

X
RpoS (
. .C) RNA targets

— CsrA 4 of CsrA

BarA-UvrY

+ CsrD
RNase E .
— CsrB/CsrC ===+ Nucleotides

Abb. 1.6: Der autoregulatorische Kreislauf des CsiSystems.

CsrA bindet seine eigene mRNA und inhibiert so Tianslationsinitiation. CsrA aktiviert auch inditedeine
eigene RpoS-abhangige Transkription Uber die Adtivig der Translation vom rpoS Transkript. CsrAvedatt

die Expression seiner beiden RNA Antagonisten Gsr8 CsrC, Uber das ZKS BarA/UvrY. Die kleinen RNAs
besitzen mehrere CsrA-Bindestellen und sind sodn ldage mehrere CsrA-Dimere zu sequestrieren. CsrA
reprimiert die Expression von CsrD ein wenig. C&Dein Protein, welches fir den Abbau der kleifRAs
CsrB und CsrC durch RNase E und PNPase notwend[y &khninet al, 2011]
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Das membranstandiges GGDEF/EAL-Doménen-Protein CEYDBdA) ist ein weiterer
Regulator dieses Systems. Eine Beteiligung dieseteiRs am c-di-GMP-Kreislauf kann
aufgrund der degenerierten GGDEF- und EAL-Doménemsgeschlossen werden.
Interessanterweise weist dieses Protein eine Nutafem RNA-Binde-Doméne auf und
beeinflusst die Expression vasrBundcsrC[Jonaset al, 2006]. Suzuket al.(2006) zeigten
zusatzlich, dass CsrD, nicht als Ribonuklease, dnna& der beiden kleinen RNAs beteiligt
ist. Die Degradierung von CsrB und CsrC erfolgtatiudie Hauptnuklease fur den Abbau von
MRNAs, RNase E. Durch die Bindung von CsrD an cdedn kleinen RNAs kommt es
maoglicherweise zu einer Konformationsanderung, assd_srB und CsrC vom Degradosom
(Komplex aus der Endoribonuklease RNase E, der ghlabsabhangigen Exoribonuklease
Polynukleotid-Phosphorylase (PNPase) und der DEAB-BNA Helikase B (RhiIB)) als
Substrate erkannt werden konnen (Abb. 1.6). FurAdvitat von CsrD sind die GGDEF-
und EAL-Domane notwendig. Innerhalb dieser Arbeiirde der Einfluss von CsrD auf
weitere kleine RNAs und die Biofilmbildung nahertemsucht und ist im Ergebnisteil
dargestellt.

Das Csr-System ist, wie der sekundare BotenstdffGMP, an der Umschaltung zwischen
motilem und sessilem Stadium beteiligt. Moglichesge handelt es sich um den
.Gegenspieler” von c-di-GMP. Denn CsrA stabilisibdispielsweise disthDC-mRNA und
fordert so die Motilitat, wahrend es dggaABCDB-mRNA destabilisiert und somit die
Synthese der Matrixkomponente 3-1,6-N-Acetyl-D-@kamin (PGA) verhindert. Dieses
Polysaccharid, welches die Bindung an abiotischerflithen und interzellulare Adhasion
wahrend der Biofilmentwicklung vermittelt [Agladzt al, 2005], ist in vielen verschiedenen
bakteriellen Spezies, wie. coli, Salmonella spp., Yersinia pestis, Staptodous aureusind
Actinobacillus zu finden (als pgaABCD icaADBC oder hmsHFRS bezeichnet)
[Karatan & Watnick, 2009]. Fur die Synthese von P@#id die pgaABCDGengruppe
bendtigt. Dieser Lokus ist in die Synthese und Siakation von PGA involviert und bei der
Oberflachenandockung in vielen Eubakterien bete[Ngang et al, 2004]. Das GempgaA
(und sein HomolodpmsH kodiert fur ein Porin-ahnliches Protein, welckeghrscheinlich flr
die Sekretion von PGA bendtigt wird. Die Deacetylieg des N-Acetylglucosamin-Polymers
wird durch das Protein PgaB (und seine Homologe Hmsd IcaB) Ubernommen. Die
Deacetylierung ist fur den Export zur Zelloberflaahichtig. Die Glykosyltransferase PgaC
(und seine Homologe HmMsR und IcaA) ist notwendigr fdie Katalyse des

N-Acetylglucosamin-Polymers. Das letzte Gen desr@ppgaD (und sein Homologpms$
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kodiert fur ein Innenmembranprotein, welches wightfir die PGA-Synthese ist
[Karatan & Watnick, 2009].

CsrA beeinflusst die Biofilmbildung aber nicht ritver die Matrixkomponente PGA, sondern
es beeinflusst auch die Expression verschiedeneDEFEAL-Gene. So fuhrt die
Uberproduktion von CsrA zur Induktion vogddV (GGDEF), yliF (GGDEF), dos
(GGDEF-EAL),yhjK (GGDEF-EAL),csrD (GGDEF-EAL),yliE (EAL) andyjcC (EAL) und
zur Repression der GegedTandydeH[Jonaset al, 2008].
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2. Zielsetzung

Ein Bakterium kann sich, als unmittelbare Antwauf aich &ndernde Umweltbedingungen,
entscheiden, sich niederzulassen oder weiter anisthen. Der Wechsel von der motilen in
die sessile Lebensweise ist eng mit der verstarBgmhese des sekundaren Botenstoffes
c-di-GMP verknipft. Wahrend ein hoher zellulareriegpl an c-di-GMP mit der
Biofilmbildung assoziiert ist, geht ein niedriger itm der Motilitdt einher
[Pesaventoet al, 2008]. Das gramnegative Bakteriugscherichia coli(E. col) besitzt
29 GGDEF/EAL-Doménen-Proteine. DiguanylatzyklasédGC) besitzen eine GGDEF-
Domane und produzieren c-di-GMP aus 2 GTP. Den Ahtfiases Molekils Ubernehmen
spezifische Phosphodiesterase (PDE), die eine Eéindhe besitzen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte durch Expressiomisty mit Hilfe von
lacZ-Reportergenfusionen und durch Charakterisierung Mutationen in GGDEF/EAL-
Domanen-Proteinen, folgenden Fragestellungen gek&nden:

1) welche GGDEF/EAL-Doméanen-Proteine in welcherdehdes Wachstums (exponentielle
oder stationdre Phase), unter welcher Bedinguriggifje oder feste Umgebung) und bei
welcher Temperatur (37°C oder 28°C) exprimiert sind

2) welche der Promotoren der 29 GGDEF/EAL-Domanendsunter der Kontrolle des
Stationarphasen-Sigmafaktors RpoS und damit unter Kontrolle der generellen
Stressantwort stehen und

3) welche GGDEF/EAL-Doméanen-Proteine an der Regratder Motilitat und der
Biofilmbildung beteiligt sind.

Ein wichtiger Kontrollpunkt bei der Umschaltung vdar motilen in die sessile Phase ist der
Biofilmregulator CsgD. Dieser wird auf Ebene derafiskription durch mehr als zehn
Transkriptionsfaktoren (CpxR, Crl, CRP, CsgD, FIhDMINS, IHF, MIrA, OmpR, RcsB und
RstA), zwei Sigmafaktoren (RpoD und RpoS) und dekuBdarbotenstoff c-di-GMP (Uber
die Kontrollmodule YdaM/YciR und YegE/YhjH) konti@rt [Ogasawaraet al, 2011,
Pesaventet al, 2008, Webeket al, 2006] und auf posttranskriptionaler Ebene Ubeman
funf sSRNAs (OmrA, OmrB, RprA, Mca$S und GcvB) diedréation [Holmqvistet al, 2010,
Thomasoret al, 2012, Jgrgensest al, 2012, Mikaet al., 2012]. Als Transkriptionsfaktor
aktiviert CsgD unter anderem das OpeosgBACund das GemdrA (yaiC in E. coli). Bei
dem OperortsgBAChandelt es sich um das Strukturoperon der adh@siveli-Fimbrien, die
eine wichtige Funktion bei der irreversiblen Anlkefy in der Biofilmentwicklung spielen.

Das GeryaiC kodiert fiir eine DGC. Uber die transkriptionaleritimlle aufyaiC kontrolliert
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CsgD indirekt die Cellulose-Synthese, da hierfi@ aiosterische Bindung von c-di-GMP an
die Cellulose-Synthase notwendig ist [Ryjenled\al., 2006].

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte der Wirkmeademus eines speziellen GGDEF/EAL-
Domanen-Proteins, CsrD, nadher untersucht werdendeB®omé&nen von CsrD sind
degeneriert und eine Beteiligung an der c-di-GMRtBgse oder am c-di-GMP-Abbau kann
aufgrund dessen ausgeschlossen werden. Seraj 2006 konnten zeigen, dass CsrD den
Abbau zweier kleiner RNAs CsrB und CsrC beeinflutsterhalb dieser Arbeit wurde der
Einfluss von CsrD auf weitere kleine RNAs (OmrA, BnRprA und ArcZ), die an der
Regulation des Masterregulators der Curli-Fimb(iesgD) direkt oder indirekt beteiligt sind,
naher untersucht. Im Laufe dieser Untersuchung teoam Einfluss von CsrD auf das Rcs-
Phosphorelay-System gezeigt werden. Dieses Zweikoggensystem spielt eine wichtige
Rolle bei der Reifung von Biofilmen [Clarke, 2010n Rahmen dieser Arbeit sollte
schlielich geklart werden, Uber welche Komponedts degenerierte GGDEF/EAL-
Domanen-Protein CsrD einen Einfluss auf das Rcstiarelay-System austibt.

Parallel zur vorliegenden Arbeit zeigte sich in deanskriptom-Studien von S. Busse (2009),
dass die kleine RNA RprA ein wichtiger Regulatorr fiegsgD Transkription ist.
Mika et al (2012) zeigten, dass RprA direkt an dsggDmRNA bindet. Dadurch entstand
die Hypothese, dass CsgD und RprA sich wechsejdatitrollieren. Ein weiteres Ziel dieser
Arbeit bestand nun darin mittels eines globalen adrss das CsgD/RprA-Regulon
aufzuklaren.

Insgesamt sollte diese Arbeit zu einem besserest&minis der Regulation und Funktion des
GGDEF- und EAL-Netzwerkes irE. coli fihren und die Rolle von CsgD im global

regulatorischen Netzwerk der Biofilmbildung bedseleuchten.
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3. Material und Methoden

3.1. Chemikalien, Materialien und Geréate

Die wahrend dieser Arbeit benutzten Standard-Chalisik und -Materialien wurden von folgenden
Firmen bezogen:

AppliChem, Biorad, Biozym, Carl Roth GmbH & Co (K&uhe, D), Difco Laboratories, Fermentas,
Merck, Millipore, New England Biolabs, Roboklon, é&®, Riedel de Haen, Qiagen, Serva, Sigma-
Aldrich und VWR International.

Tab. 3.1: Bezugsquellen der verwendeten Chemikaliaimd Geréate

Produkt Hersteller
Acrylamid-Bisacrylamid Roth

Agarose Biozym

Antibiotika Roth, Sigma-Aldrich
APS Roth

Autoklav Systec

BCIP Roth

Blotmembranen fiir Proteine (Roti-PVDF) Roth

Blotmembranen fiir RNA (positiv geladene Nylon Meanr | Roche

Blotpapier Roth, Whatman
Bromphenolblau Roth

Brutschrank Memmert

Coomassie Brilliant Blau R-250 Appli-Chem
DNA-Langenmarker 100bp New England Biolabs
ADNA-BstEII New England Biolabs
DNA-Polymerasen (Opti-Taq, Phusion, Pfu) New Endl8iblabs, Biozym, Fermentas
dNTP / dig-markierte dNTP Stammlésung QbiogeneHeo
Elektroporationsapparatur (Gene Pulser XCell) BmRa
ELISA-Reader (Modell 550) BioRad
Fotoentwicklermaschine Protec
Gefrierschrénke (-80°C) Sanyo, New Brunswick
Geldokumentationsanlage Alpha Innotech
Gelelektrophoreseanlage Peglab, Biozym
Inkubatoren Infors HT

IPTG Roth

Microarray Scanner: GenePix 4100A Molecular devi@&xon)
Mikroskop Axioskop 2. Zeiss
Milchpulver Roth

NanoDrop Peqglab

NBT Appli-Chem
Oligonukleotide Metabion

ONPG Roth

PCR-Gerate (Thermocycler) MWG Biotech, Peglab
Photometer (Ultraspec 1000) Pharmacia Biotech
Plasmidpraparationskit Qiagen, Analytik Jena
Post-labeling Kit GE Healthcare

Primare Antikérper (GFP, anti-Dig) Roche
ProteingréfRenstandard New England Biolabs
QIAquick Gel Extraction Kit/PCR Purification Kit iQgen
Restriktionsenzyme New England Biolabs, Fermentas
Sekundare Antikorper Sigma-Aldrich
T4-DNA-Ligase New England Biolabs
Temed Roth

Thermomixer Eppendorf

X-Gal Appli-Chem

Xylene Cyanole Roth

Zentrifuges Eppendorf, Heraeus, Thermo Scientific
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3.2. Rezepte (Medien, Puffer)

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle LésungeénWasser angesetzt. Wasser wurde
ausschlieBlich in deionisierter Form (zweifach ttle=t) verwendet. Die Sterilisation erfolgte ired
Regel mittels Autoklavieren. Hierfr wurden die uégen und Festbestandteile fir 20 min bei 1 bar
auf 121°C erhitzt (feucht autoklaviert). Wenn Logen nicht autoklaviert werden konnten, wurden sie
mit Filtern der Firma Millipore mit einer Poreng@®fon 0,25 oder 0,4&m sterilfiltriert.

3.2.1. Rezepte fur Flussigmedien

Luria-Bertani-Medium (LB):

SOB-Medium:

SOC-Medium:

2 X TSS-Medium:

10 x M9-Minimal-Basis

Trypton

Hefeextrakt

NacCl

H,O

Sterilisation durch Autoklavieren

Trypton

Hefeextrakt

NaCl

KCI

H,O

Sterilisation durch Autoklavieren
SOB-Medium

MgC|2

MgSQ,

Glukose

0,19¢
ad1l

10 mM
10 mM
20 mM

Die Glukoseltsung wurde sterilfiltriert, die S@lglngen autoklaviert.

LB-Medium

PEG-6000

MgSQ,

DMSO

NaQHPO4 X Hzo

KH.PO,

NH,CI

NacCl

H,O

Sterilisation durch Autoklavieren

3.2.2. Rezepte fur Agarplatten

LB-Agar:

X-Gal-Agarplatten:

TOP-Agar:

Motilitatsplatten:

Trypton

Hefeextrakt

NaCl

Span-Agar

H,O

Sterilisation durch Autoklavieren
LB-Agar

X-Gal

20 % (wiv)
100 nM
10 %
75,29
10 g
10 g
59
ad 11

40 mg/l

X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl-R-D-Galaktopyi@sid) wurde in

N,N-Dimethylformamid gelost.
Agar

LB-Medium

Sterilisation durch Autoklavieren
Trypton

NaCl

Bacto-Agar

HZO

Sterilisation durch Autoklavieren

79
ad 1l
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3.2.3 Zusatze

Die verwendeten Antibiotika wurden als Stammldsumigei —20°C aufbewahrt und in den in Tal2
angegebenen Arbeitskonzentrationen eingesetzt.

Tab. 3.2. Ubersicht der verwendeten Zusatze

Antibiotikum Stammldésung Endkonzentration
Ampicillin (Amp) 100 mg/mlin I—JO 100ug/ml
Chloramphenicol (Cm) 20 mg/ml in 70 % Ethanol Lpmil
Kanamycin (Kan) 50 mg/ml in 10 50pg/mi
Tetracyclin (Tet) 5 mg/ml in 70 % Ethanol uf/ml
IPTG 1MinHO 1 mM
Rifampicin 50 mg/ml in DMSO 500g/ml

3.2.3. Standardpuffer und Lésungen

TE-Puffer, pH 8: Tris-Base 10 mM

EDTA 1mM

Der pH wurde mit HCI auf 8 eingestellt.
Sterilisation erfolgte durch autoklavieren.
Z-Puffer (R-Galactosidase-Enzympuffer), pH 7:

Na,HPO,

NaHPO,

KCI

MgSO*7 H,O

H,O

Sterilisation durch Filtration

61 mM
39 mM
10 mM
10 mM
ad 1l

o-Nitrophenylg-D-Galaktopyranosid (ONPG; nicht alter als 7 Tage):

6 x DNA-Auftragspuffer:

50 x TAE:

NaOH-Ldsung:

Northern Blot

ONPG

0,19

in Wasser aufnehmen; vor Licht schitzen; Aufobewad bei 4° C.

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
30 % Glycerin
in 1 x TAE aufnehmen
Tris-Base
Eisessig
0,5M EDTA
HO
2
NaOH
SDS
Jedesmal frisch angesetzt

RNA-Ladepuffer (fir denaturierende Formamid-AgarGsse):

Formamid
Formaldehyd-L6sung (36%)
10 x MOPS

Ficoll 400

Xylen Cyanol
Bromophenolblau

Ambion-Ladepuffer Il (fir PAA/Urea-Gele):

Formamid

EDTA

SDS

Xylen Cyanol
Bromophenolblau

242 g
57,1 ml
100 ml
ad 1l

0,2M
1%

75 ml
9ml
15 ml
39
0,025%
0,025%

95%
18mM
0,025%
0,025%
0,025%
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10 x TBE

10x MOPS buffer:

Methylenblaulésung:

Bleaching Puffer:

Blocking Reagenz:
Blocking Loésung:
20x SSC:
Waschpuffer 1:
Waschpuffer 2:

Waschpuffer 3:

Detektion Buffer:

Strip-Lésung:

Mikroarray-Analyse
Waschpuffer 1:

Waschpuffer 2:

Waschpuffer 3:

Tris
Borséaure
500 mM EDTA (pH 8.0)
HZO
MOPS
NaAcetat
EDTA
DEPC
Methylenblau
DEPC
SSC
NaAcetat (pH5,5)
SDS
DEPC

108 g
55¢
40 ml

ad 1l

0,4 M
0,05 M
0,01 M
0,1 %

0,02%
0,1%

0,2x

0,3M
1%
0,1%

10% Blocking Reagenz (Pulver,iepin Detektionspuffer 1
10% Blocking Reagenz mit Wascheuf

NacCl
NacCitrat

pH 7,0 (20°C) und autoklavieren

SSC
SDS
SSC
SDS
Maleinsaure
NacCl
Tween 20

3M
0,3M

2X
0,1%

0,5x
0,1%

0,1 M
0,15 M
0,3% (v/v)

mit 10 M NaOH auf pH 7,5 (RT) einstellen

Tris-HCI
NacCl

pH 9.5 (20°C)
SSC

SDS

SSC
SDS

SSC
SDS

SSC

0,1 M
0,1 M

0,1x
0,5%

2X
0,5%

0,5x
0,5%

0,1x
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Protein Analytik
5x SDS-Probenpuffer:

LT buffer:

UT buffer:

4 % Polyacrylamide gel:

12 % Polyacrylamide gel:

SDS-Laufpuffer:

Farbe-Losung:

Transblot-Puffer:

TBST:

TBSTM:
AP-Puffer:

Tris-HCI, pH 6.8 0,225 M
Glycerin 50%
SDS 5%
Bromphenolblau 0.05%
DTT 0.25M
Tris 36,34 ¢
SDS 0,8g
HZO ad 200 ml
pH 8,8
Tris 6,06 g
SDS 0,8¢g

ad 100 ml
pH 6,8
UT buffer 1.25 ml

Rotiphorese Gel 30 (Roth:
Acrylamid:Bisacrylamid = 37.5:1) 0.65 ml

HZO 3.07 ml
TEMED S5ul
10 % APS 25l

LT buffer 2.5ml

Rotiphorese Gel 30 (Roth:
Acrylamid:Bisacrylamid = 37.5:1) 4 ml

HZO 3.45ml
TEMED 5ul
10 % APS 5Qul
Tris 25 mM
Glycerin 0.19 M
SDS 0.1%
Isopropanol 25%
Essigsaure 10 %
Coomassie Brilliant Blue R-250 0,05 %
Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20 %
Tris (pH 7,5) 20 mM
NaCl 150 mM
Tween-20 0.05 %
5 % Milchpulver in TBST
Tris (pH 9.5) 100 mM
NaCl 100 mM

MgCl, 5 mM
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3.3. Verwendete Bakterienstamme und Plasmide

Die wahrend dieser Arbeit verwendeten BakteriensténPlasmide und Bakteriophagen sind in den

Tabellen 3.3., 3.4. bzw. 3.5. aufgelistet. SaméielhgegebenacZ-Genfusionen sind in Einzelkopien

an derk-att-site integriert (mit Hilfe der integralen PraigLambda RS45 oder RS74; als IRS oder

ARS bezeichnet). Mit ,DGen" ,AGen" oder ,,Gen::scar" ist die Deletion eines Geezdichnet.

Tab. 3.3:Ubersicht der verwendeten Stimme

yhdA::kan

HW129 mit NS18

Stamm | Genotyp Herstellung Bemerkung

Stdmme hergestellt in dieser Arbeit

NS118 | wW31104lac::Tn10 yegE (-360,+22)::lacZ Plasmid pNS4 neu gekreuzt diese Arbe
(hybr.)

NS119 | w31104lac::Tn10 ycdT (-582,+58) ::lacZ | Plasmid pNS2 neu gekreuzt diese Arbe
(hybr.)

NS120 | w31104lac::Tn10 yegE (-360,+22)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktigrdiese Arbeit
(hybr.) rpoS::kan von NS118 mit FS20

NS121 | w3110dlac::Tn10 ycdT (-582,+58) ::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
(hybr.), rpoS::kan von NS119 mit FS20

NS122 | w31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
(hybr.) yhdA::kan GB350 mit NS18

NS123 | w31104lac::Tn10 ydaM (-307, +43)::lacZ | Plasmid von C. Pesavento ngediese Arbeit
(hybr) gekreuzt

NS124 | w31104lac::Tn10 ycgF(-364,+46)::lacZ Plasmid von N. Tschowri neudiese Arbeit
(hybr.) gekreuzt

NS125 | w31104lac::Tn10 mIrA(-199,+91)::lacZ Plamid von H. Weber neudiese Arbeit
(hybr) gekreuzt

NS126 | w31104lac::Tn10 yhdA (-245,+21)::lacZ Plasmid pNS5 neu gekreuzt diese Arbe
(hybr.)

NS127 | w31104dlac::Tn10 yddV (-391, +49)::lacz | Plasmid von C. Pesavento ngediese Arbeit
(hybr) gekreuzt

NS128 | W31llM@lac::Tn10 yedQ (-196, +58)::lacZ | Plasmid von C. Pesavento nediese Arbeit
(hybr) gekreuzt

NS129 | w31104lac::Tn10 yliE(-319,+34)::lacZ Plasmid (lange Fusion) von A.diese Arbeit
(hybr) Possling neu gekreuzt

NS130 | w31104lac::Tn10 ydaM (-307, +43)::lacZ | hergestellt durch P1-Transduktigrdiese Arbeit
(hybr) rpoS::kan NS123 mit FS20

NS131 | w31104lac::Tn10 ycgF(-364,+46)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
(hybr.), rpoS::kan NS124 mit FS20

NS132 | w31104lac::Tn10 mIrA(-199,+91)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
(hybr), rpoS::kan NS125 mit FS20

NS133 | w31104lac::Tn10 yhdA (-245,+21)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
(hybr.), rpoS::kan NS126 mit FS20

NS134 | w31104lac::Tn10 yddV (-391, +49)::lacz | hergestellt durch P1-Transduktigrdiese Arbeit
(hybr), rpoS::kan NS127 mit FS20

NS135 | w31104lac::Tn10 yedQ (-196, +58)::lacZ | hergestellt durch P1-Transduktigrdiese Arbeit
(hybr), rpoS::kan NS128 mit FS20

NS136 | W31104lac::Tn10 yliE(-319,+34)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktigrdiese Arbeit
(hybr.) rpoS::kann NS129 mit FS20

NS137 | MC4100/daM(-307, +43)::lacZ (hybr), hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
yhdA::kan CP2 mit NS18

NS138 | MC4100/aiC(-213, +79)::lacZ (hybr), hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
yhdA::kan CP6 mit NS18

NS139 | MC4100nIrA(-199,+91)::lacZ (hybr), hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
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NS140 | w31104lac::Tn10 mIrA(-199,+91)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr), yhdA::kan NS125 mit NS18

NS141 | w31104lac::Tn10 ydaM (-307, +43)::lacZ | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
(hybr), yhdA::kan NS123 mit NS18

NS142 | w31104lac::Tn10 yaiC (-213, +79)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr), yhdA::kan NS153 mit NS18

NS149 | w31104lac::Tn10 yciR (-296, +64)::lacZ Plasmid von C. Pesavnto neu diese Arbeit
(hybr) gekreuzt

NS150 | w31104lac::Tn10 yliF(-321,+40)::lacZ Plasmid von A. Possling neu diese Arbeit
(hybr.) gekreuzt

NS151 | w31104lac::Tn10 yciR (-296, +64)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr) rpoS::kan NS149 mit FS20

NS152 | w31104lac::Tn10 yliF(-321,+40)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr.) rpoS::kan NS150 mit FS20

NS153 | W31104lac::Tn10 yaiC (-213, +79)::lacZ Plasmid von C. Pesavento neu | diese Arbeit
(hybr) gekreuzt

NS154 | W31104lac::Tn10yaiC (-213, +79)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
(hybr), rpoS::kan NS153 mit FS20

NS155 | W31104lac::Tn10 yhjH(-279,+49)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
(hybr.); rpoS::kan AP34 mit FS20

NS156 MC4100/hjH(-279,+49)::lacZ(hybr.) Plamid A. Mehlis (?) neu gekreuzt diese Arbe

NS157 | MC4100/hjH(-279,+49)::lacZ (hybr.); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
rpoS::kan NS156 mit FS20

NS158 | W311G/IiE::kan Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe

NS159 | W31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
(hybr.), DyegE, yciR::kan GB830 mit HW104

NS160 | MC4100/egE (-360,+22)::lacZ (hybr.) hergestellt durch P1-Transduktion diese Arbe
IsrA::cat

NS161 | MC410Q/hdA (-245,+21)::lacZ (hybr.) hergestellt durch P1-Transduktion diese Arbe
IsrA::cat

NS162 | w31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr.); yliE::kan GB350 mit NS158

NS163 | MC410G@sgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yliE::kan GB250 mit NS158

NS164 | MC410G@sgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yeal::cat HW142 mit GB200

NS165 | wW31104lac::Tnl0; yealJ::kan Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe

NS166 | MC410GsgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yeaJ::kan HW142 mit NS166

NS168 | MC410G@sgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yeaP::kan HW142 mit CP123

NS170 | MC410G@sgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
ycgG::cat HW142 mit CP122

NS173 | w31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr.); ylaB::kan GB350 mit AP78

NS174 | MC410G@sgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
ylaB::kan HW142 mit AP78

NS175 | w31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr.); yfgF::kan GB350 mit AP89

NS176 | MC410G@sgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yfgF::kan HW142 mit AP89

NS178 | w31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
(hybr.); yliE::scar NS162

NS179 | MC410@sgB(-190, +43)::lacZ (hybr.), DyliE Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit

NS163
NS180 | W31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit

(hybr.); DyhjH, ycgG::cat

GB813 mit CP122
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NS181 | w31104lac::Tn10 yliF::kan Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS182 | MC410¢/liF::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
MC4100 mit NS181

NS183 | W31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
(hybr.), yliF::kan GB350 mit NS181

NS184 | MC410¢/liF::kan csgB(-190, +43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr.) HW142 mit NS181

NS185 | w31104lac::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr), yliF::kan AP94 mit NS181

NS186 | W31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
(hybr.), yhjH::cat, yfgF::kan GB351 mit AP89

NS187 | w31104lac::Tn10 ydaM (-307, +43)::lacZ | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr), ydaM::cat NS123 mit HW103

NS188 | w31104lac::Tn10 mlirA(- hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
199,+91)::lacZ(hybr), ydaM::cat NS125 mit HW103

NS189 | W31104lac::Tn10 yaiC (-213, +79)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
(hybr), ydaM::cat NS153 mit HW103

NS190 | w31104lac::Tn10 ydaM (-307, +43)::lacZz | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr), yeaP::kan NS123 mit CP123

NS191 | w31104lac::Tn10 mirA(- hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
199,+91)::lacZ(hybr), yeaP::kan NS125 mit CP123

NS192 | w31104lac::Tn10 yaiC (-213, +79)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr), yeaP::kan NS153 mit CP123

NS193 | MC4100RS45 ydaM (-307, +43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr),yeaP::kan CP2 mit CP123

NS194 | MC4100nIrA(-199,+91)::lacZ(hybr), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yeaP::kan HW129 mit CP123

NS195 | MC4100/aiC (-213, +79)::lacZ (hybr), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yeaP::kan CP6 mit CP123

NS196 | MC4100/daM (-307, +43)::lacZ (hybr), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yfgF::kan CP2 mit AP89

NS197 | MC4100nIrA(-199,+91)::lacZ(hybr), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yfgF::kan HW129 mit AP89

NS198 | MC4100/aiC (-213, +79)::lacZ (hybr), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yfgF::kan CP6 mit AP89

NS199 | MC4100/daM (-307, +43)::lacZ (hybr), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yeal::cat CP2 mit GB200

NS200 | MC4100nIrA(-199,+91)::lacZ(hybr), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yeal::cat HW129 mit GB200

NS201 | MC410Q/aiC (-213, +79)::lacZ (hybr), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yeal::cat CP6 mit GB200

NS202 | w31104lac::Tn10 ydaM (-307, +43)::lacZ | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
(hybr), ycgG::cat NS123 mit CP122

NS203 | w31104lac::Tn10 mirA(- hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
199,+91)::lacZ(hybr), ycgG::cat NS125 mit CP122

NS204 | w31104lac::Tn10 yaiC (-213, +79)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr), ycgG::cat NS153 mit CP122

NS205 | MC410¢/daM (-307, +43)::lacZ (hybr), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
ycgG::cat CP2 mit CP122

NS206 | MC410Q/aiC (-213, +79)::lacZ (hybr), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
ycgG::cat CP6 mit CP122

NS207 | MC4100nIrA(-199,+91)::lacZ(hybr), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
ycgG::cat HW129 mit CP122

NS208 | w31104lac::Tn10 ydaM (-307, +43)::lacZ | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
(hybr), yciR::kan NS123 mit HW104

NS209 | w31104lac::Tn10 mirA(- hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
199,+91)::lacZ(hybr), yciR::kan NS125 mit HW104

NS210 | w31104lac::Tn10 yaiC (-213, +79)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit

(hybr), yciR::kan

NS153 mit HW104
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it

NS211 | w31104lac::Tn10 yaiC (-213, +79)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr), yegE::kan NS153 mit NS17
NS212 | w31104lac::Tn10 yaiC (-213, +79)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr), yhjH::kan NS153 mit GB201
NS213 | w31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
(hybr.), yciR::kan; clpP::cat GB356 mit HW162
NS214 | wW31104lac::Tn10 cheA::cat Neu hergestellte Mutante (OSI) | diese Arbeit
(hergestellt im KK07/08)
NS215 | w3110dlac::Tnl10 yeald::lacZ Neu gekreuzt diese Arbeit
NS216 | w31104lac::Tn10 yeald::lacZ, rpoS::kan hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
NS215 mit FS20
NS239 | w31104lac::Tn10 yoaD(-273,+58)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr.) csgD::kan AP60 mit GB297
NS240 | w31104lac::Tn10 rprA(-146;+150)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csrB::cat SB254 mit NS246
NS241 | w31104lac::Tn10 rprA(-146;+150)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csrC::kan SB254 mit NS245
NS242 | GB100@ahK::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1000 mit JB25
NS243 | GB100G/ahO::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1000 mit JB18
NS244 | w31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
(hybr.), csrB::cat, yhdA::kan NS246 mit NS32
NS245 | w31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ Neu hergestellte Mutante (OSI) | diese Arbeit
(hybr.), csrC::kan (KK08)
NS246 | w31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ Neu hergestellte Mutante (OSI) | diese Arbeit
(hybr.), csrB::cat (KK08)
NS247 | GB100GaiC::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1000 mit CP47
NS248 | GB100@&sgB(-190, +43)::lacZ (transc.) Plasmid von J. Berkholz neu diese Arbeit
gekreuzt
NS249 | GB100@ahO:lacZ (hybr.) Plasmid von J. Berkholz neu diese Arbeit
gekreuzt
NS250 | GB100@ahK:lacz (hybr.) Plasmid von J. Berkholz neu diese Arbeit
gekreuzt
NS251 | GB100Go0aD(-273,+58)::lacZ (hybr.) Plasmid pNS3 neu gekreuzt diese Arbe
NS252 | GB100GaiC (-213,+79)::lacZ (hybr.) Plasmid von C.Pesavento neu | diese Arbeit
gekreuzt
NS253 | GB100GfiN(-321,+55)::lacZ (hybr.) Plasmid von A. Possling neu diese Arbeit
gekreuzt
NS254 | GB100G/«ciR(-296, +64)::lacZ (hybr.) Plasmid von C.Pesavento neu | diese Arbeit
gekreuzt
NS255 | GB100GcdT(-582,+58) ::lacZ (hybr.) Plasmid pNS2 neu gekreuzt diese Arbe
NS256 | GB100G/hjH(-279,+49)::lacZ (hybr.) Plasmid von A. Mehlis (?) neu | diese Arbeit
gekreuzt
NS257 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ (hybr.), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yahO::kan GB1100 mit JB18
NS258 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ (hybr.), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yahK::kan GB1100 mit JB25
NS259 | GB100@&sgB(-190,+43):lacZ (hybr.), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::kan GB1100 mit NS32
NS260 | GB100@&sgB(-190,+43):lacZ (hybr.), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yegE::kann GB1100 mit NS33
NS261 | GB100@&sgB(-190,+43):lacZ (hybr.), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhjH::kann GB1100 mit GB201
NS262 | GB100&sgB(-190,+43):lacZ (hybr.), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit

yeaP::kann

GB1100 mit CP123
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NS263 | GB100@sgB(-190,+43)::lacZ (hybr.), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
ydaM::cat GB1100 mit HW103
NS264 | W31104lac::Tn10 rprA(-146;+150)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
csrB::cat; yhdA::kan NS240 mit NS32
NS265 | GB100@/ahO::lacZ (hybr.) yahO::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
mit JB18
NS266 | GB100G/ahO::lacz (hybr.) rpoS::Tnl10 hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
mit RH90
NS267 | GB100G/ahO::lacZ (hybr.) yeaP::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
mit CP123
NS268 | GB100Q yahK::lacZ (hybr.) yahK::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
mit JB25
NS269 | GB100Q yahK::lacZ (hybr.) rpoS::Tn10 hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
mit RH90
NS270 | GB100Q yahK::lacZ (hybr.) yeaP::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
mit CP123
NS271 | GB100@/ahO:lacZ (hybr.) ycgG::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
mit CP122
NS272 | GB100@ahK::lacz (hybr.) ycgG::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
mit CP122
NS273 | GB100Q/cgF(-364,+46)::lacZ Plasmid von N. Tschowri neu diese Arbeit
gekreuzt
NS274 | GB100Q/cgG(-1813; +46)::lacZ Plasmid von N. Tschowri neu diese Arbeit
gekreuzt
NS275 | GB1000prA(-146;+150)::lacZ Plasmid von S. Busse neu diese Arbeit
gekreuzt
NS276 | W31l@srC::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
W3110 mit NS245
NS277 | GB100@sgB(-190,+43)::lacZ (hybr.), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yciR::kan GB1100 mit AR
NS278 | W311l@srC::kan, csrB::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS276 mit NS246
NS281 | w31104lac::Tn10 rprA(-146;+150)::lacZ; | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
csrB::cat; csrC::kan NS240 mit NS245
NS282 | w31104lac::Tn10 rprA(-146;+150)::lacZ, | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::scar; csrC::kan SB260 mit NS245
NS283 | w31104lac::Tn10 rprA(-146;+150)::lacZ; | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::scar; csrB::cat SB260 mit NS246
NS284 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ ((transc.) hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yahO::kan NS248 mit JB18
NS285 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ (transc.), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yahK::kan NS248 mit JB25
NS286 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ (transc.), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::kan NS248 mit NS32
NS287 | GB100&sgB(-190,+43):lacZ (transc.) hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yegE::kan NS248 mit NS33
NS288 | GB100&sgB(-190,+43):lacZ (transc.) hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhjH::kan NS248 mit GB201
NS289 | GB100&sgB(-190,+43):lacZ (transc.) hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yeaP::kan NS248 mit CP123
NS290 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ (transc.) hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
ydaM::cat NS248 mit HW103
NS292 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ (transc.) hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yciR::kan NS248 mit HW104
NS293 | GB100G/hdA (-245,+21)::lacZ (hybr.) Plasmid pNS5 neu gekreuzt diese Arbe
NS294 | GB100G/laB(-300,+31)::lacZ (hybr.) Plasmid von A. Possling neu diese Arbeit
gekreuzt
NS295 | GB1000prA(-146;+150)::lacZ; yhdA::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit

mit NS32
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NS296 | GB100@eaP(-309,+40)::lacZhybr.) Plasmid von A. Possling neu diese Arbeit
gekreuzt
NS297 | GB1000tn(-298,+52)::lacZ (hybr.) Plasmid von A. Possling neu diese Arbeit
gekreuzt
NS298 | GB100G/deH(-321,+43)::lacZ (hybr.) Plasmid von A. Possling neu diese Arbeit
gekreuzt
NS299 | GB100G/neF(-1697,+49)::lacZ (hybr.) Plasmid von A. Possling neu diese Arbeit
gekreuzt
NS300 | GB100@/jcC(-287,+43)::lacZ (hybr.) Plasmid von A. Possling neu diese Arbeit
gekreuzt
NS301 | GB100@/liF(-321,+40)::lacZ (hybr.) Plasmid von A. Possling neu diese Arbeit
gekreuzt
NS302 | GB100@/feA(-301,+58)::lacZ (hybr.) Plasmid von A. Possling neu diese Arbeit
gekreuzt
NS303 | GB100G/ddV(-391, +49)::lacZ (hybr.) Plasmid von C. Pesavento neu | diese Arbeit
gekreuzt
NS304 | GB100@edQ (-196, +58)::lacZ (hybr.) Plasmid von C. Pesavento neu | diese Arbeit
gekreuzt
NS305 | GB100G/egE(-360,+22)::lacZ (hybr.) Plasmid pNS4 neu gekreuzt diese Arbejt
NS306 | GB100QGeal(-228, +31)::lacZ (hybr.) Plasmid von C. Pesavento neu | diese Arbeit
gekreuzt
NS307 | GB100Gg/daM(-307,+43)::lacZ (hybr.) Plasmid von C. Pesavento neu | diese Arbeit
gekreuzt
NS308 | W31104lac::Tn10 rprA(-146;+150)::lacZ; | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csrB::cat, csrC::kan; yhdA::scar NS282 mit NS246
NS309 | GB100G/ahO::lacZ (transc.) Plasmid von J. Berkholz neu diese Arbeit
gekreuzt
NS310 | GB100GfgF(-322,+49)::lacZ (hybr.) Plasmid von A. Possling neu diese Arbeit
gekreuzt
NS311 | GB100G/IE(-319,+34)::lacZ (hybr.) Plasmid von A. Possling neu diese Arbeit
gekreuzt (lange Fusion)
NS312 | GB100G/hjK(-319,+34)::lacZ (hybr.) Plasmid pNS1 neu gekreuzt diese Arbejt
NS313 | GB100GeaJd::lacZ (hybr.) Plasmid pNS6 neu gekreuzt diese Arbejt
NS314 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ (hybr); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csrB::cat GB1100 mit NS246
NS315 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ (hybr); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csrC::kan GB1100 mit NS245
NS316 | GB100&sgB(-190,+43):lacZ (hybr); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
rprA::kan GB110 mit FM66
NS317 | GB100@&sgB(-190,+43):lacZ (hybr); Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
yhdA::scar NS259
NS318 | GB100&sgB(-190,+43):lacZ (hybr); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csrB::cat; csrC::kan NS314 mit NS245
NS319 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ (hybr); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::scar; rprA::kan NS317 mit FM66
NS320 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ (hybr); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::scar; csrB::cat NS317 mit NS246
NS321 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ (hybr); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::scar; csrC::kan NS317 mit NS245
NS322 | GB100@&sgB(-190,+43)::lacZ (hybr); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::scar; csrB::cat; csrC::kan NS320 mit NS245
NS323 | GB1000prA(-146;+150)::lacZ, csrB::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS275 mit NS246
NS324 | GB100GprA(-146;+150)::lacZ, csrC::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS275 mit NS245
NS325 | GB100GprA(-146;+150)::lacZ, csrB::cat, hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csrC::kan NS323 mit NS245
NS326 | GB100GprA(-146;+150)::lacZ, yhdA::scar | Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit

NS295
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NS327 | GB100GprA(-146;+150)::lacZ, yhdA::scar, | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csrC::kan NS326 mit NS245
NS328 | GB100GprA(-146;+150)::lacZ, yhdA::scar, | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csrB::cat NS326 mit NS246
NS329 | GB100GprA(-146;+150)::lacZ, yhdA::scar, | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csrC::cat, csrB::kan NS327 mit NS246
NS330 | GB100@&sgB(-190, +43)::lacZ (hybr); hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::scar, yahA::cat NS317 mit GB899
NS331 | GB100@&sgB(-190, +43)::lacZ (hybr.), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::kan, yahA::cat NS259 mit GB899
NS332 | GB1000prA(-146;+150)::lacZ yahA::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS275 mit GB899
NS333 | GB1000prA(-146;+150)::lacZ; yhdA::kan, | hergestellt durch P1-Transduktiandiese Arbeit
yahA::cat NS295 mit GB899
NS334 | GB1000prA(-146;+150)::lacZ; yhdA::scar, | hergestellt durch P1-Transduktiandiese Arbeit
yahA::cat NS326 mit GB899
NS335 | GB100gdaM(-307,+43)::lacZ ; yhdA::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS307 mit NS68
NS336 | GB100gdaM(-307,+43)::lacZ ; yhdA::saa | Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS335
NS337 | w31104lac::Tn10 ydaM(-307,+43)::lacZ , | Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
yhdA::scar NS141
NS338 | W311RISPR:kan OSI (Deletion des intergenen diese Arbeit
Bereichs zwischen iap und cas2
NS339 | W311l@sgD::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
GB297
NS340 | W311@sgD::scar, rprA::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS339 mit MP111
NS341 | GB1000prA(-146;+150)::lacZ; csgD::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS275 mit GB295
NS342 | GB1000prA(-146;+150)::lacZ; csgD::scar | Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS341
NS343 | W311G/laB::kan Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS344 | W31lQ/laB::cat Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS345 | W311G/hdA::cat Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS346 | W311GaiC::cat Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS347 | GB1000poS742::lacZ Plasmid von R. Lange neu diese Arbeit
gekreuzt (pRL44)
NS348 | GB1000poS379::lacZ Plasmid von R. Lange neu diese Arbeit
gekreuzt (pRL50)
NS349 | W31llQGdaM::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
AR
NS350 | W311G/hjH::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
AR
NS351 | W311Q/egE::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
AR
NS352 | W311GprA::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
FM66
NS353 | GB100gdaM(-307,+43)::lacZ , csgD2::kan| hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS307 mit FM71
NS354 | W311l@/daM::scar; csgD2::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS349 mit FM71
NS355 | W311G/hjH::scar, csgD2::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS350 mit FM71
NS356 | W311Q/egE::scar; csgD2::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS351 mit FM71
NS357 | W3110prA::scar, csgD2::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit

NS352 mit FM71

— — —+ —+
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NS358 | GB100gdaM(-307,+43)::lacZ ; rprA::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS307 mit FM66
NS359 | GB1000prA(-146;+150)::lacZ; yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS275 mit NS345
NS360 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ , yhdA::cat | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1100 mit NS345
NS361 | W3110/diV::cat Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS362 | W311@oaD::cat Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS363 | W311Q/cdT::cat Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS364 | W31ll(pgaA:kan Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS365 | W311Q/cgF::kan Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS366 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ; yhdA::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit NS32
NS367 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ; yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit NS345
NS368 | W311Q/fgF:kan Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS369 | GB100gdaM(-307,+43)::lacZ ; yhdA::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS307 mit NS32
NS370 | GB100gdaM(-307,+43)::lacZ, yhdA::cat | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS307 mit NS345
NS371 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ; rcsC::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit AP143
NS372 | GB1000prA(-146;+150)::lacZ; rcsC::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS275 mit AP143
NS373 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; rcsC::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1100 mit AP143
NS374 | GB1000prA(-146;+150)::lacZ; yhdA::cat; | hergestellt durch P1-Transduktiandiese Arbeit
rcsB::kan NS359 mit GB302
NS376 | GB1000poS379::lacZ; csgD2::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS348 mit FM71
NS377 | GB100Gdm(-384;+48)::lacZ; yhdA::cat; hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
rcsB::kan NS367 mit GB302
NS378 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; yhdA::cat; | hergestellt durch P1-Transduktiandiese Arbeit
rcsB::kan GB1100 mit GB302
NS379 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ; rcsB::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit GB302
NS380 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; rcsB::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1100 mit GB302
NS381 | GB1000poS742::lacZ; csgD2::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS347 mit FM71
NS382 | GB1000prA(-146;+150)::lacZ; rcsB::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS275 mit GB302
NS383 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ, yhdA::cat; hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
rprA::kan NS367 mit MP111
NS384 | GB100M®dm (-384;+48)::lacZ; rprA::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit MP111
NS385 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; yhdA::cat; | hergestellt durch P1-Transduktiandiese Arbeit
rprA::kan NS360 mit MP111
NS386 | GB100(GgaA:lacZ Plasmid pNS10 neu gekreuzt diese Arbe
NS387 | W311GprA::scar, csgD2::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS357
NS388 | GB100gdaM(-307,+43)::lacZ ; rprA::scar | Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS358
NS389 | W3110prA::scar; csgD2::scar; yegE::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS387 mit AR
NS390 | W3110prA::scar; csgD2::scar; ydaM::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS387 mit AR
NS391 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ; rcsC::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit

NS371
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NS392 | GB100@aiC (-213,+79)::lacZ ; ydaM::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
von NS252 mit AR
NS393 | GB1000tn(-298,+52)::lacZ; ydaM::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
von NS297 mit AR
NS394 | GB100(®gaA:lacZ rpoS::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
von NS386 mit FM5
NS395 | GB100(@gaA::lacZ csgD2::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
von NS386 mit FM71
NS396 | GB100M®dm (-384;+48)::lacZ rcsB::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS379
NS397 | GB1000poS742::lacZ; rprA::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
von NS347 mit MP111
NS398 | GB1000poS742::lacZ; yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
von NS347 mit NS345
NS399 | GB100M®dm (-384;+48)::lacZ rprA::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS384
NS400 | GB1000poS379::lacZ; rprA::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS348 mit MP111
NS401 | GB1000poS379::lacZ; yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
von NS348 mit NS345
NS402 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ; rcsC::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS371
NS403 | GB100GIhDC(-1956;+46)::lacZ Plasmid von C. Barembruch neu| diese Arbeit
gekreuzt
NS404 | GB100GIhDC(-1956;+46)::lacZ; yhdA::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
von NS403 mit NS32
NS405 | GB100GIhDC(-1956;+46)::lacZ; yhdA::cat | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
von NS403 mit NS345
NS406 | GB100(dm (-384;+48)::lacZ; rcsC::scar; | hergestellt durch P1-Transduktiandiese Arbeit
yhdA::cat von NS402 mit NS345
NS407 | GB100QdiV(-323, +67)::lacZ Neu gekreuzt diese Arbeit
NS408 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; rprA::scar | Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS316
NS409 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; csrB::scar; | Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
csrC::scar NS380
NS410 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; rcsB::scar | Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS318
NS411 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; rprA::scar; | hergestellt durch P1-Transduktiandiese Arbeit
yhdA::kan NS408 mit NS32
NS412 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; rprA::scar; | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::cat NS408 mit NS345
NS413 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; rcsB::scar; | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::kan NS409 mit NS32
NS414 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; rcsB::scar; | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::cat NS409 mit NS345
NS415 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; csrB::scar; | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csrC::scar; yhdA::kan NS410 mit NS32
NS416 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; csrB::scar; | hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csrC::scar; yhdA::cat NS410 mit NS345
NS417 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; yliL::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NAT107
NS418 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; yliL::scar; | hergestellt durch P1-Transduktiandiese Arbeit
yhdA::cat NAT107 mit NS345
NS419 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; ycgZ::scar; | hergestellt durch P1-Transduktiandiese Arbeit
yhdA::cat NAT135 mit NS345
NS420 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; ymgA::scar] hergestellt durch P1-Transduktiandiese Arbeit
yhdA::cat NAT136 mit NS345
NS421 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; ymgB::scar] hergestellt durch P1-Transduktiandiese Arbeit

yhdA::cat

NAT137 mit NS345
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NS425 | GB100Gdm (-384;+48)::lacZ rcsB::scar, hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::kan NS396 mit NS32
NS426 | GB100Gdm (-384;+48)::lacZ rcsB::scar, hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::cat NS396 mit NS345
NS427 | GB100M®dm (-384;+48)::lacZ rprA::scar, hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::cat NS399 mit NS345
NS428 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ rprA::scar, hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhdA::kan NS399 mit NS32
NS429 | GB100@sgD(-756, +549)::lacZ (long) Plasmid von H. Weber neu diese Arbeit
gekreuzt
NS430 | GB1000@sgD(-756, +549)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
csgD2::kan NS429 mit FM71
NS431 | GB100@sgD(-756, +549)::lacZ rprA::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS429 mit FM66
NS432 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ; rcsF::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit NAT
NS433 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ; rcsF::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS432
NS435 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ ; rcsF::scar | Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS434
NS437 | GB100QdiV(-323, +67)::lacZ flhDC::kan hergestellt durch P1-Transduktign diese Arbe
NS438 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ omrAB::kan| hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1100 mit TK
NS439 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ arcZ::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1100 mit TK
NS440 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
omrAB::kan NS360 mit TK
NS441 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
arcZ::kan NS360 mit TK
NS442 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ omrAB::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit TK
NS443 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ arcZ::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit TK
NS444 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
omrAB::kan NS367 mit TK
NS445 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
arcZ::kan NS367 mit TK
NS451 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ arcZ::scar | Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS439
NS452 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ yhdA::scar | Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
arcZ::scar NS441
NS453 | GB100Gdm (-384;+48)::lacZ arcZ::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS443
NS454 | GB100M®dm (-384;+48)::lacZ yhdA::cat Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
arcZ::scar NS445
NS455 | GK100GIhDC::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GK1000 mit GB332
NS456 | W31llMcsA::flag::kan Neu hergestellter FLAG-Tag diese Arbei
NS457 | W31llMcsA::flag::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS456
NS458 | W311G/hdA::Flag::kan Neu hergestellter FLAG-Tag diese Arbei
NS459 | W311G/hdA::Flag::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS458
NS460 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ rydB::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1100 mit EK
NS461 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
rydB::kan NS360 mit EK
NS462 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ rydB::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit

DON3 mit EK
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NS463 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
rydB::kan NS367 mit EK
NS464 | W31ll®mrA:kan Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS465 | W311l®mrB:kan Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS466 | W311@ImZ::kan Neu hergestellte Mutante (OSI) diese Arbe
NS467 | W311@sgD::Flag::kan Neu hergestellter FLAG-Tag diese Arbei
NS468 | GK100(hdm (-384;+48)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit GK900
NS469 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ omrA::(kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1100 mit NS464
NS470 | GB100@sgB(-190,+43)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
omrA::kan NS360 mit NS464
NS471 | GB100M®dm (-384;+48)::lacZ omrA::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit NS464
NS472 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
omrA::kan NS367 mit NS464
NS473 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ omrB::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1100 mit NS465
NS474 | GB100@sgB(-190,+43)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
omrB::kan NS360 mit NS465
NS475 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ omrB::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit NS465
NS476 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
omrB::kan NS367 mit NS465
NS477 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ glmZ::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1100 mit NS466
NS478 | GB100@sgB(-190,+43)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
glmZ::kan NS360 mit NS466
NS479 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ gimZ::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit NS466
NS480 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
glmZ::kan NS367 mit NS466
NS481 | GK100Q/hdA::cat hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GK1000 mit NS345
NS482 | GK100(hdm (-384;+48)::lacZ Deletionsmutante mit pCP20 vardiese Arbeit
NS468
NS483 | GK100(dm (-384;+48)::lacZ yhdA::cat hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
NS482 mit NS345
NS484 | W311G/hdA::Flag::scar RcsB::kan hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
NS459 mit GB
NS485 | GB100Gdm (-384;+48)::lacZ RcsD::kan hergestellt durch P1-Transduktiprdiese Arbeit
DON3 mit MP
NS486 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ yhda::cat, hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
RcsD::kan NS367 mit MP
NS492 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ yhdA::cat, | hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
rcsF::kan NS360 mit NAT
NS493 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ yhdA::cat, hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
rcsF::kan NS367 mit NAT
NS496 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ RcsD::scar | Deletionsmutante mit pCP20 vardiese Arbeit
NS485
NS497 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ yhda::cat, hergestellt durch P1-Transduktiordiese Arbeit
RcsD::scar NS496 mit 345
NS498 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ yhda::scar | Deletionsmutante mit pCP20 vardiese Arbeit
NS360
NS499 | GB100M®dm (-384;+48)::lacZ yhda::scar Deletionsmutante mit pCP20 vardiese Arbeit
NS367
NS501 | AR311McsA::FLAG:kan Neu hergestellter FLAG-Tag diese Arbei

—

—
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NS502 | AR311McsA::FLAG::scar Deletionsmutante mit pCP20 vardiese Arbeit
NS501
NS503 | W311MRcsD1900::kan Neu hergestellte Mutantediese Arbeit
(OSl)/schon in WT P1
transduziert
NS504 | AR311(RcsD1900::kan Neu hergestellte Mutante (OSI)/| diese Arbeit
schon in WT P1 transduziert
NS505 | W311MRcsD1900::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS503
NS506 | AR311MRcsD1900::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS504
NS507 | GB100@sgB(-190,+43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
RcsD1900::kan GB1100 mit NS503
NS508 | GB100Gdm(-384;+48)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
RcsD1900::kan DON3 mit NS503
NS509 | GB100@sgB(-190,+43)::lacZ Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
RcsD1900::scar NS507
NS510 | GB100®dm(-384;+48)::lacZ Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
RcsD1900::scar NS508
NS512 | GB100®dm(-384;+48)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
RcsD1900::scar, yhda::cat NS510 mit NS345
NS513 | W311McsA::FLAG::scar, clpP::cat hergestellt durch P1-Transduktion diese Arbeit
NS514 | W311MRcsD541::kan Neu hergestellte Mutante (OSI)/| diese Arbeit
schon in WT P1 transduziert
NS515 | AR311MRcsD541::kan Neu hergestellte Mutante (OSI)/| diese Arbeit
schon in WT P1 transduziert
NS516 | W311MRcsD541::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS513
NS517 | AR311MRcsD541::scar Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS514
NS518 | GB100@sgB(-190,+43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
RcsD541::kan GB1100 mit NS513
NS519 | GB100Gdm (-384;+48)::lacZ RcsD541::kamn hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
DON3 mit NS513
NS520 | GB100@sgB(-190,+43)::lacZ Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
RcsD541::scar NS517
NS521 | GB100(dm(-384;+48)::lacZ RcsD541::scaf Deletionsmutante mit pCP20 von diese Arbeit
NS518
NS522 | GB100@sgB(-190,+43)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
RcsD541::scar, yhda::cat NS519 mit NS345
NS523 | GB100®dm(-384;+48)::lacZ hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
RcsD541::scar, yhda::cat NS520 mit NS345
NS524 | AR31104lac(l-A) besA::lacZ (aus AR3110) | Plasmid pNS neu gekreuzt diese Arbeit
NS525 | AR31104lac(l-A) besA::lacZ (aus AR3110),| hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
yoaD::cat NS524 mit NS
NS526 | AR3110 dlac(l-A) bcsA::lacZ (aus AR3110), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yaiC::cat NS524 mit NS
NS527 | AR31104lac(l-A) bcsA::lacZ (aus AR3110), hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhjK::cat NS524 mit AR
NS528 | W31llMcaS::kan Neu hergestellte Mutante (OSI)/| diese Arbeit
schon in WT P1 transduziert
NS529 | GB100@sgB(-190, +43)::lacZ McaS::kan | hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
GB1100 mit NS528
NS530 | GB1000csgB(-190, +43)::lacZ McaS::kan, hergestellt durch P1-Transduktiondiese Arbeit
yhda::cat NS360 mit NS528
NS531 | GB100®dm (-384;+48)::lacZ McaS::kan hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit

Don3 mit NS528




Material und Methoden

54

NS532

GB1000bdm (-384;+48)::lacZ McaS::kan
yhda::cat

, hergestellt durch P1-Transduktigndiese Arbeit
NS367 mit NS528

Stdmme von anderen Mitgliedern der AG Hengge

AP33 W31104lac::Tn10 rtn(-298,+52)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP34 W31104lac::Tn10 yhjH(-279,+49)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP36 W31104dlac::Tn10 yjcC(-287,+43)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP37 W31104lac::Tn10 ylaB(-300,+31)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP38 W31104lac::Tn10 yeaP(-309,+40)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP39 W31104lac::Tn10 yfiN(-321,+55)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP41 W31104dlac::Tn10 yhjK(-319,+34)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP42 W31104dlac::Tn10 yfeA(-301,+58)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP43 W31104lac::Tn10 ydeH(-321,+43)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP44 W31104lac::Tn10 yneF(-1697,+49)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP46 W31104lac::Tn10 ylaB(-300,+31)::lacZ, rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
APA47 W31104lac::Tn10 yneF(-1697,+49)::lacZ, rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
AP438 W31104lac::Tn10 ydeH(-321,+43)::lacZ, rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
AP49 W31104dlac::Tn10 yeaP(-309,+40)::lacZ, rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
AP50 W31104lac::Tn10 rtn(-298,+52)::lacZ, rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
AP51 W31104lac::Tn10 yfeA(-301,+58)::lacZ, rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
AP52 W31104lac::Tn10 yfiN(-321,+55)::lacZ, rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
AP53 W31104lac::Tn10 yhjK(-319,+34)::lacZ, rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
AP55 W31104lac::Tn10 ycgG(-1813; +46)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP57 W31104lac::Tn10 yeal(-228, +31)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP59 W31104lac::Tn10 yfgF(-322,+49)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP60 W31104lac::Tn10 yoaD(-273,+58)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP61 W31104dlac::Tn10 ydiV(-323, +67)::lacZ Sommerfeldet al, 2009
AP62 W311MlacZ::Tn10 ycgG(-1813; +46)::lacZ (lange 5-UTR| Sommerfeldet al.,2009
— N. Tschowri), rpoS::kan.
AP63 W311MlacZ::Tn10 ycgG (-313, +46)::lacZ (kurze 5-UTR +~-Sommerfeldet al.,2009
C. Pesavento) rpoS::kan.
AP64 W31104dlac::Tn10 ydiV(-323, +67)::lacZ, rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
AP65 W31104lac::Tn10 yeal(-228, +31)::lacZ, rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
APG66 W31104lac::Tn10 yeald::lacZ, rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
AP67 W31104lac::Tn10 yoaD(-273,+58)::lacZ , rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
AP68 W31104lac::Tn10 yfgF(-322,+49)::lacZ, rpoS::kan Sommerfeldet al, 2009
AP69 W311MlacZ::Tnl10 rtn::kan. Sommerfeldet al, 2009
AP70 W311MlacZ::Tn10 yjcC::kan. Sommerfeldet al, 2009
AP71 W311MlacZ::Tn10 yfeA::kan. Sommerfeldet al, 2009
AP72 W31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); rtn::kan | Sommerfeldet al, 2009
AP74 W31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yjcC::kan Sommerfeldet al, 2009
AP76 W31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yfeA::kan Sommerfeldet al 2009
AP78 W3110ylaB::kan Sommerfeldet al., 2009
AP80 W31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); ycgF::kan Sommerfeldet al, 2009
AP81 W31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); ydiV::kan Sommerfeldet al 2009
AP82 W31104lac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yoaD::kapn Sommerfeldet al 2009
AP83 W311MlacZ::Tn10 yhjK::kan Sommerfeldet al, 2009
AP85 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yhjK::kan| Sommerfeldet al 2009
AP86 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yeaJd::kan| Sommerfeldet al 2009
AP89 W3110yfgF::kan Sommerfeldet al.,2009
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AP92 W311MlacZ::Tn10 yfiR/N(-758,+55)::lacZ (hybr.). Sommerfeldet al.,2009

AP93 W311MlacZ::Tn10 yfiN(-321,+55)::lacZ (hybr.), rpoS::kan. Sommerfeldet al.,2009

AP94 W311MlacZ::Tn10:fIhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.). Sommerfeldet al.,2009

AP103 W311QAlacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ(hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yaiC::kan

AP104 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ(hybr.), Sommerfeldet al, 2009
ycdT::cat.

AP105 W311QAlacZ::Tnl10. flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
ydaM::cat

AP106 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yddV::kan

AP107 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
ydeH::kan

AP108 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yeal::cat.

AP109 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yeaJ::kan.

AP110 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yeaP::kan.

AP111 W311lacZ::Tn10. RS45:fhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.),| Sommerfeldet al, 2009
yedQ::cat.

AP112 W311QlacZ::Tnl10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yfiN::cat.

AP113 W311lacZ::Tnl10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yneF::kan.

AP114 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yciR::kan.

AP115 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yddU::cat.

AP116 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yegE::kan

AP117 W311lacZ::Tn10 :flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yfeA::kan.

AP118 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yfgF::kan

AP119 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yhdA::kan

AP120 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yhjK::kan.

AP121 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
rtn::kan.

AP122 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
ycgF::kan.

AP123 W311QlacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
ycgG::cat.

AP124 W311QlacZ::Tnl10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
ydiV::kan.

AP125 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yhjH::kan.

AP126 W311lacZ::Tnl10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yjcC::kan.

AP127 W311lacZ::Tn10:flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
ylaB::kan

AP128 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yliE::kan.

AP129 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), yliE- | Sommerfeldet al, 2009
2::kan.

AP130 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yoaD::kan.

AP131 W311lacZ::Tn10 flhnD(-1594,+31)::lacZ (hybr.). Sommerfeldet al, 2009
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AP132 W311Q\lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yliE-2::scar.
AP133 W311lacZ::Tn10 flhDC(-1956,+46)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
yfiN::scar.
AP143 W311QcsC::cat A. Possling unveroffentlicht
AP145 W311MlacZ::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ , ycgG::cat. Sommerfeldet al, 2009
AP146 W311QAlacZ::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ , yeaP::kan. Sommerfeldet al, 2009
AP171 W311QA\lacZ::Tn10 yliE(-319,+34)::lacZ (hybr.). Sommerfeldet al, 2009
AP172 W311lacZ::Tn10 ycdT(-595,+34)::lacZ (hybr.). Sommerfeldet al, 2009
AP173 W311MlacZ::Tn10 yliE(-319,+34)::lacZ (hybr.), rpoS::kan| Sommerfeldet al, 2009
AP174 W311QlacZ::Tn10 ycdT(-595, +34)::lacZ (hybr.), Sommerfeldet al, 2009
rpoS::kan.
AP206 GB1000/ddV::kan. Sommerfeldet al, 2009
AP217 W3110/ddV::scar. A. Possling unveroffentlicht
AP225 W3110yddU::kan Sommerfeldet al, 2009
AP244 W3110yeaJ::kan Sommerfeldet al., 2009
AP247 W3110mmrAB::kan A. Possling unveroffentlicht
AR3110 W3110 cellulose+ A. Richter unveroffentlicht
AR4 W3110yegE::kan A. Richter unveroffentlicht
AR5 W3110ydaM::kan A. Richter unveroffentlicht
AR6 W3110yciR::kan A. Richter unveroffentlicht
AR27 W3110yliF::kan A. Richter unveroffentlicht
AR28 W3110yhjK::kan A. Richter unveroffentlicht
CP122 W311@cgG::cat Sommerfeldet al, 2009
CP123 W311@eaP::kan Sommerfeldet al, 2009
DON3 GB1000bdm (-384;+48)::lacZ G. Klauck unveréffentlicht
EK W3110rydB::kan E. Klauck unveroffentlicht
FM5 W3110rpoS::kan F. Mika unveroffentlicht
FM66 W3110rprA::kan Mika et al, 2012
FM71 W3110csgD2::kan Mika et al, 2012
FS20 MC4100poS::kan Mika & Hengge 2005
GB200 W3110/eal::cat Sommerfeldet al.,2009
GB201 W3110/hjH::kan Sommerfeldet al, 2009,
Pesaventet al, 2008
GB202 W3110ydeH::kan Sommerfeldet al, 2009
GB203 W3110/neF::kan Sommerfeldet al, 2009
GB204 W3110/fiN::cat Sommerfeldet al, 2009
GB297 W311Q@sgD::kan Sommerfeldet al, 2009
GB302 W3110csB::kan Mika et al, 2012
GB315 W3110/edQ::cat Sommerfeldet al, 2009
GB350 W311Mlac::Tn10. csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.) Pesaventet al., 2008
GB351 W311Mlac::Tn10. csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.) yhjH::cat| Pesaventet al.,2008
GB356 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yciR::kan Pesaventet al.,2008
GB357 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); ydaM::cat Pesaventet al.,2008
GB358* W311MlacTn10. csgB(-190, +43)::lacZ (hybudyfiN. Sommerfeldet al, 2009
GB360 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yaiC::kann Sommerfeldet al, 2009
GB361 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); ycdT::catf Sommerfeldet al, 2009
GB362 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yddU::caf Sommerfeldet al, 2009
GB363 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yddV::Tnb Sommerfeldet al, 2009
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GB364 W311Mlac::Tnl10. csgB(-190, +43)::lacZ (hybr. yeaJ::kan| Sommerfeldet al, 2009
GB365 W311Mlac::Tnl10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yedQ::cat Sommerfeldet al, 2009
GB366 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yegE::kan Sommerfeldet al, 2009
GB367 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); ydeH::kah Sommerfeldet al, 2009
GB368* W311UMlac::Tn10. csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.) yeal::cat| Sommerfeldet al, 2009
GB369 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yfiN::cat | Sommerfeldet al, 2009
GB370 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yhjH::kan Sommerfeldet al, 2009
GB371 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yneF::kan Sommerfeldet al, 2009
GB378 W311Mlac::Tn10 csgB(-190, +43)::lacZ (hybr.); yeal::cat| Sommerfeldet al, 2009
GB899 W3110/ahA::cat G. Klauck unveréffentlicht
GB1000 E.coliK12 thyA36 deoC2 IN(rrnD-rrnE)Il, Dlac(I-A) G. Klauck unveréffentlicht
GB1100 GB100@sgB(-190, +43)::lacZ G. Klauck unveréffentlicht
GK W3110kan::synP2::csgD (5'UTR) G. Klauck unveréffentlicht
GK1000 E.coli K12 thyA36 deoC2 IN(rrnD-rrnE)l, Dlac(Z-A) latl G. Klauck unveréffentlicht
HW103 MC4100ydaM::cat Weberet al, 2006
HW104 MC4100yciR::kan Weberet al, 2006
JB18 W311Mlac::Tn10 yahO::kan J. Berkholz unveroffentlicht
JB25 W311Mlac::Tnl10 yahK::kan J. Berkholz unveroffentlicht
MC4100 E.coli K12 F- araD139 N@argF-lac)u169 deoC flbB5301 | Peterset al. 2003
relAl rpsL150ptsF25 rbsR
MP111 MC4100 prA::kan M. Pruteanu unveroffentlicht
MP44 MC410QIRZ5:f("pcm-nlpD+-rpoS379::lacZ)hybr.]. M. Pruteanu unveroffentlicht
rcsB::kan
NAT W3110rcsF::kan N. Tschowri unveréffentlicht
NAT131 GB1000csgB(-190, +43)::lacZ yliL::kan Tschowriet al, 2008
NAT135 GB1000csgB(-190, +43)::lacZ ; ycgZ::scar Tschowriet al, 2008
NAT136 GB1000csgB(-190, +43)::lacZ ; ymgA::scar Tschowriet al, 2008
NAT137 GB1000csgB(-190, +43)::lacZ ; ymgB::scar Tschowriet al, 2008
NAT40 W3110ycgF::kan Tschowriet al, 2008
SB260 W311Mlac::Tnl10 rprA(-146;+150)::lacZ S. Busse ; Mikat al, 2012
TK93 W3110arcZ::kan. T. Kolmsee unverdéffentlicht
TK94 W31100mrAB::kan T. Kolmsee unverdéffentlicht
W3110 E.coliK12 thyA36 deoC2 IN(rrnD-rrnE)I Hayashiet al. 2006
W3110 W3110 DérgF-lacU)169zaj-3053:Tn10 Nichols et al 1998, Petergt
DlacU169 al. 2003
(auch
w3110

Alac::Tn10
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Tab. 3.4.: Ubersicht der verwendeten Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pCP20 Hilfsplasmid mit FLP-Rekombinase, Promotoemperatur{ Datsenko & Wanner, 2000
induzierbar, temperatursensitives, AmpR, CmR

pJL28 LacZ-Fusionsvektor, bigAmp) Luchtet al 1994

pKD3 Template-Plasmid zum Amplifizieren der Datsenko & Wanner, 2000
FRT-flankiertencat-Kassettepir abhangigesriRy, AmpR, CmR

pKD4 Template-Plasmid zum Amplifizieren der Datsenko & Wanner, 2000
FRT-flankierten kanKassette; pir abhéngigesoriRy, AmpR,
KanR

pKD46 Hilfsplasmid mit A-Red-Rekombinationssystem, Promotdbatsenko & Wanner, 2000
Arabinose-induzierbar, @aB-y-f-ex0); temperatursensitivgs
R101ori, AmpR

pSUB11 Template-Plasmid zum Amplifizieren der Uzzauet al, 2001
FRT-flankierten FLAG-TagkanKassette;pir abhéngigesriRy,
AmpR, KanR

pCAB18 IPTG-induzierbarer Niedrigkopien-Vektotap Promoter, AmpR | Barembruch & Hengg

2007

pCABG6 Vektor zur Herstellung von transkriptionaldracZ-Fusionen| Barembruch & Hengge
AmpR 2007

pPQEG60 Vektor zur Uberexpression von Proteinen migra C-terminaler] Qiagen
6xHis-tag, AmpR

pREP4 Helferplasmid bei der Proteinliberexpresstapyimiertden Lac{ Qiagen
Repressor konstitutiv auf hohen Niveau, KanR

pNS1 pJL28/hjK(-319,+34)::lacZ diese Arbeit

pNS2 pJL28/cdT(-582,+58) ::lacZ diese Arbeit

pNS3 pJL28/0aD(-273,+58)::lacZ diese Arbeit

pNS4 pJL28/egE(-360,+22)::lacZ diese Arbeit

pNS5 pJL28/hdA(-245,+21)::lacZ diese Arbeit

pNS6 pJL28/eal::lacZ diese Arbeit

pNS7 pCAB6yahO::lacZ diese Arbeit

pNS8 pCAB18mreBCD diese Arbeit

pNS9 pCAB18ycgG diese Arbeit

pNS10 pJL2&gaA::lacZ diese Arbeit

pNS11 pCAB1&srD (vollstandig) diese Arbeit

pNS12 pJL2&csA::lacZ(ausW3110) diese Arbeit

pNS13 pQE6@srD (ohne Transmembrandoménen) diese Arbeit

Tab. 3.5.: Ubersicht der verwendeten Bakteriophagen

D

Lysat Referenz
ARS45 Simonset al. 1987
ARS47 Simonset al. 1987

l:):l'vir

Laborsammlung
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3.4. Mikrobiologische Arbeitsmethoden

3.4.1 Wachstumsbedingungen

Flassigkulturen wurden bei 28°C oder 37°C in Erlegerkolben oder Reagenzglasern mit einer
maximalen Fillhéhe von circa 20% inkubiert. Durdbsgs Oberflachen/Volumen Verhéltnis wird ein

optimaler Sauerstoffaustausch erméglicht. Kolberrden im Wasserbad bei einer Rotation von
300 rpm und Réhrchen in einem Rollinkubator inkubiBie Inkubation von Bakterienstammen auf
Festmedien erfolgte in BrutrAumen bzw. Brutschraride 37 °C bzw. 28 °C.

Fur Experimente entlang der Wachstumkurve in Kompkedium (LB) wurden die Bakterien auf eine

Anfangs-ORg.mVvon 0,05 oder 0,07 eingestellt.

3.4.2 Bestimmung der Zelldichte in Flissigkulturen

Die Zelldichte einer Flussigkultur wurde durch diessung der optischen Dichte bei OD578 nm
photometrisch bestimmt. Als Referenz diente dabsiluhkterienfreie Medium. Ab einer @B, von
0,3 wurde die zu untersuchende Probe der Bakteriemk verdiinnt, da eine Linearitdt der
Bakterienkonzentration zur 057I38nmab dieser Dichte nicht mehr gegeben ist.

3.4.3 Aufbewahrung von Bakterienstammen und Bakteriophagelysaten

Fur die Aufbewahrung von Bakterienstammen (ber reinéngeren Zeitraum wurden die
entsprechenden Bakterien aus einer UN-Kultur (LB)it rDMSO (Dimethylsulfoxid,

7 % Endkonzentration) gemischt und bei —80°C eamgstt.

Bakterienstamme, welche sich auf Platte befandargem maximal eine Woche bei 4 °C gelagert.
Bakteriophagenlysate wurde mit einigen Tropfen @iflirm versetzt und ebenfalls bei 4 °C gelagert.

3.4.4 Plattentests

3.4.4.1 3-Galaktosidase-Plattentest

Fur diesen Test wurden X-Gal-Platten (Rezept sieRe.) eingesetzt.

Das Enzym RR-Galaktosidase, kodiert durch dasl&=h hydrolysiert X-Gal und dadurch entsteht ein
unléslicher Indigofarbstoff. Klone, welche intakteGalaktosidase exprimieren, farben sich daher bei
diesem Test blau. Da dieser Test sehr sensitiwnst schon auf sehr geringe Enzymaktivitaten
reagiert, ist er nur eingeschrankt als quantitafivest geeignet.

3.4.4.2 Motilitats-Assay
Stamme, deren Motilitdt untersucht werden sollteclhsen tiber Nacht bei 37°C in LB im Roller an.
AnschlieRend wurde die (%%nmauf den gleichen Wert (Of.m 5.0) eingestellt und jeweils gl

Kultur wurden mit der Pipettenspitze in die Mottitplatten (Rezept siehe 3.2.2.) eingestochen. Bei
37°C oder 28°C konnte dann die Moatilitat iber med@tunden (5 - 8h) beobachtet werden.

3.4.5 Herstellung eines P1-Lysates

5ml LB-Medium wurden mit dem zu lysierenden Baléagtamm beimpft und bis zu einer %I%m

von circa 0,7 bei 37 °C im Roller inkubiert. Nachgébe von einem Tropfen 1 M Calciumchlorid,
welches die Anheftung der Phagen erleichtert undbés zwei Tropfen des Wildtyp IarlLysates

folgte eine erneute Inkubation im Roller bei 37156 zur Lyse der Zellen. Diese ist erkennbar durch
ein Aufklaren der Bakterienkultur (nach 3-8 Stunddbaraufhin wurden 5-10 Tropfen Chlorform

zum Abtoten der noch lebenden Zellen zugegebendandyesamte Ansatz gevortext. Zelltrimmer
wurden durch Zentrifugieren bei 4000 g und 4 °CHimin vom Uberstand getrennt. Der Uberstand
enthalt P1-Phagen, die das gesamte Chromosom désriBastammes neben ihrer eigenen DNA in
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Phagenpartikeln verpackt enthalten. Dieses Phaggnlyurde in ein steriles Schraubdeckelréhrchen
Uberfihrt und mit zwei bis drei Tropfen Chlorofoversetzt.

3.4.6 P1-Transduktion

Den Prozess der Ubertragung von DNA einer Spentierdza eine Empfangerzelle durch
Bakteriophagen bezeichnet man als Transduktiorsddi€’rozess kann man sich molekularbiologisch
zur Ubertragung von Mutationen in einzelnen Genen ginem Bakterienstamm zum anderen zu
Nutze machen (Milleet al., 1972 und 1992).

Fur diese Ubertragung wurde, wie unter 3.4.5. iéslobn ein Lysat des Spenderstammes hergestellt.
Mit diesem Lysat kann nun ein Empfangerstamm wiigt fiofiziert werden.

Eine UN-Kultur des Empféangerstammes wurde bei 5@00 und 4 °C fir 10 min pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurdet/ir® ml 10 mM Magnesiumsulfat resuspendiert.
Anschieend wurden 1/400 ml 1 M Calciumchlorid zejeen. Nach Aliquotierung dieser
Bakteriensuspension (200 pl) wurden 50 — 100 pletgsprechenden Phagenlysats zu der Kultur
gegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiath Zugabe von 50 pl 1 M Natriumcitrat
und 0,5 ml LB-Medium erfolgte eine aerobe Inkubatiei 37 °C fur eine Stunde. Danach wurde die
Kultur auf Festmedium, welches das notwendige Aaiiikum als Selektivmarker enthielt, ausplattiert
und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

3.4.7 Mikroskopie zur Ermittlung der Zelllange

Nach einem abgewandelten Protokoll von Pfennig Sg@veer (1986) wurden Agarose-uberschichtete
Objekttrager angefertigt. Daflir wurden die saubenea fusselfreien Objekttréager mit 2ml 1,5%iger
Agarose in HO (2x gewaschen) tberschichtet und mit einem zweltejekttrager bedeckt. Nach dem
Entfernen des oberen Objekttragers entsteht sopamare Oberflache. Der so gefertigte Agarose-
Uberschichtete Objekttrager wurde nach 30 min Troog bei RT am gleichen Tag benutzt. Zur
Untersuchung der Zelllange wurden jeweils 15ul Eléissigkultur, eingestellt auf eine @&hm 0,5
(eingestellt mit Saline; 0,9% NacCl), auf den Objeider getropft. Die Mikroskopie erfolgte mittels
eines Zeiss-Mikroskops (Axioskop 2. Zeiss) und dieswertung fand mittels der Software
AxioVision Rel 4.7 statt. Die Zelllange eines Staesmwurde wenigstens dreimal unabhangig von
einander bestimmt (n>50 pro gemessenes&R.

3.5 Molekularbiologische und biochemische Methoden
3.5.1 DNA-Analytik

3.5.1.1 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren
Die Vermessung von DNA oder RNA erfolgte bei eidégllenlange von 260 nm (via Nanodrop oder
Photometer) und die Konzentration wurde dann auaffjfolgender Grundlage berechnet:

DNA: EzsonmVvon 1 entspricht 50 pg/mi

RNA: ExsonmVon 1 entspricht 40 pg/mi

3.5.1.2 Polymerasekettenreaktion (poly chain reaction - PCIR

Die Ansatze der PCR wurde nach den Standardvoftshrion Sambrook [Sambroak al, 1989]

mit der DNA-Polymerase OptiTag (Roboklon) durchdetiiin Tabelle 3.5 sind alle in dieser Arbeit
verwendeten Primer aufgelistet. In der Regel wwide Annealingtemperatur gewahlt, die unterhalb
der errechneten MT lag, da die nicht-komplementéren Bereiche (wie Bmnkmgssequenzen fir

Restriktionsenzyme) eine Hybridisierung erschwekénnen. Die PCR-Produkte wurden mittels
Agarosegelelektrophorese (1 % Agarose) analysiB@R-Fragmente, die in nachfolgenden
Arbeitsschritten weiterverarbeitet werden sollt€né Step Inaktivierung, FLAG-Tag, Klonierung,
Sonden fur Northern Blots), wurden mit dem QIAquigkl-extraction kit (Qiagen) aus dem
Agarosegel gereinigt.
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3.5.1.3 DNA-Primer
Die verwendeten Primer fiur folgenden Mutationendsiachon vorher beschrieben worden:
rpoS359Tnl10 (Lange & Hengge-Aronis, 1991)yaiC::kan ydaM:cat yciR::kan yedQ::cat
ydd\:Tn5, csgD::cat(Weberet al, 2006);yegE::kan yeaJ:kan yhjH::cat (Pesaventat al, 2008).
Diese Mutationen wurden wie die Mutationen diesebeit nach dem Protokoll von Datsenko und
Wanner (2000) hergestellt. Die Primer fur die |&&&portergenfusionen zu folgenden GGDEF/EAL-
Gene wurden ebenfalls eher beschrielyaiC, ydaM, yddV, yedQ yciR (Weberet al, 2006) and/egE
andyhjH (Pesaventet al, 2008).

Tab. 3.6: Liste der verwendeten Primer
Abkirzungen: OSI = Primer fur die Herstellung vasdrtionsmutanten; T = Testprimer fur die Herstejlwon

Insertionsmutanten / chromosomalen FLAG-Tags; Rimé? fur die Herstellung von lacZ-Genfusionen; REA
= Primer fir die Herstellung von chromsomalen FLA&gs; NB = Primer zur Herstellung von DNA-Sonden
fir Northern Blot-Analysen

1

Qa

T Q

T Q

T Q

T Q

Primer Sequenz in 5’ — 3’ —Richtung Funktion

Testprimer zum Nachweis déta-
bla CGACACGGAAATGTTGAATACTC Gen (AMPICILLIN)

interner Testprimer bei Herstellun
cl TTATACGCAAGGCGACAAGG einer Mutante via [Datsenko

Wanner, 2000]

interner Testprimer bei Herstellun
c2 GATCTTCCGTCACAGGTAGG einer Mutante via [Datsenko ¢

Wanner, 2000]

FLAGbBCSAH1 CGGCACAACCATCGGATCAGGCTTTGGCTCAAQ Herstellung eines chromosomaler]
AA becsA::Flagsvia [Uzzau et al., 2000
AAATCCAGAATAGTTTTCTTTTCATCGCGTTATC | Herstellung eines chromosomaler

FLAGbcsAH2 . ;

A becsA::Flagsvia [Uzzau et al., 2000

FLAGCsgDH1 | ACACAAGCGGTTTCCTGGGCAAACGATAACCTC ':Seégtf’l':'f;ggs\?i'ge[’fj;;;‘d";fgfma'er
AGGCGAGACTACAAAGACCATGACGG 2000] (nach Holmaviset al., 2010)

FLAGesgDH2 | TGCCGCCACAATCCAGCGTAAATAACGTTTCAT '(;ggtf’gf;ggssi'ge[ﬁ;h;a";f;fma'er
GGCTTTACCATATGAATATCCTCCTTAG 2000] (nach Holmquiset al, 2010)

FLAGYhdA | CGCATTATTCTACGTGAAAACGGATTAAACGG Hﬁ(;ffg‘;gs ‘f/'iges[uczhzr;:”gfor:la'

H2P2 CAGGTTACCTTAGTTCCTATCCCGAAGTTCC 2001]' -~ag '

FLAGyhdA | TGATACTAACGTGAAAAAATATTCACAAAGAT Hﬁ(;f?gf;gs ‘f/'iges[uczhzrg:”";oma"’l"

H1P1 ACTCGGTTGACTACAAAGACCATGACGG ;001]' -~ag '

interner Testprimer bei Herstellun
k1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT einer Mutante via [Datsenko
Wanner, 2000]
interner Testprimer bei Herstellun
k2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC einer Mutante via [Datsenko
Wanner, 2000]
interner Testprimer bei Herstellun
kt CGGCCACAGTCGATGAATCC einer Mutante via [Datsenko
Wanner, 2000]
lacZ-u-110 CGCCAGCTGGCGAAAGGGGG lacZ-Testprimer
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AGACCCAAGCTT ACGTTCAAAGGTCACGCCAA |Herstellung eines pMreBCD in
mreBCDdown
GT PCAB18
mreBCDU CGGCCGEAATTC TTTCCGCCCCAGCTTTCAGGA| Herstellung eines pMreBCD in
P I17A pCAB18

NBarcZfor | GTGCGGCCTGAAAAACAGTGC Herstellung _einer  DANN-Sondge
gegenarcZ (T. Kolmsee)

NbarcZrev | GCGTGGGTGGCAAAAGCCAC Herstellung _einer DANN-Sondp
gegenarcZ (T. Kolmsee)

NBcsrBdown | GCTTCCTGCTCACACCACC Herstellung - einer  DANN-Sonde
gegencsrB

NBcsrBup | GACAACGAAGTGAACATCAGG Herstellung einer DANN-Sonde
gegencsrB

NBcsrCdown | GACTCATAACCCTTAACGGG Herstellung einer DANN-Sonde
gegencsrC

NBcsrCup | ATAGAGCGAGGACGCTAACAGG Herstellung einer DANN-Sonde
gegencsrC

NBgcvBdown | CCGCAATTAGGCGGTGCTAC Herstellung einer DANN-Sonde
gegengcvB

NBgcvBup | GCCGGAACGAAAAGTTTTATCG Herstellung einer DANN-Sonde
gegengcvB

NbmcaSdown | CCGCCAGACTCTACAGTACAC Herstellung einer DANN-Sonde
gegemmcasS

NbmcaSup | CTGTCACTGAAGAAAATTGGC Herstellung einer DANN-Sonde
gegemmcasS

NbmreBdown | CACCGTTCAAGGAGATAACAGC Herstellung einer DANN-Sonde
gegenmreB

NbmreBup | GGCAATATTGCTGCCATTCG Herstellung einer DANN-Sonde
gegemmreB

NbomrAfor | CCCAGAGGTATTGATTGG Herstellung einer DANN-Sonde
gegenomrA(T. Kolmsee)

NbomrArev | CCTGCGCATCCGCGCAGG Herstellung einer DANN-Sonde
gegenomrA(T. Kolmsee)

NbomrBfor | CCCAGAGGTATTGATAGG Herstellung einer DANN-Sonde
gegenomrB (T. Kolmsee)

NbomrBrev | CCTGCGCATCTGCGCAGG Herstellung einer DANN-Sonde
gegenomrB (T. Kolmsee)

NbrrfA (5S) for | TGCCTGGCGGCAGTAG Herstellung einer DANN-Sonde

gegensS(S. Busse)

NbrrfA (5S) rev

TGCCTGGCAGTTCCCTACT

Herstellung einer DANN-Sonde
gegensS(S. Busse)

Herstellung einer DANN-Sonde

NbyhdAdown | GTCATCAACGAATGGAAATAGTTGC
gegenyhdA
NbyhdAup | GTTTAGTCATCGCGTTCAGGC Herstellung einer DANN-Sonde
gegenyhdA
GCGGATAATGCTACCTCTGGTGAAGGAGTTGG( .
OSICRISPR GAAGGCGTCTTGATGGGTGTAGGCTGGAGCT I—!erstellung eineCRISPRMutante
H1P1 GCTTC via [Datsenko & Wanner, 2000]
CCCGGTAGATTTGGATGGTTTAAGGTTGGTGTC .
OSICRISPR TTTTTTACCTGTTTGAACATATGAATATCCTCC Herstellung eineCRISPRMutante
H2P2 TTAG via [Datsenko & Wanner, 2000]
OSldosH1P1 GAAAACCCGCGAGTGCGGGCGAGAGGAATTTG| Herstellung einedosMutante via
GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC [Datsenko & Wanner, 2000]
OSldosH2P2 CTTTAGATGCGCCAGGATGCAGAGGTAATAT | Herstellung einedosMutante via
ATGAATATCCTCCTTAG [Datsenko & Wanner, 2000]
ATTATAAATTGTCCGTTGAGCTTCTACCAGCAA Herstelluna eineacvBMutante via
OSlgcvBH1P1 | ATACCTATAGTGGCGGUGTGTAGGCTGGAGCT 9 9

GCTTC

[Datsenko & Wanner, 2000]
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OSlgcvBH2P2

TACCTTGCGATCGCGAATTACTGATCCAGTTCG
ACCATCTCTTTCACGTCATATGAATATCCTCCT
TAG

Herstellung einegcvB-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSlgimZH1P1

ACAAGTGTTAAGGGATGTTATTTCCCOGATTCTC
TGTGGCATAATAAACGAGTGTAGGCTGGAGC
TGCTTC

Herstellung eineglmZ-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSlgimzH2P4

GCCTTCCTGATACATAAAAAAACGCCTGCTCTT
ATTACGGAGCAGGCGTTATTCCGGGGATCCGT
CGACC

Herstellung eineglmZ-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSimcaSH1P1

TTATGCATGATTATTCATTCACGATATTAATAAT
GTAACTTATATTTTCGGTGTAGGCTGGAGCTG
CTTC

Herstellung einemcaSMutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSImcaSH2P4

TCATTAATCACGCAATTCCGGCGAGAATGCGGC
TATCTGCAAAGTTAAAA ATTCCGGGGATCCGT
CGACC

Herstellung einemcaSMutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSlomrAH1P1

TTTGCGTTTTCTCGCTGGCGAAGAGTCGTCGTG
CAGACCACAATCAAGATGTGTAGGCTGGAGC
TGCTTC

Herstellung eineomrA-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSlomrAH2P4

GAGGGAGATTACACGAGATAAAGAACGCGAGC
GACAGTAAATTAGGTGCGATTCCGGGGATCCG
TCGACC

Herstellung eineomrA-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSlomrBH1P1

TTGCGATTGACCGCTGGTGGCGTTTGGCTTCAG
GTTGCTAAAGTGGTGATGTGTAGGCTGGAGCT
GCTTC

Herstellung einer omrBAutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSlomrBH2P4

TGCAACGAGGTGTGTAAATTGTCGGTTACTGTT
ACAGATTGATGACCGGCATTCCGGGGATCCGT
CGACC

Herstellung einer omrBAutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSlpgaAH1P1

CTGTAATTAGATACAGAGAGAGATTTTGGCAAT
ACATGGAGTAATACAGGGTGTAGGCTGGAGC
TGCTTC

Herstellung einepgaAMutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSlpgaAH2P2

ACTCACCAGCATCAGGAGATATTTATTTCCATT
ACGTAACATATTTATCCCATATGAATATCCTC
CTTAG

Herstellung einepgaAMutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSIRcsDH2P4

CAGTTGATCGCTCAGCCAGAATGCCAGCGGGT(
CGCCTTGCCATAGCGARTTCCGGGGATCCGT
CGACC

"Herstellung eineRcsDMutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSirtn H1P1

GGTCATTGTTATCTTTTAAATGTTGTCGTAATTT
CAGGAAATTAACGGAATCGTGTAGGCTGGAG
CTGCTTC

Herstellung einertn-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000] (A.
Possling)

OSirtn H2P2

TGTGGCTTCTTGCTCTTTCAACATATCGCGCTC(G
GTAATTTCCAGCAC
AAT CATATGAATATCCTCCTTAG

Herstellung einertn-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000] (A.
Possling)

OSlrydB H1P1

AAATAATACTAATCGCAGTTTGTGTTAAAACGG
CGGGTTAGCTTTATGAGSTGTAGGCTGGAGCT
GCTTC

Herstellung einerydB-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSlIrydB H2P4

TTCAGAAATAAGAAAACCCTTAAGTCTGTGCGA
CACAGGCTTAAGGGTTTATTCCGGGGATCCGT
CGACC

Herstellung einerydB-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000]

OSlycdTH1P1

GAAAGGGATCTACAACCTACAGATTGGTGTAG
CGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

Herstellung eineycdT-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000] (H.
Weber)

OSlycdTH2P2

CCATATTACGTGGGTAGGATCAAAATGCCGCT
ATATGAATATCCTCCTTAG

Herstellung eineycdT-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000] (H.
Weber)

OSlycgF H1P1

GATATGTCTGTTACCGTCTTACTCTCGCCTCACC
CATTACCCTGGATTGGTGTAGGCTGGAGCTGC
TTC

Herstellung eineycgF-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000] (N.
Tschowri)

OSlycgF H2P2

CCTGCGCCAAAATGATCAATTGCTACACTGATA
CCAGCAGCCTTTAGCEATATGAATATCCTCC
TTAG

Herstellung eineycgF-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000] (N.
Tschowri)
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OSlycgGH1P1

GCGAATGAATGGCATTTTCATGTATTAAACCCT
TTGGCCGGGACAAGCAAGTGTAGGCTGGAGC
TGCTTC

Herstellung eineycgG-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000] (C.
Pesavento)

OSlycgGH2P2

ATATAATTTTGGTTCAGATAGTCAAGTTGTTCTT
TCGTTTCGACACCTTCCATATGAATATCCTCCT
TAG

Herstellung eineycgG-Mutante via
[Datsenko & Wanner, 2000] (C.
Pesavento)

OSlydeHH1P1

GCTTTTCTCTCGTTAGAATAGCGCGCACAAGGA
ACTGTGAAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC -

Herstellung eineydeHMutante via
[Datsenko & Wanner, 2000] (G.
Klauck)

OSlydeHH2P4

CACAGTAGCATCAGTTTTCTCAATGAATGTTAA
ACGGAGCATTCCGGGGATCCGTCGACC -

Herstellung eineydeHMutante via
[Datsenko & Wanner, 2000] (G.
Klauck)

ATCCCTTTTAGCCGGATACTGAAAAACATCCTT

Herstellung eineydiV-Mutante via

OSlydiVH1P1 ?gé_(??geGACGGTTACGBTGTAGGCTGGAGC [Datsenko & Wanner, 2000]
GTATAGGTTTCTGGCAATTCATCGCGCCAGCGG Herstellung eineydiv-Mutante via
OSlydiVH2P2 | GTAACAAAAGACAGGGTCATATGAATATCCTC
CTTAG [Datsenko & Wanner, 2000]
TATGACAGCATAACCTTTACATAATTTAGTTCC |Herstellung eineyealMutante via
OSlyealH1P1 | AGAAAACAATCATTCGGGTGTAGGCTGGAGC |[Datsenko & Wanner, 2000] (G.
TGCTTC Klauck)
GTCATGACAAGCGAGATATTACGCGTGTCACCC| Herstellung eineyeal-Mutante via
OSlyealH2P2 | GTTGAAAAAACCGTGCCCATATGAATATCCTC | [Datsenko & Wanner, 2000] (G.
CTTAG Klauck)
TCAACCTACCTGACCAAAGTGGATGTCGAAGC | Herstellung einer yeaPMutante
OSlyeaPH1P1| GCGCCTGCAGCATATTATGTGTAGGCTGGAG via [Datsenko & Wanner, 2000
CTGCTTC (C.Pesavento)
TAATACCGATTCGCATGTTATCACCAATCAAA | Herstellung einer yeaPMutante
OSlyeaPH2P2 | AGGATGTGAATACGCCCATATGAATATCCTC via [Datsenko & Wanner, 2000
CTTAG (C.Pesavento)
AACTTATTATTTGTGTGCCTGAAAACCCCGATC |Herstellung eineyfeAMutante via
OSlyfeAH1P1 | AGTGAGAGTAGTGTACTOGTGTAGGCTGGAGC |[Datsenko & Wanner, 2000] (A.
TGCTTC Possling)
CAACCCTTAAGTTAGCGCTTATGGGATAATTCC | Herstellung eineyfeAMutante via
OSlyfeAH2P2 | CCGGTTTTTTTACGCCT®&ATATGAATATCCTC | [Datsenko & Wanner, 2000] (A.
CTTAG Possling)
OSlyfgF H1P1 CGTGATAAATGGTGGGGGCTTCCGCTGTTCCTQ Herstellung eineyfgF-Mutante via
CCTTCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC [Datsenko & Wanner, 2000]
OSlyfgF H2P4 GTCGGCCCGCATTATTCAGGCACTTTCGCGAAT| Herstellung eineyfgF-Mutante via
GGGATTCCGGGGATCCGTCGACC [Datsenko & Wanner, 2000]
Herstellung eineyfiN-Mutante via
, GTCTTAATGCTCGCACGGAAGAAAAATGATGG
OSWANHIPL | ATAACGATAA GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC ﬁ:&ii‘;ko & Wanner, 2000] (G.
Herstellung eineyfiN-Mutante via
, GTATTAGTGAGGTGAAAACCAGGGGTGCTACC
OSWAN H2P2 |\ G GTGCTTTATCATATGAATATCCTCCTTAG ﬁ:&ii‘;ko & Wanner, 2000] (G.
OSlhdAH1P1 GCGAGATAAATCTGATTTGCTAGTATGCCCGCT | Herstellung eineyhdAMutante via
TCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC [Datsenko & Wanner, 2000]
OSlyhdAH2P2 CGCATTATTCTACGTGAAAACGGATTAAACGGC | Herstellung eineyhdAMutante via
AGGCATATGAATATCCTCCTTAG [Datsenko & Wanner, 2000]
TTCCGGGGGGAGACAATTTGCGCGTAAGTCGCT Herstellung eineyhjK-Mutante via
OSlyhjK H1P1 | CGTTAACAATCAAGCAGGTGTAGGCTGGAGC | [Datsenko & Wanner, 2000] (A.
TGCTTC Possling)
GGCTCGCACAAACCAGCACTTTTTAAAGTTTTG | Herstellung eineyhjK-Mutante via
OSlhjK H2P2 | TAATCAGTTTGGGGTAGCATATGAATATCCTC | [Datsenko & Wanner, 2000] (A.

CTTAG

Possling)
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GGGTTTTCACCTTGCAATGGCCGGGTATAAACA

Herstellung eineyjcC-Mutante via

:ﬁ

:_1

>

OSlyjcCH1P1 | GGCAGGAAATTGATAGCAGTGTAGGCTGGAG |[Datsenko & Wanner, 2000] (A.
CTGCTTC Possling)
CGTTTTTAACCCCAGGCTGTGCGCCAGCTCGAT]| Herstellung eineyjcC-Mutante via

OSlyjcCH2P2 | GATGTGTTCCGCAATCATATGAATATCCTCCT [Datsenko & Wanner, 2000] (A.
TAG Possling)
CCTTATTTCGGGAGTACTGATTCTTTCAGTATTG| Herstellung eineylaB-Mutante via

OSlylaBH1P1 | CTGCCTGTCGGCTTAAGGTGTAGGCTGGAGC |[Datsenko & Wanner, 2000] (A.
TGCTTC Possling)
GAATACCCCGTACCAAAATCATCAAGATAAATT | Herstellung eineylaB-Mutante via

OSlylaBH2P2 | TCATGGCCCGCCTCCCGGTBATATGAATATC [Datsenko & Wanner, 2000] (A.
CTCCTTAG Possling)
CGGTAAAACGTGCCGATAGCCGCTTTGAACTTA Herstellung einevliE-Mutante via

OSWIE HIP1 | TTCAGAAAAACGTTGGCGTGTAGGCTGGAGCT g eney
GCTTC [Datsenko & Wanner, 2000]
CGCAGTTGTTCAATATTGAGATAAAAATGTTCA Herstellung einevliE-Mutante via

OSWIE H2P2 | TTAATTCGCTCGATCACGGCATATGAATATCCT g eney
CCTTAG [Datsenko & Wanner, 2000]

. CATACGTAAACTACTCTTTTACTAATTTTCCACT N .
OSWIiE .H2P2 TTTATCCCAGGCGGAGATATGAATATCCTCE Herstellung eineyliE-Mutante via
(ATG yliF) TTAG [Datsenko & Wanner, 2000]

ATTCTCCGCCTGGGATAAAAGTGGAAAATTAGT Herstelluna einevliE-Mutante via

OSWIliF H1IP1 | AAAAGAGTAGTTTACGTGTGTAGGCTGGAGCT 9 y
GCTTC [Datsenko & Wanner, 2000]
CAGGCCGGGCAAAATCATTTGTCCGGCCTGCGAHerstellun einevliE-Mutante via

OSWliF H2P2 | ATAATGATTACTGCCACATATGAATATCCTCC 9 v
TTAG [Datsenko & Wanner, 2000]

Herstellung eineyneFMutante via
GCCGCTGTCAGCGAACATGCTATCTTGGTTCGG

OSWneFHIPL | 1o A GTATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC ﬁaaliir;ko & Wanner, 2000] (G.
CGACCATCAATTTATTAAAGTCATCGGTCAGCG | Herstellung eineyneFMutante via

OSlyneFH2P4 | TTAGGTAC [Datsenko & Wanner, 2000] (G.
ATTCCGGGGATCCGTCGACC Klauck)

OSloaDH1P1 GCGTCAGGCGTTTGTCGCCATACGCTTACAGGG Herstellung eineyoaD-Mutante via
TGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC [Datsenko & Wanner, 2000]

OSlyoaDH2P2 TAAAGAGCAACCGGCGCACGATGAAGATGAGT | Herstellung eineyoaD-Mutante via
AAGCGCATATGAATATCCTCCTTAG [Datsenko & Wanner, 2000]

Testprimer bei Herstellung eing
P1 GAGGTACCAGCGCGGTTTGATC chromsomalen lacZ-Fusio
(Powell et al., 1994)

TTTAATATATTGATATTTATATCATTTTACGTTT | |estprimer bei Herstellung eine

P2 CTCGTTC chromsomalen lacZ-Fusio
(Powell et al., 1994)

Testprimer bei Herstellung eing

P3 ACTCGTCGCGAACCGCMC chromsomalen lacZ-Fusio

(Powell et al., 1994)
Herstellung  einer bcsA-lacZ

PbcsAEcoRI GGGAATTC CCCATAATGATGAGATACCG Fusion

. GCTCAGAAGCTT GGATAAGCAACCACCGGGTC| Herstellung  einer bcsA-lacz

PbcsAHindlll )

AG Fusion
PpgaAEcoRI GGSAATTC ATACCGATGATGATAGTTGC Herstellung eingugaA-lacZFusion
Prin-EcoRl | CGSAATTC CGGCAACAATCAGTTTGTCC Herstellung einertn-lacZ-Fusion

(A. Possling)
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Herstellung einertn-lacZ-Fusion

Prtn-Hindlll | CCCAAGCTT CAATGCAGGTAAGCAGGAGC .
(A. Possling)
PycdTECORI | GGSAATTC CCTGTATTACTCCATGTATTGCC Ejéis;f]”“”g einer - ycdT-lacz
PycdTHindll GCTCAGAAGCTT CAAACAATAAGCTCACTAAT | Herstellung  einer ycdT-lacz
AC Fusion
PVCOE-ECOR] CGGAATTC GTAACGAGTGATTGCTCCCGCAGA | Herstellung eineycgF-lacZ
Y9 ATC Fusion (N. Tschowri)
PveaE-Hindlll CGTGACAAGCTT CAGGTTCGTCGTCACGTATA | Herstellung eineycgF-lacZ
Y9 TGGC Fusion (N. Tschowri)
PycgG-ECORI | CGSAATTC CGTCGTCACGTATATGGCTACG | Herstellung eineycgG-lacz
Fusion (N. Tschowri)
PveaG-Hindlll GTGACAAGCTT GCATTTGCTTGTCCCGGCCAA | Herstellung eineycgG-lacZ
Y9 AGG Fusion (N. Tschowri)
PydeHECORI | CGSAATTC CATTAGTGGCAGTCTGGATAAG '("Aer;ti':l?ngg)e'”eydeH"aCZF“S'O”
PydetHindl| CCCAAGCTT GATTTAACAAGATGGCATCAATTT | Herstellung eineydeH-lacZFusion
C (A. Possling)
PyealBamHI | CAATGGATCC GCGGCGATAAAATGCCG (H/fr;ts;';?nggf'”eVeaJ"aCZF“S'O”
PyeaJECORI | CGSAATTC GTCGCGACCTGTTGTTAAGGAC (H/fr;ts;';?nggf'”eVeaJ"aCZF“S'O”
PyeaRECORI | CGSAATTC GCTGGCAATAGACCGACGC (H/fr;ts;';?nggf'”eyeap"aCZF“S'O”
PyeaRHindlll | CCCAAGCTT CAAGGGATTGCGAGACGCG (H/fr;ts;';?nggf'”eyeap"aCZF“S'O”
PyfeAECORI | CGSAATTC GTACGTAAACGCATCGTGGG (H/fr;ti':l?ngg)e'“ereA"aCZF“S'O”
PyfeAHindlll | CCCAAGCTT GCGTAAACGCTAGTGTGAATATC '("/fr;ti':l?ngg)e'”erEA"aCZF“S'O”
PyfgF-EcoRI | CGSAATTC GTGGACGGTACTTACATTAAGG '("Aer;ti':l?ngg)e'”eyfg':"acz' Fusion
PyfgF-Hindlll | CCCAAGCTT GCCCCCACCATTTATCACG '("Aer;ti':l?ngg)e'”eyfg':"acz' Fusion
PYiN-ECORI | CGSAATTC GCTTTCCTGCCAGCTGCAAC Herstellung eineyfiN-lacZFusion
(A. Possling)
PiiN-Hindlll  |CCCAAGCTT GTAATGCTCTTTTAAACGTGGGG '("/fr;ti':l?ngg)e'”eyf'N"aCZ'F”S'O”
PyhdAECORI | GASAATTC ACCGTGACATCGCCCTCCGGC Ejéis;f]”“”g eineyhdA-lacz
PyhdAHindIll GCTCAGAAGCTT CAAAGGCCGAAAATTTCGTC | Herstellung eineyhdA-lacz
G Fusion
PyhjK-EcoRl GGGAATTC AATCTGATCCCGACCGACTGGC Herstellung einghjK-lacZFusion
PyhjK-Hindlll _(?é:gCAGAAGCTT CGGCTGCCACCATTGCCATC Herstellung eineyhjK-lacz-Fusion
PyicC-ECORI | CGBAATTC CACAATTGATTGTTTGTTAGCC (H/fr;ts;';i”ngg)e'”ewcc"acz' Fusion
PyicC-Hindlll | CCCAAGCTT CCGGCAACGCCAGTAATTGG (H/fr;ts;';i”ngg)e'”ewcc"acz' Fusion
PylaB-EcoRl | CGSAATTC CTGCCGCGCTGGTTGAAG Herstellung eineylaB-laczFusion
(A. Possling)
PylaB-Hindlll | CCCAAGCTT GGCCGACCAGATGTCGTG Herstellung eineylaB-lacZFusion
(A. Possling)
PWE-ECORI | CGSAATTC GCTCAATGAGGCTCGAGCG Herstellung eineyliE-lacZ-Fusion
(A. Possling)
PyiE-Hindill | CCCAAGCTT GACCAATAAATGACAGTGCTGC | Herstellung eineyliE-lacZ-Fusion

(A. Possling)
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Herstellung eineyliF-lacZ-Fusion

PyiF-EcoRlI CGGAATTC GGGTACGGATATCGATTGATG .
(A. Possling)
PyiiE-Hindlll | CCCAAGCTT GCAGACTGACTGTAAGTACG Herstellung eineyliF-lacZ-Fusion
(A. Possling)
PyneRBamHI | CGSGATCCCTGGCTAATGATAGTGAGTTCG | Herstellung eineyneF-lacz
Fusion (A. Possling)
PyneFHindlll | CCCAAGCTT CGATCAACACGCCCGTTGAG Herstellung eineyneF-lacZ
Fusion (A. Possling
PyoaD-EcoRl | GASAATTC CGGATGGCTCTGCGCCGCACC 'I;'S;is;fl”ung eineyoaD-lacz
: GCTCAGAAGCTT TACAAACAATCATTCGATTA | Herstellung eineyoaD-lacZ
PyoaD-Hindlll )
CG Fusion
ResDH1 CTGCCCTATCACTTCGCGAAGTTTTAACAGGTC M. Pruteanu
ATAAACA '
GAATTTCACACTGTACCCTTTATACTGCCCTATC| Majdalaniet al., 2005, zur
RcsD54 for ACTTCGCGAAGTTTTAGTGTAGGCTGGAGCTGC]| Herstellung eineRcsD-Mutante via
TTCG [Datsenko & Wanner, 2000]
GTTGGCCTGTTGCAACATCTCTGCACGACGTGA Majdalaniet al., 2005, zur
RcsD541rev ATCAACAATGTCGCTGAATTCCGGGGATCCGTC Herstellung eineRcsD-Mutante via

GACC

[Datsenko & Wanner, 2000]

ThcsAup (T1)

GCAAAGCCAGCGCCGATTACTGC

Testprimer bei
bcsAMutante via [Datsenko
Wanner, 2000]

Herstellung ein
8

Testprimer bei Herstellung ein

TbscA — down| -\ 1 ACGCGAAGGACCGTTCTGC bcsAMutante via [Datsenko 4
(T2)

Wanner, 2000]

Testprimer bei Herstellung einer
TCRISPRT1 GCGCGCAGTCACGGAATAGCC CRISPRMutante via [Datsenko &

Wanner, 2000]

Testprimer bei Herstellung einer
TCRISPRT2 CCTCCGCGCTTACGAGGCAGATTAG CRISPRMutante via [Datsenko &

Wanner, 2000]

Testprimer bei Herstellung eines
TcsgD(T1) CGTATCGGCGCGTCTAATAACG csgDFlags via [Uzzaet al, 2000]

Testprimer bei Herstellung eines
TesgDdown csgDFIags via [Uzzau et al., 2000
(T2) CACACAGCAGTGCAACATCTGTC und einercsgD-Mutante via

[Datsenko & Wanner, 2000]
(Weberet al, 2006)

TesgDup (T1)

GATCCAGCTTCCCCATCGTGCACTG

Testprimer bei Herstellung einer
csgDMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000] (Webeat al, 2006)

Tdosdown (T2)

CCGATGAAGCTCTGTATATCGC

Testprimer bei Herstellung einer
dosMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

Tdosup (T1)

GGAAGGAATCTCCCGGAATCG

Testprimer bei Herstellung einer
dosMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TgevBT1

GAATTTAACAATTAGATCACACTATG

Testprimer bei Herstellung einer
gcvBMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TgcvBT2

TACCGGTATGATTTCGTATAAAG

Testprimer bei Herstellung einer
gcvBMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TgimZ(T2)

CGACGCGCTGGACAGACTGC

Testprimer bei Herstellung einer
glmZ-Mutante via [Datsenko &

Wanner, 2000]
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TglmZup (T1)

CAGGTTAAATATTCACTCAGG

Testprimer bei Herstellung einer
glmZ-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

Tlac down (T2)

GCCGCTTATCCTTTCACCGGG

Testprimer bei Herstellung einer
lac(Z-A)-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000] (G. Klauck)

Tlac-up (T1)

GCGCGCAGTACAGCGGTTCC

Testprimer bei Herstellung einer
lac(Z-A)-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000] (G. Klauck)

TmcaST1

TATGATAACCAGACCGGG

Testprimer bei Herstellung einer
McaSMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TmcaST?2

GGCCTATTATTTGATTCAGC

Testprimer bei Herstellung einer
McaSMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TomrAT1

CGTTGCATTTCCCTTCATTCC

Testprimer bei Herstellung einer
omrA-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TomrAT2

CGCGCTCGCCCTTCAGTG

Testprimer bei Herstellung einer
omrA-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TomrBT1

GTTACGGAAAACGCCCGTTGG

Testprimer bei Herstellung einer
omrB-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TomrBT2

GGTGCAAGAGACAGGGTACG

Testprimer bei Herstellung einer
omrB-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TpgaAdown
(T2)

CGTCATCAAAAGTCAGCACTAC

Testprimer bei Herstellung einer
pgaAMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TpgaAup (T1)

TAATAACGGATTATGAGGTGC

Testprimer bei Herstellung einer
pgaAMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TresDT1

CACAAATAATTAACATCCGC

Testprimer bei Herstellung einer
RcsDMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TrydB (T2)

GCATAGACCCTGATGTGTGG

Testprimer bei Herstellung einer
rydB-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TrydBup (T1)

GTCTGGGCGTGCATTGATCC

Testprimer bei Herstellung einer
rydB-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TycdTdown
(T2)

GTCCGGAACAATTTGAAAAC

Testprimer bei Herstellung einer
ycdT-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000] (H. Weber)

TycdTup (T1)

GGAATTTCATATTGACAACAGTAC

Testprimer bei Herstellung einer
ycdTMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000] (H. Weber)

TydiV down
(T2)

CTCAGCGTGTTAGCCAGTTCGG

Testprimer bei Herstellung einer
ydiV-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TydiVup (T1)

GGACGGCGATGATCATCGCCGTC

Testprimer bei Herstellung einer
ydiV-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TyhdAdown
(T2)

GCAAAAATCATCTGCTACG

Testprimer bei Herstellung einer
yhdAMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000] (S. Busse)

TyhdAup (T1)

CTGTTCTAAAAGTAACGCCTGC

Testprimer bei Herstellung einer
yhdAMutante via [Datsenko &
Wanner, 2000] (S. Busse)
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Testprimer bei Herstellung einer
CGAGTCAATCATCGACGAATAGG ylaB-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

Testprimer bei Herstellung einer
TylaBup (T2) | GGATATGCTGGTGAGAACACG ylaB-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

TyliE down Herstellung eineyliE-Mutante via
(T2) CCCCTGAGCCTGAACACATC [Datsenko & Wanner, 2000]

: Herstellung eineyliE-Mutante via
TyliE up (T1) | GCGGTAAAACGTGCCGATAGC [Datsenko & Wanner, 2000]
Testprimer bei Herstellung einer
GGGAGCTTTGTTATCGTGACC yoaD-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

Testprimer bei Herstellung einer
TyoaDup (T1) | GGTAGCCCGGAACAGGTTTGC yoaD-Mutante via [Datsenko &
Wanner, 2000]

ycgGHindlll CGGCCRAGCTT TCACTCAACCACAACCTTCAC | Herstellung eines pYcgG in

TylaB down
(T2)

TyoaDdown
(T2)

down C pCAB18
CGGCCGGGTACCGGCATTTTCATGTATTAAACC| Herstellung eines pYcgG in
ycgGKpnl up
C pCAB18
yhdAdown | GCTGCAACAATCTGGCGAG ;'gféel'g‘”g eines pYhdA in
yhdAup GCCCGCTTCCTCACTATCGG ;'gféel'g‘”g eines pYhdA in
YNAA+150)- | 1o ATTGCCATGGTCTTCCTGGCGGTACGE Herstellung eines pYhdA in pQE6D
Ncol (ohne Tranmembrandoménen)
yhdA+1918)- | CAGGTTAAGATCTAACCGAGTATCTTTGTGAAT | Herstellung eines pYhdA in pQEGD
Balll A (ohne Tranmembrandoménen)
yoiN (P4) GATTTGCGAATACCGAACAA M. Pruteanu

3.5.1.4 Praparation chromosomaler DNA oder Plasmid-DNA

Die Praparation chromosomaler DNA erfolgte mitt€dAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Die
Praparation von Plasmid-DNA erfolgte durch QIApr8pin Miniprep Kit (Qiagen) oder durch
InnuPREP Plasmid Mini Kit (Analytik Jena).

3.5.1.5 Agarosegelelektrophorese

DNA-Proben aus Restriktionsanalysen bzw. aus PCgatken wurden mit 6-fach konzentriertem
DNA-Auftragspuffer gemischt und auf ein 1 %iges Amegel (Gel- und Laufpuffer: 1 x TAE, Rezept
siehe 3.2.4.) aufgetragen. Die Fragmentgrof3en wiurdeStandard-DNA (Bstll-verdauteDNA oder
100 bp Marker, New England Biolabs) verglichen bedtimmt. Die DNA wurde bei 90 — 100 V fir
60 bis 90 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt watbchlieRend fur etwa 10 Minuten mit
Ethidiumbromid (Endkonzentration: Ou8/ml gefarbt. Diese Chemikalie interkaliert in Deggirang-
DNA und kann unter UV-Licht sichtbar gemacht werden

3.5.1.6 Plasmidkonstruktion
Die konstruierten Plasmide dieser Arbeit sind ildlke 3.4 aufgelistet.

Restriktionsanalysen und Ligation

Restriktionsanalysen wurden durchgefiihrt, um paksésberhange fur die Klonierung eines DNA-
oder PCR-Fragments in einen Vektor zu schaffen zurdUberpriifung von Klonierungen. Fiir die

Analyse wurden die entsprechenden Restriktionseazyach der Angabe des Herstellers (New
England Biolabs) verwendet. Um die Religierung Videktoren zu verhindern, wurden diese
zusatzlich zur Restriktion mit einer Phosphatad® (S8lew England Biolabs) fiir 30 Minuten bei 37°C
behandelt. Geschnittene DNA-Fragment wurden mit@xd¢elektrophorese analysiert und dann mit
dem QIAquick gelextraction Kit (Qiagen) oder mitndeQlAquick PCR purification Kit (Qiagen)
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aufgereinigt. Die Ligation fand dann zusammen reit Blasmid-DNA mit Hilfe der T4-DNA-Ligase
(New England Biolabs) bei 1 h bei RT, Giber Nachtllé8C oder fur zwei Tage bei 4°C statt.

Transformation

Als Transformtion bezeichnet man die Genubertragdagh freie, I6sliche DNA, die aus einem
Spenderbakterium freigesetzt oder daraus extrahiertien ist, auf ein Empfangerbakterium. Die
Transformation von gereinigten Plasmiden erfolgtteds TSS-Transformation (Chureg al, 1989)
und die Transformation von DNA-Fragmenten oder tigyesansatzen erfolgte durch Elektroporation
(Calvin und Hanawalt 1988). Die Herstellung von kélekompetente Zellen erfolgte nach der
Methode von Sambroock (Sambroaatkal. 1989).

Sequenzierung

Aus den nach der Elektroporation erhaltenen Klowenden die Plasmide isoliert und die korrekte
GroRRe des eingebrachten DNA-Fragments (Insert) evonidtels Restriktionsanalyse Uberprift. Zur
Sequenzierung des Fragments und der adjazentemi@agionen wurde das Plasmid zu GATC
(Konstanz) geschickt.

3.5.1.7 Herstellung chromosomaleracZ-Fusionen

Zur Herstellung vorlacZ-Genfusionen wurden Fragmente, welche die vorhagiesPromotorregion
und Nukleotide (von 30 Nukleotiden des zu untersaden Gens bis zu dem Gen, das vor einem
untersuchten Gen liegt, ca. 300bp stromaufwart®mstbwarts vom Startcodon des untersuchten
Gens enthielten alacZ-Fusion in den Vektor pJL28 (translationalacZ-Fusionvektor, Luchet al.
1994) oder in den Vektor pCAB18 (transkriptiondi@cZ-Fusionsvektor, Barembrua#t al, 2007)
kloniert (Primer zur Herstellung vdacZ-Fusionen siehe Tabelle 3.6; Plasmide, die zur Kreg ins
Chromsom genutzt wurden, siehe Tabelle 3.4).

Um das Vorliegen delacZ-Fusion als Einzelkopie in der Zelle zu erreichenyrde diese in das
Chromosom vork. coligekreuzt. Dazu wurden die in das Plasmid klonielResionskonstrukte durch

in vitro-Rekombination auf den Phag&RS45 odeRS47 Ubertragen (Simoret al, 1987). Das
Prinzip des Transfers beruht auf der doppelten hogen Rekombination des Gen&xZ' (I3-
Galaktosidase) undbla’ (R-Lactamase) des Phagen mit den auf dem Fusiensigladivergent
orientierten GenemacZ und bla. Uber die Integration des Phagen an der attBekite Bakteriums
wurde die Fusion stabil in das Chromosom gekreuzt.

Um eine mehrfache Integration des Phagen an audimi3en, wurden die erhaltenen Klone mittels
Test-PCR auf Einzellysogenie untersucht (Poeetll 1994).

3.5.1.8 Inaktivierung chromosomaler Gene und chromosomale Mrkierung einzelner Gene
mittels PCR-Produkten

Insertions- und Deletionsmutanten wurden nach dethbte von Datsenko und Wanner (2000, One

Step inactivation, OSI) hergestellt (Primer zur $f#elfung und Kontrolle von Insertions-/

Deletionsmutanten siehe Tabelle 3.6).

Die Markierung eines chromosomalen Gens mit einé®G-Tag erfolgte nach einer der Methode

von Uzzauet al. (2001). Hierbei handelt es sich um eine verandsithode von Datsenko und

Wanner (2000). Die Primer zur Herstellung und Koltgreines chromosomalen FLAG-Tags sind in

Tabelle 3.6 zu finden.
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3.5.1.9 Messung der Genexpressiorf - Galaktosidasetest

Mit Hilfe der p-Galaktosidase-Aktivitatsmessung kann man den @erdExpression eines Gens
bestimmen [Miller, 1972].

Die spezifische [3-Galaktosidase-Aktivitat wurde madiller (1972/1992) bestimmt und inpmol
gespaltenes Substrat (ONPG) pro Minute und mg gsémn angegeben.

Abweichend von diesem Protokoll wurde die optisEiehte der Zellsuspension bei 578nm und die
Absorption des Produktes o-Nitrophenol bei 405 mmessen. Zur Bestimmung der R-Galaktosidase-
Aktivitat wurden Aliquots der Kultur enthommen unghch Abzentrifugieren mit geeigneten
Teilmengen 1 x Z-Puffers (Rezept siehe 3.2.4.)gpsndiert. Die Zellen wurden durch Zugabe von
einem Tropfen 0,1 % SDS und zwei Tropfen Chlorofoaufgeschlossen. Nach 10 Minuten
Inkubation bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe 200ul ONPG (4 mg / ml) gestartet. Bei
Erreichen einer geeigneten Gelbfarbung bzw. nackima 60 Minuten wurde die Reaktion durch
Zugabe von 50@l 1 M Natriumcarbonat abgestoppt. Reaktionsansétnelen fir 10 Minuten bei
13000 rpm zentrifugiert und anschlieBend wurdeAdisorption im Uberstand bei 405 nm bestimmt.
Als Referenz diente ein Testansatz, der ansteier @akteriensuspension 1 x Z-Puffer enthielt.

Die spezifische Aktivitdt a eines Enzyms ist dedfihials umgesetzte Stoffmenge pro Zeit und Menge
an Protein. Aus dem Lambert-Beer'schen Gesa& € Ac * d * ¢) lasst sich die Formel der
spezifischen 3-Galaktosidase-Aktivitat herleiteenw 1 ml Bakteriensuspension bei einerS%Don

1 0,107 mg Protein enthalt. Daraus ergibt sich:

Spezifische 3-Galaktosidase-Aktivitat = An/ (At/m )

=V/(*c)*[AE, /(At*V_*OD_)]
p 405 B 57
=3,38*E_/(At*V_*OD_)
405 B 57

-1 -1

in [umol * min * mg * Protein]

Ac = Konzentrationsénderung d = Breite der Kiivette

An = Anderung der Stoffmengepmeif Proteingehalt [mg]

V = Endvolumen des Ansatzes (1,7m&405: Extinktionsanderung (405nm)
At = Reaktionszeit [min] cp = Gesamtproteingehalt

-1 -1
¢ = Extiktionskoeffizient; von o-Nitrophenol bei 4@#n:& = 4860 M * cm

3.5.2 RNA-Analytik

3.5.2.1 Préparation von Gesamt-RNA und Qualitatskontrolle

Fur Northern Blot- und Mikroarray-Analysen wurde gamt-RNA mittels der heiRen Phenol-
Chloroform Methode prapariert.

Dazu wurden Proben zu definierten Zeitpunkten demch®tumskurve von aerob gewachsenen
Bakterienkulturen abgenommen (meist 5 ml) und nmipB-Lésung (eiskaltes 5%iges Wasser-
gesattigtes Phenol in Ethanol) gemischt (Bernsteial., 2002). Diese Behandlung verhindert sofort
die Synthese und den Abbau von RNA und ist wicfitigdie Analyse von bakterieller RNA, weil die
mittlere Halbwertszeit der RNA bei ca. 2 Minuteadi. Nach 15 mindtiger Inkubation wurden die
Proben fiir 10 Minuten bei 5.000 rpm und 4°C peietiDer Uberstand wurde verworfen und die
Pellets wurden bei -30 °C aufbewahrt oder gleichiereerarbeitet.

Die Zelllyse und RNA Isolation erfolgte unter Vemgking von Phase-lock-tubes (5’ Prime) nach dem
Protokoll von Tanket al., (2002). Die Chromosomale DNA wurde mit 3 — 10ul&RB-freier DNasel
(10 ufud, Roche) bei 28°C fur 30 Minuten entfernt. Im Ahkess erfolgte die RNA-Isolierung
ebenfalls unter Verwendung von Phase-lock-tubed rwiblumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
(25:24:1), 1 Volumen Chloroform-lsoamylalkohol (2%: und einer Alkoholfallung
[Sambrooket al 1989]. Die gefallte RNA wurde dann in 40 RNase freiem Wasser (DEPC-
behandelt) bei 64°C fir zehn Minuten geldst.

Die Reinheit der Proben wurde durch Messung deg286@m Absorptionsverhéltnisses bestimmt.
Ein Verhéltnis zwischen 1,8 und 2,1 gibt an, ddedhdoben rein genug sind fur die weitere Analyse.
Eine weitere Qualitatskontrolle erfolgte mittelsl&erophorese auf einem 1% igen Agarosegel. Nach
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Farbung der RNA (sichtbar gemacht werden kann @& @nd die 16S rRNA) mit Ethidiumbromid
konnten Aussagen Uber DNA-Kontaminationen und Aldpeteoffen werden.

3.5.2.2 Northern Blot-Analyse

A) mittels denaturierender Formaldehyd-Agarosegelfrophorese

Diese Art der Auftrennung wurde fir den Nachweigligrer RNA-Fragmente (> 1000 bp) genutzt
(beispielsweisemreB, csgD, csrp Dazu wurden 10 - 2Qg der zuvor isolierten Gesamt-RNA in
einem Volumen von 10l mit 10 ul RNA-Ladepuffer versetzt und 15 Minuten bei 65%@i&t. Nach
einminutiger Inkubation der Proben auf Eis wurdes &ormaldehyd-Agarosegel (1.2 g Agarose, 72
ml DEPC-water, 10 ml 10x MOPS buffer, 18 ml 37 %rRaldehyd) beladen. Die Proben wurden bei
80V in 1 x MOPS-Puffer fur drei bis vier Stunderigairennt.

Nach der Auftrennung der RNA erfolgten mehrere Washritte mit DEPC-behandeltem Wasser.
Dieser Schritt entfernt das enthaltene Formaldetugldem Gel, da es beim anschlielBendem Blotten
hinderlich ist. Zur optimalen Vorbereitung des Géis den folgenden Blotvorgang folgten zwei
Inkubationsschritte in 20 x SSC (je 15 min). Die/&RNurde mit einem Vakuum Blotgerat (Semi Dry,
Biorad) fur 1,5 Stunden bei 5 Hg auf eine positlaglene Nylonmembran (Roche) transferiert. Durch
eine zehn mindtige Bestrahlung der Membran mit W¥blgte die Fixierung der RNA (UV-
crosslinking).

Der Transfer wurde durch Anfarben der Membran tsitégner Methylenblau-Losung Uberprift. Die
anschlieRende Entfarbung wurde mit Bleaching-Pwitdzogen (2 x 15 min) und daraufhin folgte die
Inkubation mit 2 x SSC fur 5 Minuten (2x).

B) mittels denaturierenden Polyacrylamid-Gelen

Diese Art der Auftrennung eignet sich besondergdiir Nachweis kleiner RNA-Fragmente (> 100 —
1000 bp, beispielsweise: kleine RNAs, csgD).

Hierfir wurde die RNA (3 — 5 pg) in einem 4,5 - %wigem Polyacrylamidgel mit 7 M Harnstoff (42
g urea, 10 ml 10x TBE, 11.25 ml Rotiphorese GeRO0tl; Acrylamid:Bisacrylamid = 19:1), 54
TEMED, 500l 10 % APS in a total volume of 100 ml) aufgetrendaichdem die RNA mit dem
Ambion-Ladepuffer Il gemischt wurde, wurde sie al§ °C fur zehn Minuten inkubiert. Nach
erfolgreichem Beladen wurde das Gel fur 1 — 2 Stanioei 200 V (Gerat von C.B.S. Scientific CO.,
Biorad oder Peglab) laufen gelassen. Der Transfeeiae positiv-geladene Nylonmembran (Roche)
erfolgte bei 20V fur eine Stunde in einem Elektottdr (Biorad, Peqglab) in TBE-Puffer und die
anschlieRende Fixierung der RNA auf der Membraolgté fur 4 Minuten mit UV-Licht.

Detektion von spezifischen RNA-Fragmenten

Fir die Detektion von spezifischen RNA-Fragmentanden DIG-markierte DNA-Sonden benutzt.
Die Sonden wurden mittels PCR unter VerwendungseR€R-DIG labelling mix (Roche) hergestellt
(Primer siehe Tabelle 3.6).

Nach der Uberfiihrung der jeweiligen Membran in iybridisierungsréhrchen wurde diese fiir 30
Minuten bei 50 °C unter standiger Rotation prain&ub Danach wurden 5 pul der Sonde (kleines Gel)
in 50 ul Wasser, welche bei 95 °C denaturiert uniiButen auf Eis abgekihlt wurde, zu der
Membran gegeben und tber Nacht bei 50°C inkubiert.

Um ungebundene Sonde zu entfernen, erfolgten aimstéic Tag mehrere Waschschritte (2 x 5 min
Waschpuffer 1 (50°C) und dann 2 x Waschpuffer 2rfrade Stringenz: 30 min, 50°C; hohe Stringenz:
15 min, 68°C). Nachdem die Membran kurz mit Detaipuffer 1 equilibriert wurde, erfolgte die
Blockierung der Membran in Blocking-Losung fur 30nidten. Nach Zugabe des Anti-Digoxigenin-
alkalische Phosphatase Antikdrpers (Roche, 1:10.00@rde die Membran eine weitere Stunde
inkubiert. Ungebundener Antikdrper wurde nun durghWaschritte fir je 15 Minuten mit
Detektionspuffer 1 entfernt und danach wurde dienlfimn mit Detektionspuffer 2 equilibriert. Fir
die Detektion wurde die Membran mit einer CDP-&tasung (Roche) im Dunkeln benetzt. Bei CDP-
Star handelt es sich um ein chemilumineszentesti@ulfgr die alkalische Phosphatase. Nach einer 5-
mindtigen Inkubation wurde die Losung entfernt, Membran mit einer Klarsichtfolie (Beutel von
Roth) bedeckt und das Signal mittels eines chenmleszenz-sensitiven Rontgenfilms (Roche)
sichtbar gemacht. Die Expositionszeiten lagen Zwgacs und 60 Minuten.



Material und Methoden 73

Bei Polyacrylamidgelen besteht nach der Detektienaisten Sonde die Mdglichkeit weitere Sonden
zu hybridisieren. Wichtig fur diesen Prozess istssidie Membran nach der ersten Hybridisierung
nicht trocken wird, da sich dadurch der Hintergrwedstarkt. Das Entfernen der Sonde erfolgte durch
Inkubation mit 100 °C heilRer Strip-Losung (2x, aflein lassen auf RT). Nachdem die Membran noch
zweimal mit 2 x SSC gewaschen wurde, konnte die Mamerneut prahybridisiert werden.

3.5.2.3 RNA-Stabilitdtsanalysen (Rifampicin-Abbau)

Rifampicin ist ein Antibiotikum, welches bei Bakiesn die DNA-abhangige RNA Polymerase hemmt
und somit spezifisch die Transkription unterbindet.

Zur Bestimmung der Halbwertszeiten einer RNA wurdid® zu untersuchenden Bakterien bis zu
einem definierten Zeitpunkt wachsen gelassen. Eglaveine Probe direkt vor Rifampicin-Gabe

genommen (Zeitpunkt 0) und danach erfolgte die &mobhme 2, 4, 8, 10, 15 und 30 Minuten nach
Rifampicin-Gabe. Die Verarbeitung der RNA-Probefolgte wie oben beschrieben (siehe 3.5.2.1))
und mittels Northern Blot-Analyse untersucht (si8t®2.2.).

3.5.2.4 Transkriptom-Analysen / Mikroarrayanalysen

Die Mikroarrays wurden durch Ocimum Biosolutionsxdjen) gespottet. Es handelt sich um
kundenspezifische Anfertigungen mi288 genspezifischen 50mer Oligonukleotide, dienaon
Biosolution von der Firma MWG (Ebersberg) erhalteat. Diese Mikroarrays reprasentieren das
gesamtee.coli Genom.

Fur die Mikroarray-Experimente wurden dir zu unteteenden Bakterienstamme bis zu einem
definierten Zeitpunkt kultiviert und der Aufschlusad die Praparation der RNA erfolgte wie oben
beschrieben (siehe 3.5.2.1.).

Fur die Markierung der beiden zu vergleichendera@edkNA (beispielsweise Wildtyp und Mutante)
wurde nach der Anleitung des CyScribe Post-Labeliitg GE Healthcare) vorgegangen. Nachdem
die beiden Proben markiert waren, wurden sie vigteinnd in einer Vakuumzentrifuge auf ein
Volumen von 6 pl reduziert und mit 35 pl auf 68°Grgeheiztem SlideHybTM-buffer (Ambion)
versetzt. Diese Mischung wurde auf den Mikroarrdje®ttrager, der mit einem Lifterslip (Implen)
vorbereitet wurde, gegeben und die anschlieRendaridisierung Uber Nacht erfolgte in einer
Hybridisierungskammer (Biorad) bei 42 °C. Um ungediene RNA-Fragmente zu entfernen erfolgten
mehrere Waschschritte bei verschiedenen Tempenatnréalkonréhrchen auf einem Rollinkubator
(Waschpuffer 1: 50°C-10min, 42°C-10min; Waschpufler42°C-10min, 37°C-10min, Waschpuffer
3: 2x 10min RT). Vor dem Scannen wurde der Mikragrfir 3 Minuren bei 500 g trocken-
zentrifugiert. Die Fluoreszenz-Detektion auf denkidarray bei 532 nm (fir Cy3) und 635 nm (fur
Cyb) erfolgte mit dem GenePix 4100 (Axon) Lasersearund der dazugehérigen Software GenePix
Pro 4.1. Fur weitere Auswertungen bzw. Vergleictehrarer Mikroarrays untereinander wurde zum
Teil das Programm Acuity (Axon) verwendet.

Die Mikroarray-Experimente wurden mindestens zwéimaabhangig voneinander (biologische
Replikate) mit Dye-Swap durchgefuhrt. Als differiefitregulierte Gene wurden solche betrachtet, die
die nachfolgenden Auswertekriterien erfillen:

a) Signal-Rausch-Abstand (Signal to noise Rati8) >

b) Summe der Mediane (Sum of Medians) > 200

¢) RNA-Mengen Verhaltnis (Ratio) > 2,0 bzw. < 0,5.

Signifikant unterschiedliche Genexpressionssigiidigtelwert der Ratios, die bei den unabhangigen
Experimenten beobachtet wurden, s. Anhang) wurde rhrer Intensitat sortiert. Diese sortierten
Daten wurden anschlieBendi in eine sogenannte Hgatmit Hilfe des Programms Mayday 2.9,
transformiert. Mayday ist ein Programm zur Visualisng, Analyse und Speicherung von
Microarray-Daten [Dietzscht al, 2006]. Fur die Visualisierung wurden der dekeldésLogarithmus
(Abb. 4.16) oder der Logarithmus zur Basis 2 (log&pbb. 4.17) der entsprechenden Signale
verwendet.
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3.5.3 Protein-Analytik

3.5.3.1 Proteinextraktion aus E. coli Zellen

Um Proteine aus einer bakteriellen Kultur zu gewimnwurde das Medium durch Zentrifugation
entfernt und die Zellen wurden in 1 x M9-Medium,letees 10 % TCA enthielt, resuspendiert. Nach
einer 30 minutigen Inkubation auf Eis wurden diézgpitierten Proteine pelletiert und anschlie3end
mit eiskaltem Aceton gewaschen. Das erhaltene iRpatket wurde nach einem Trocknungsschritt bei
RT mit 1 x SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die Prolwurden vor der Weiterverarbeitung zehn
Minuten aufgekocht und auf Eis abgekihlt.

Um die Proteinkonzentration zu standardisieren wuidlgende Korrelation genutzt: 1 ml einer
bakteriellen Kultur bei OBgnm 1.0 besitzt 107 ug Gesamtprotein (R. Hengge, ffegtlicht). Das
Proteinpellet wurde dann so in 1 x SDS-Probenputdggenommen, dass die Endkonzentration 1 pg
Gesamtprotein / ul betragt.

3.5.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die Auftrennung von Proteinen anhand ihrer @réfiirde eine Polyacrylamid-Matrix genutzt.
Durch die Bindung des anionischen Detergenz SD&tdegaren die Proteine und ihre Ladung wird
dadurch Uberdeckt, sodass die urspriingliche Ladendroteine in diesem Assay keine Rolle mehr
spielt.

Die SDS-PAGE wurde nach Standardprotokollen (Ladmb®@70; Sambroolet al 1989) in einer
Mini-Protean Il-Apperatur (Biorad) durchgefuhrt. DAufbau des SDS-PA-Gels ist zweischichtig.
Beim oberen Teil handelt es sich um ein 4 % igesrBelgel (ermdglicht die optimale Auftrennung
von Proteinen der Grof3e 50 — 250 kDa) und beimrent&eil handelt es sich um das 12 % Trenngel
(ermdglicht eine optimale Auftrennung von Proteirger Gréf3e 15 — 60 kDa). Die aufgetragene
Proteinmenge lag zwischen 5 und 10 pg Gesamtprdtgioh der Auftrennung der Proteine bei 25
mA pro Gel in SDS-Laufpuffer wurde das Gel entwedier Proteine mit Coomassie-Brilliant
Blue sichtbar gemacht oder es folgte zur ImmuneBlmilyse die Ubertragung auf eine
PVDF-Membran (Blotten).

3.5.3.3 Coomassie-Farbung

Um Proteine, die mit Hilfe eines Polyacrylamid-Galgfgetrennt wurden, zu visualisieren, wurde die
Coomassie Brilliant Blue R-250 (AppliChem) benut®azu wurde das Gel in der Farbe-Lésung
gekocht (Mikrowelle) und dann fur funf Minuten untéchutteln inkubiert. Die Entfarbung des Gels
erfolgte nun mittels 10 % iger Essigsaure bis d@dmhbande eindeutig ersichtlich waren.

3.5.3.4 Immunoblot-Analyse (Western blot)

Fir den Nachweis spezieller Proteine wurde die Imwbiot-Analyse benutzt. Nach der SDS-PAGE
wurden die Proteine in einer Mini Transblot-ZelRidrad) auf eine PVDF-Membran Ubertragen.
Bevor der Tranfer auf die Membran vollzogen wer#tann, muss diese in Methanol, Wasser und
Transblot-Puffer eqilibiriert werden. Fir den Triansvurden das PA-Gel und die Membran zwischen
Whatman-Papiere und Schwammen gelagert. Der Trafssid dann fiir 1 h bei 100 V in eiskaltem
Transblot-Puffer statt.

Nach dem Tranfer wurde die Membran tber Nacht b 4n TBSTM geblockt, um unspezifische
Bindungen der verwendeten Antikorper zu verhind&rer. erste Antikérper (alle Antikdrper wurden
in Hasen produziert, aul3er der monoklonale ANTI-E_.M2-Alkaline Phosphatase Clone M2
Antikorper [Sigma] in Maus) wurde hinzugefugt (alleL0.000, aul3er der monoklonale ANTI-FLAG
M2-Alkaline Phosphatase Clone M2 Antikorper, dekQDO (bis 5000) eingesetzt wurde) und fir 2 h
unter standiger Bewegung inkubiert. Nachdem die btam 3 x in TBST gewaschen wurde, wurde
der zweite Antikorper (Ziege-Anti-Hase / Maus-alkehe Phosphatase Konjugat, Sigma-Aldrich
1:10.000 in TBSTM) hinzugegeben und fur 1 h un@riBteln inkubiert. Nach erneutem Waschen mit
TBST, wurde die Membran mit AP-Puffer equilibrieBtie Entwicklung des Western Blots erfolgte
dann mit Hilfe der chromogene alkalischen Phosgigagubstrate NBT (66 ul, 50 mg/ml in 70 %
DMF) und BCIP (33 pl, 50 mg/ml in DMF) in 10 ml APuffer. Die Katalyse der farbgebenden
Reaktion wurde durch Waschen der Membran mit Waaseicht. Anschlie3end wurde die Membran
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zwischen Whatman-Papieren getrocknet. Fir die veeitéerarbeitung wurde die Membran
eingescannt und mittels der Quantifizierungssoféwarage Gauge quantifiziert.

3.5.3.5 Antikérperreinigung

Bei der Herstellung eines Antikdrpers kann es vorkeen, dass nicht nur die gewiinschten Proteine
detektiert werden. Fir die Aufreinigung solcherrtvaeinigter” Antikorper wurde ein Acetonpulver
einer Mutante (Deletion des Proteins gegen welakers Antikérper hergestellt wurde), wie von
Harlow und Lane (1999) beschrieben, hergestellzuDaurde eine 40 ml Uber Nacht-Kultur pelletiert
und resupendiert in 1 ml Saline. Nach einer 5 nigeiit Inkubation auf Eis wurden 4 ml eiskaltes
Aceton hinzugefugt, gevortext und weitere 30 Minuaelf Eis mit gelegentlichem Vortexen inkubiert.
Nach erneuter Pelletierung wurde das Prezipitatfiisithem Aceton resuspendiert, gevortext und 10
Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation wardas Pellet auf ein Filterpapier Ubertragen und
bei rT getrocknet. Das erhaltene Acetonpulver wutden in einer 1 % igen Konzentration mit dem
jeweiligen Antikérper-Serum gemischt. Die Inkubatierfolgte Gber Nacht bei 4 °C unter standiger
Bewegung. Das Aceton-Pulver und die darin gebunddPteine wurden mittels Zentrifugation
entfernt.

3.6 Computerprogramme und Internetadressen

Als Programme wurden im Rahmen dieser Arbeit hagblich MS Office 2002; Serial Cloner,
Kaleidagraph 3.6, Image Gauge V3.1, AxioVision R&, Mayday 2.9, GenePix Pro 4.1 und Acuity
(Axon) genutzt.

Die Informationen zu einzelnen Genen, RNAs unddimein wurden mit den folgenden Datenbanken
ermittelt:

www.ncbi.nlm.nih.gov/: NCBI; National Center forddechnological Information
www.expasy.ch/tools/: Expasy - Swiss Institut@adinformatics
www.sanger.ac.uk/: Sanger Center UK

www.embl-heidelberg.de/: Europian Molecular Bioldgaboratory
www.ecocyc.org/: Escherichia coli Genbank

www.ecogene.org/: Escherichia coli Genbank
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4. Ergebnisse

4.1 Expressionsanalyse und phanotypische Charakterisiang
der GGDEF/EAL-Domanen-Proteine inEscherichia coli

Abhangig von den Umweltbedingungen kdnnen Baktenamschiedenste Lebensstile
auspragen. Sie konnen sowohl als motile Einzelzépdanktonisches Stadium), aber auch als
multizellularer Biofilm (sessiles Stadium) vorkommégBeloin et al, 2008]. Wenn das
gramnegative Bakteriunkscherichia coliin komplexem Medium, wie beispielsweise LB,
wachst, kdnnen in der post-exponentiellen Wachgphiaese motile Zellen beobachtet werden
[Adler & Templeton 1967; Amsleet al 1993, Pesaventet al, 2008]. Dieser hochmotilen
Phase folgt die Induktion adhasiver Komponentere @urli-Fimbrien, beim Eintritt in die
Stationarphase [Olséet al. 1989]. Eine Schliisselfunktion beim Ubergang venrdotilen in
die sessile Phase nimmt der sekundére Botenstodf(B+5")-zyklisches-Diguanosin-
Monophosphat (c-di-GMP) ein. C-di-GMP wird durchofine mit GGDEF-Domanen,
welche als Diguanylatzyklasen (DGC) wirken, ausTPGynthetisiert und durch spezifische
Phosphodiesterasen (PDE), Proteine mit EAL-Domé&oeter auch HD-GYP-Domaénen,
diese sind irE. coli nicht vorhanden) zu pGpG abgebaut [Hengge, 2Qli93r den generellen
Mechanismus zur Kontrolle des sekundaren BotersstaiHdi-GMP ist viel bekannt
[Mills et al, 2011]. Die Frage ist nun, warum gibt es unter Beoteobakterien eine Vielzahl
dieser Proteine.

Im Genom vonE. coli K-12 sind 29 GGDEF/EAL Gene kodiert. Von diesen @8nen
kodieren zwolf fur GGDEF-Domanen-Proteine, zehnBE&L-Domanen-Proteine und sieben
fur Proteine mit beiden Domanen. Welsdral. (2005) konnten durch gesamtgenomische
Mikroarray-Analysen zeigen, dass sieben der 29 GBEBEL-Domanen-Proteine
(ycgG, yciR, ydaM, yddV, ydiV, yeal ygd@nter der Kontrolle des Sigmafaktors RpoS
stehen.

RpoS 6°), der Stress- und Stationarphasen-Sigmafaktoulieegungefahr 10 % dei. coli
Genoms. Die Ausbildung diverser protektiver Stresistenzen, die Akkumulierung von
Speicher- und Schutzsubstanzen, Verdnderungen argiestoffwechsel und morphologische
Veranderungen gehdren zu den RpoS-kontrollierteazdasen [Weberet al, 2005].

RpoS selbst wird unter Stressbedingungen auf trgntiglnaler und translationaler Ebene
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sowie durch Proteolyse reguliert [Hengge-Aroni€)Z0
Weber et al. (2006) konnten des Weiteren zeigen, dass finf GGBEEGene
(ydaM yddV, yedQ yaiC, yciR) nicht nur Stationarphasen-induziert unter der kKallg von
o> stehen, sondern auch der Kontrolle von zusétzli¢henveltparametern und Wachstums-
abhangigen Signalen unterliegen. Fiur das GGDEF-Dem&rotein YdaM (als DGC,
positive Wirkung) und das GGDEF/EAL-Doménen-ProtéfftiR (als PDE, negative
Wirkung) konnte diese Arbeitsgruppe einen antadscisen Einfluss auf die Expression von
Curli-Fimbrien nachweisen. Diese Regulation fokedsisich auf der Expression des
Transkriptionsregulators CsgD [Webet al., 2006]. Aber nicht nur, das durch YdaM und
YciR regulierte, c-di-GMP hat einen Einfluss aué @isgD-Transkription, sondern auch zwei
weitere GGDEF/EAL-Doméanen-Proteine, YegE und YhgHielen hier eine wichtige Rolle.
So konnten Pesaven& al, (2008) zeigen, dass YegE, ein GGDEF/EAL-DomaRsstein
die Curli-Synthese positiv und die Motilitdt negatilber die Bildung des sekundaren
Botenstoffs c-di-GMP beeinflusst. AntagonistischYagE wirkt das EAL-Domanen-Protein
YhjH, welches den sekundaren Botenstoff c-di-GMBaaib. Die Expression von YhjH ist
vom flagellaren Sigmafaktor FliA abhéangig. YhjH thd@en zellularen c-di-GMP-Spiegel
niedrig, so lange wie Flagellen gebildet und begidtierden (Pesavenat al, 2008).
Diese Studien zeigen, dass der Stationarphasena&igtar im Zusammenhang mit dem
sekundaren Botenstoff c-di-GMP steht. In diesereftrboll nun geklart werden,

()] ob die GGDEF/EAL-Domanen-Proteine eine untersciubdlExpression zeigen,

(1 ob die Expression weiterer GGDEF/EAL Gene vom S8tairphasen-Sigmafaktor

RpoS kontrolliert sind und
(Il ob die verschiedenen GGDEF/EAL-Domanen-Proteing.inoli unabhéngig von
einander arbeiten kbnnen oder ob alle an einem igearaen c-di-GMP-Reservoir

beteiligt sind.
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4.1.1 Expressionsanalyse

Um die Regulation der Expression der GGDEF/EAL-Doer&Proteine inE. coli zu
untersuchen, wurden 28cZ-Reportergenfusionen kloniert und als Einzelkopie Genom
von E. coli integriert. Diese Reportergenfusionen reprasesiehauptsachlich die
Transkription. Sie enthalten aber auch den Traosissétart und ungefahr zehn Codons des
entsprechenden Gens fusioniert lanZ. So kdénnen auch eventuelle Unterschiede in der
Translationseffizienz des entsprechenden Proteiicergespiegelt werden. Alle Fusionen
sind auf die gleiche Art und Weise hergestellt veord Die Messung der spezifischen
3-Galaktosidase-Aktivitat ermoglicht so das Expmssmuster eines spezifischen
GGDEF/EAL Gens zu verfolgen und gleichzeitig wirdich einen Vergleich der
Expressionsstarke zwischen den verschiedenen Gemafbglicht. Es handelt sich um
28 Reportergenfusionen, da Méndez-Oetial. (2006) gezeigt haben, dagsdV-yddU(auch
dosC-dosRgenannt) in einem Operon kodiert sind. Dieses Qp&bin dieser Arbeit durch
yddV::lacZrepréasentiert. Die Ergebnisse fur das @amAsind hier nicht reprasentiert, da der
fur diese Studie verwendete Laborstamm W3AU169 eine Deletion im Bereich, in dem
yahAkodiert ist, besitzt. Die ReportergenfusionyanAwurde von G. Klauck vermessen und
die Ergebnisse werden in dieser Arbeit mit ihremvierstandnis der Vollstandigkeit halber

genannt.

4.1.1.1Expression der GGDEF/EAL-Domanen-Proteine bei 37°Cund 28°C in
Komplexmedium
Die Expression aller GGDEF/EAL-Domanen-Proteine deuentlang der Wachstumskurve
und bei unterschiedlichen Temperaturen (37°C umtiC2& Abb. 4.1 - 4.3 jeweils durch
schwarze und rote Kurven dargestellt) bestimmtcButiese unterschiedlichen Bedingungen
kénnen mogliche Verbindungen zur Motilitdt und Biobildung aufgedeckt werden. In der
post-expontiellen Phase des Wachstums werden verriédygellen exprimiert und beim
Ubergang in die Stationarphase kommt es zur Indonkdier Expression der adhasiven Curli-
Fimbrien. Fur die Expression der Curli-Fimbrienbskannt, dass sie von Stress-Sigmafaktor
RpoS und vom Masterregulator der Biofilmbildung Dsgbhéngig sind und nur bei
Temperaturen unter 30°C exprimiert werden [ROmIIMN05]. Um die Rolle des
Stationarphasen-Sigmafaktors RpoS im c-di-GMP-Haais zu klaren, wurde auch die
Expression jedes GGDEF/EAL-Genes in einem Rpo&éefien Hintergrund
(in Abb. 4.1 bis 4.3 als Kreise dargestellt) getest
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Die 29 GGDEF/EAL-Domanen-Proteine kénnen aufgrumeri Domanen in drei Gruppen
eingeteilt werden:(1) Proteine, die eine GGDEF-Doenkesitzen (Abb. 4.1), (2) Proteine mit
GGDEF- und EAL-Domane (Abb. 4.2) und (3) Proteine dine EAL-Doméne besitzen
(Abb. 4.3). Diese Einteilung stellt die Grundlagér fdie folgenden Darstellungen der

Expressionsstudien dar.
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Abb. 4.1: Expression der GGDEF-GenevonE. coli wahrend des Wachstumszyklus in reichem Medium (LB)
bei 37°C (schwarz) oder 28°C (rot). Die Derivates &ammes W3110 tragen eine in das Genom integriert
lacZ-Reportergenfusion in dem GGDEF-Gen, wie es inetidsprechenden Grafik angegeben ist. Alle Fusionen
wurden in isogenischenpoS+ (Quadrate) undpoS::Tn10(Kreise) Hintergrund vermessen. Die optische [EHcht
bei 578nm (Oyg., (offene Symbole) und die spezifische R-GalaktsgdAktivitat (geschlossene Symbole)
wurden entlang der Wachstumskurve bestinibig. entsprechenddacZ-Reportergenfusionen zu den einzelnen
GGDEF-Genen wurden in Kooperation mit anderen Mitigrn der AG Hengge isoliert (Tab. 3.3).
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Die Expressionsanalyse in Komplexmedium (LB) ergiss neun der zwolf GGDEF-Gene
exprimiert sind. Die Gengeal, yne= undyliF zeigen unter den getesteten Bedingungen keine
Expression. Dabei werden die Ggreel T, ydaM, yddWdeH, yeal, yeaP, yed@ndyfiN bei
beiden Temperaturen exprimiert und das GeiC zeigt nur bei 28°C eine Expression
(s. Abb. 4.1, Vergleich rote und schwarze Kurvdig GeneycdT, ydeH, yeal, yeaP, yfiN
werden in der exponentiellen Wachstumsphase exgrirand die GengaiC, ydaM, yddV,
yedQsind Stationarphasen-induziert. Die vier Statiohdggen-induzierten Gene zeigen auch
eine positive RpoS-Abhangigkeit (Abb. 4.1, Verghereise mit Quadraten). Das GeteH
wird unter den getesteten Bedingungen negativ dRpbS reguliert (Abb. 4.1, Vergleich

Kreise mit Quadraten).
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Abb. 4.2: Expression der GGDEF- und EAL-Genevon E. coli wahrend des Wachstumszyklus in reichem
Medium (LB) bei 37°C (schwarz) oder 28°C (rot). Merivate des Stammes W3110 tragen eine in dasr®eno
integriertelacZ-Reportergenfusion in dem GGDEF-Gen, wie es in efgsprechenden Grafik angegeben ist.
Alle Fusionen wurden in isogenischepoS+ (Quadrate) undpoS::Tn10(Kreise) Hintergrund vermessen. Die
optische Dichte bei 578nm (QR., (offene Symbole) und die spezifische R-Galak@mstdAktivitat
(geschlossene Symbole) wurden entlang der Wachktuwes bestimmt. Die entsprechendenlacz-
Reportergenfusionen zu den einzelnen GGDEF und Bahen wurden in Kooperation mit anderen Mitgliedern
der AG Hengge isoliert (Tab. 3.3).

Die Expressionsstudie zu den GGDEF/EAL-Genen erghiss sechs der sieben Gene
(inklusive yddU, dargestellt in Abb. 4.1 durclyddV:lacg in Komplexmedium (LB)
exprimiert werden (auReffgF, siehe Abb. 4.2). Funf dieser sechs Ggy@R, yegE, yfeA,
csrD (Abb. 4.2) sowieyddU (aufgrund der Daten vopddV:lacZ in Abb. 4.1)] sind bei

beiden Temperaturen exprimiert. Das G@nK ist nur bei der niedrigeren Temperatur



Ergebnisse 81

exprimiert (Abb. 4.2, Vergleich roter und schwarkerrven). Auch in dieser Gruppe kann die
Einteilung der wachstumsabhangigen Expression wormgenen werden. Die Gene, deren
Expression bei exponentiellem Wachstum induzigrtsiasdyfeAundcsrD und die Gene, die
Stationarphasen-Induktion zeigen, sigddU (basierend auf den Daten vomdV:lacZ
Abb. 4.1) yegEundyhjK. Das GeryciR zeigt ein Temperatur-abhangiges Expressionsmuster.
Bei 37°C gehdryciR zur Gruppe der Gene, die bei exponentiellem Waahshduziert sind
und bei 28°C gehort dieses Gen zu den Stationdgphasluzierten Genen. Drei der
Stationarphasen-induzierten GegddU (basierend auf den Daten vpddV::lacZ Abb. 4.1)
yegE und yciR] zeigen auch eine positive Abhangigkeit von Statiphasen-Sigmafaktor
RpoS (Abb. 4.2, Vergleich Kreise mit Quadraten)s [BenyfeAwird bei 37°C negativ durch
RpoS reguliert (Abb. 4.2, schwarze Kurve, Vergleéighise mit Quadraten).
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Abb. 4.3: Expression der EAL-GenevonE. coli wahrend des Wachstumszyklus in reichem Medium (&)
37°C (schwarz) oder 28°C (rot). Die Derivate demn8hes W3110 tragen eine in das Genom integriacte
Reportergenfusion in dem GGDEF-Gen, wie es in déspgechenden Grafik angegeben ist. Alle Fusionen
wurden in isogenischenpoS+ (Quadrate) undpoS::Tn10(Kreise) Hintergrund vermessen. Die optische EHcht
bei 578nm (Oyg., (offene Symbole) und die spezifische R-GalaktsgdAktivitat (geschlossene Symbole)
wurden entlang der Wachstumskurve bestinibig. entsprechenddacZ-Reportergenfusionen zu den einzelnen
EAL-Genen wurden in Kooperation mit anderen Mitdéen der AG Hengge isoliert (Tab. 3.3).



Ergebnisse 82

Die in Abbildung 4.3 dargestellte Expressionsstudiekomplexmedium (LB) ergab, dass
sechs der neun EAL-Genen, ycgF, yhjH, yjcC, ylaB, yoalexprimiert sind. Auch das hier
nicht dargestellte EAL-GegahA (Daten nicht gezeigt; persénliche Kommunikation @it
Klauck) wird in Komplexmedium exprimiert. Diese gesamt sieben Gene sind, bis yedgF
(hier nur bei 28°C) bei beiden Temperaturen exmim{Abb. 4.3, Vergleich rote und
schwarze Kurven, Daten nicht gezeigt, personlichemiunikation mit G. Klauck). Die Gene
rtn, ycgF, yhjHund yahA (Daten nicht gezeigt, personliche Kommunikation @i Klauck)
werden hauptsachlich wahrend des exponentiellerhgfams exprimiert und die GeygC
und yoaD sind in der Stationarphase exprimiert. Das GéaB zeigt, wie yciR ein
Temperatur-abhéngiges Expressionsmuster (Vergksith 4.2 und Abb. 4.3). Bei 37°C ist
das GenylaB wahrend des exponentiellen Wachstums exprimiedt hei 28°C zeigylaB
eine Stationarphasen-induzierte Expression (Alf). Mergleich rote und schwarze Kurven).
Die Stationarphasen-induzierten GefpeC, yoaDundylaB werden positiv durch den Stress-
Sigmafaktor RpoS reguliert. Die GeghjH und rtn werden bei 37°C negativ durch RpoS
reguliert (Abb. 4.3, Vergleich Kreise mit Quadrgten

Zusammenfassend fur die Expressionsanalyse in Kommdium (LB) (Abb. 4.1 bis 4.3)
lasst sich festhalten, dass die Mehrheit der GGBEEE/Gene in E. coli
(22 der 28 GGDEF/EAL-Gene) exprimiert wird. Nurlsma Geneyeal, yliF, yneF, yfgF,
ycgG, vydiV und yliE zeigen eine basale spezifische R-Galaktosidaseiit
(0,001-0,002 pmol/min/mg gesamtes zellulares Rrptei
Das Expressionsmuster der GGDEF/EAL-Gene entlamgMBechstumskurve kann in zwei
Haupttypen eingeteilt werden:
(1) Gene, die hauptsachlich wahrend der logargbinen oder postexponentiellen
Phase exprimiert sind und
(2) Gene, die eine Induktion der Expression bé&lbergang in die Stationarphase
zeigen.
Die spezifische R-Galaktosidase-Aktivitdt der ars@ruppe ist konstant oder ansteigend
wahrend die Zellen noch wachsen und reprasentateregeter sindyead (Abb. 4.1) yfeA
(Abb. 4.2) oderyhjH (Abb. 4.3). Unter den Genen der ersten Gruppe (expielle oder
postexponentielle Expression) zeigen sieben eingative Regulation durch den
Stationarphasen-Sigmafaktor RpoS (reprasentativeispil: ydeH Abb. 4.1, Vergleich

Kreise und Quadrate).
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Die spezifische R-Galaktosidase-Aktivitat der zemitGruppe steigt erst an, wenn das
Wachstum der Kultur sich verlangsamt oder endetrapdisentative Vertreter dieser Gruppe
sind ydaM (Abb. 4.1) yciR (Abb. 4.2) und yoaD (Abb. 4.3). Gene, die dieser Gruppe
(Stationarphasen-induzierte Expression) angehéveisen unter den getesteten Bedingungen
meist auch eine positive Kontrolle durch den Statrphasen-Sigmafaktor RpoS auf. Dies ist
der Fall furyaiC (Abb. 4.1, Vergleich Kreise mit QuadrateygaM (Abb. 4.1, Vergleich
Kreise mit Quadraten),ddVyddU (Abb. 4.1, Vergleich Kreise mit QuadrateggdQ (Abb.

4.1, Vergleich Kreise mit QuadratenkiR (Abb. 4.2, Vergleich Kreise mit QuadratepggE
(Abb. 4.2, Vergleich Kreise mit Quadratep)cC (Abb. 4.3, Vergleich Kreise mit Quadraten),
ylaB (Abb. 4.3, Vergleich Kreise mit Quadraten) wahD (Abb. 4.3, Vergleich Kreise mit
Quadraten). Die einzige Ausnahme stellt das @&K dar. Hier ist die Expression beim
Ubergang in die Stationarphase zwar induziert, abtsr den getesteten Bedingungen konnte
keine RpoS-Abhangigkeit nachgewiesen werden (Alih.Mergleich Kreise mit Quadraten).
Von den 22 exprimierten Gene zeigen acht eine aiigke Temperaturregulation. Die Gene
yaiC, yhjK und ycgF zeigen eine ausschlief3liche, die GewaM und yoaD eine deutlich
erhohte Expression bei 28°C (s. Abb. 4.1 bis 4.8rg\éich rote und schwarze Kurven)
wahrend das GeyeaJdpraferentiell bei 37°C (Abb. 4.1, Vergleich roteduschwarze Kurven)

exprimiert wird.

4.1.1.2Expression der GGDEF/EAL-Domanen-Proteine bei 37°Cund 28°C auf
Festmedium
Eine bakterielle Kolonie auf einer Agaroberflacleprasentiert einen multizellularen Biofilm
an einer festen und feuchten Oberflache/Luft-Stéteite. Fur die Strukturmorphologie eines
solchen Koloniebiofilms ist die Expression von Gilmbrien und Cellulose notwendig, Die
Synthese solcher Komponenten wird durch einen hobeltularen c-di-GMP-Gehalt
stimuliert (Rémling, 2005). Um den Einfluss der @& DEF/EAL-Doménen-Proteine unter
diesen Bedingungen zu klaren, wurden die vorhangermden schon besprochenen
lacZ-Reportergenfusionen zu den verschiedenen GGDEFRG&hen auch nach Langzeit-
Wachstum (24h) auf Festmedium untersucht. In di&sgressionsstudie wurden ebenfalls
die Temperaturen 37°C und 28°C bearbeitet.
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Abb. 4.4 Expression aller GGDEF/EAL-Gene vonE. coli nachdem sie Uber Nacht auf LB-Agarplatten
gewachsen sind. Dieselben Reportergenfusionsstamieni@ Abb. 4.1, 4.2 und 4.3 wurden Uber Nachtiireen
Patch auf LB-Agarplatten bei 37°C (weil3) oder 28%Chwarz) wachsen gelassen. Zellen aus der Mitte de
Patches wurden resuspendiert, ihre optische D{€i®-s.,) und ihre spezifische R-Galaktosidase-Aktivitat (i
den vertikalen Balken reprasentiert) wurden bestinibas gesamte Experiment wurde dreimal unabharaig
einander wiederholt und der Mittelwert und die Stndabweichung der spezifischen 3-Galaktosidassfeit
sind angegeben.

Wie in Abbildung 4.4 zu sehen, werden von den @8dU dargestellt durclyddV::lacz
yahA nicht gezeigt, personliche Kommunikation mit Gudk) hier untersuchten
GGDEF/EAL-Genen acht auf Festmedium nicht exprim(geal, yliF, yneF, yfgF, yhjK,
ycgG, ydiVund yliE). Sieben dieser acht zeigen auch in Flissigkuteine Expression
(Vergleich Abb. 4.4 mit Abb. 4.1, 4.2 und 4.3). Diesnahme stellt das GegmhjK dar, denn
hier kann bei 28°C in flissiger Umgebung eine Stdtiphasen-induzierte Expression
beobachtet werden (Vergleich Abb. 4.4 mit Abb. da Kurve). Bei der Expressionsstudie
auf Festmedium kann ebenfalls eine Temperaturrédgnldbeobachtet werden. Die Gene
yaiC, ycdT, ydaM, yedQ, yciRieA, rtn, ycgRund yoaD zeigen eine erhdhte Expression bei
28°C. Die GengaiC, ydaM, yedQ, ycgkind yoaD zeigen diese deutliche Praferenz fur die
niedrigere Temperatur auch in Flussigkultur (VeayieAbb. 4.4 mit Abb. 4.1, 4.2 und 4.3).
Eine Temperatur-regulierte Expression kann bei GenenyddV/yddU, ydeH, yeal, yeaP,
yfiN, yegE, csrD, yhjH, ylaBindyjcC nicht beobachtet werden.

Das Wachstum auf Festmedium scheint die Expressioiger Gene zu verstarken. Die
Expression des GensiC bei der Biofiim-férdernden Temperatur (28°C) isf &estmedium
sechsmal hoher als in Flussigkultur. Bei 37°C suhjeidoch bei diesem Gen die Umgebung
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keine Rolle zu spielen (Vergleich Abb. 4.4 mit Algbl). Dies ist auch fur das GgniR zu
beobachten. Hier tritt bei 28°C eine zweifach etbdBxpression auf und bei 37°C ist kein
Unterschied feststellbar (Vergleich Abb. 4.4 mitbAld.2). Die GengdaM undyoaD zeigen
auf Festmedium sowohl bei 37°C als auch bei 28t geranderte Expressionsstarke. Eine
zehnfach erhdhte Expression bei 37°C auf Festmediuergleich zur Flissigkultur kann
bei dem GerydaM beobachtet werden. Auch bei 28°C kommt es beiedie&en zu einer
zweifachen Induktion der Expression auf Festmediergleich Abb. 4.4 mit Abb. 4.1). Die
Biofilm-férdernde Temperatur (28°C) fuhrt bgpaD zu einer funffachen Erh6hung der
Expression auf Festmedium im Vergleich zur Flusgligk. Bei 37°C ist eine Verdopplung
der Expression auf Festmedium zu beobachten (Mehglabb. 4.4 mit Abb. 4.3). Das
flagellare GenyhjH zeigt eine vierfach reduzierte Expression bei éeidemperaturen auf
Festmedium im Vergleich zur Flussigkultur (Vergteksbb. 4.4 mit Abb. 4.3).

Zusammenfassend kann flur gesamte Expressionsstddstgehalten werden, dass die
Mehrheit aller 29 GGDEF/EAL-Gene i&. coli sowohl in Flussigkultur als auch auf
Festmedium exprimiert wird. Auf der einen Seite tgibs RpoS-abhangige und
Stationaphasen-induzierte GenyaiC, ydaM, yciRundyoaD), die auf Festmedium verstarkt
exprimiert werden und auf der anderen Seite giliiegspielsweise die GeryhjK und yhjH,
deren Expression in Flussigkultur, unabhangig v@o® im Vergleich zum Festmedium
induziert ist.

Die Abbildungen 4.1 bis 4.4 zeigen, dass fir digregssion der GGDEF/EAL-Gene und
damit fir die Synthese und den Abbau des Sekuntiirstoffs c-di-GMP, die Temperatur,
die Umgebung und der Stationarphasen-SigmafaktoSRgine wichtige Rolle spielen.
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4.1.2 Phanotypische Charakterisierung

Die Expressionsstudie ergab, dass unter den vedmmén Bedingungen unterschiedliche
GGDEF/EAL-Gene exprimiert werden. Die Suche naah jpleysiologischen Funktionen der
29 GGDEF/EAL-Domanen-Proteine beginnt mit der phgnischen Untersuchung aller
GGDEF/EAL-Domanen-Protein. Fur diese Studie wurden allen GGDEF/EAL-Genen
Insertionsmutationen mit Hilfe der Methode von [Ratso und Wanner (2000) isoliert
(s. 3.5.1.8)).

In der folgenden Untersuchung der GGDEF/EAL-DoméaResteine soll nun geklart werden,
ob sie am Wechsel der Lebensstile beteiligt sirmziDwurden Situationen welche mit einem
hohen (Curli-Fimbrien Expression) oder niedrigenofiltat) zellularen c-di-GMP-Spiegel
verbunden sind, ausgewabhilt.

Die Motilitat wurde auf Schwimmplatten und durcle dixpression vofihDC, mittels einer
lacZ-Reportergenfusion, in den unterschiedlichen Mwahintergrinden untersucht. Die
Gene des OperorithDC kodieren fir den Masterregulator der Flagellere Expression der
Curli-Fimbrien mit einer lacZ-Reportergenfusion zucsgB dem ersten Gen des

Strukturoperons der Curli-Fimbrien, in den versdeigen Mutantenhintergrinden analysiert.

4.1.2.1In silico Analyse der 29 GGDEF/EAL-Doméanen-Proteine irk. coli
In silico Sequenzanalysen geben erste Hinweise auf die ibnaktat eines Proteins. Fur die
GGDEF/EAL-Domanen-Proteine kdnnen diese Untersugdningenutzt werden, um eine
Aussage uUber die Aktivitdt der Proteine treffenkiinnen. So kann DGC nur mit einem
vollstandigen GGD(E)EF-Motiv (A-Zentrum) aktiv seiChristenet al. (2005) konnten
zeigen, dass haufig neben dem A-Zentrum auch nacthweiteres Zentrum (I-Zentrum,
RXXD) auftritt, welches eine Produktinhibierung duar c-di-GMP erméglicht. Fur die
GGDEF-Doménen kdnnen also in folgenden Kombinahanétreten:

(1) aktives A- und I-Zentrum,

(2) aktives A-Zentrum, degeneriertes I-Zentrum

(3) degeneriertes A-Zentrum, aktives I-Zentrurd un

(4) degeneriertes A- und I-Zentrum [Jenal & MapR006].
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Die Sequenzanalyse der GGDEF-Domanen-ProteinE. icoli ergab, dass elf der zwolf
GGDEF-Doménen-Proteine ein aktives Zentrum aufweiféaiC, YcdT, YdaM, YddV,
YdeH, Yeal, YeaP, YedQ, YfiN, YIliF, YneF). Von dezself moglicherweise aktiven DGCs
besitzen sechs neben dem A-Zentrum auch das lw#er(iraiC, YcdT, YdaM, YddV, Yead,
YedQ) und kénnten somit durch den zellularen Gehalc-di-GMP reguliert werden. Das
GGDEF-Doménen-Protein Yeal weist ein degenerieeZentrum, aber ein aktives
I-Zentrum auf. Dieses Protein scheint nicht am Umsan c-di-GMP beteiligt zu sein, wird
aber eventuell durch c-di-GMP in seiner Aktivitéguliert.

Auch die EAL-Doméanen-Proteine kénnen durch Sequaalyaen in aktive und inaktive
PDEs eingeteilt werdenSghmidt et al., 2005. Die in silico Sequenzanalyse zu den
zusammengesetzten Proteinen ergab, dassaali sechs der sieben GGDEF/EAL-Domanen-
Proteine (YciR, YddU, YegE, YfeA, YfgF, YhjK) fur mdestens eine der beiden Doméanen
eine aktive Enzymaktivitat aufweisen. Das ProteaiRYbesitzt aufgrund der Sequenzanalyse
sowohl eine aktive GGDEF-Doméane (nur A-Zentrumy alich eine aktive EAL-Domane.
Das Protein YegE besitzt eine aktive GGDEF-Domaiteemem A- und I-Zentrum und eine
degenerierte EAL-Doméane. Die Proteine YddU, YfeAfgl¥ und YhjK besitzen eine
degenerierte GGDEF-Domane und eine aktive EAL-D@n&@srD (YhdA) zeigt in beiden
Doménen eine Degenerierung der konservierten Matie

Die in silico Sequenzanalyse der EAL-Domanen-Proteine ergals, dasi der zehn EAL-
Doméanen-Proteine (YcgF und YdiV) eine degeneridd@manensequenz aufweisen Die
anderen acht EAL-Domanen-Proteine (Rtn, YcgG, YWtC, YlaB, YIiE, YoaD) zeigen
konservierte Sequenzmotive und kénnten somit amaAlles Sekundéarbotenstoff c-di-GMP
beteiligt sein.

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dags ooli ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen
DGCs und PDEs vorliegt (12:12). Dies ist moglicheise ein Hinweis darauf, dass jede
DGC eine Partner-PDE hat.
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4.1.2.2Einfluss der GGDEF/EAL-Domanen-Proteine auf die Motlitat

Motilitat ist ein wichtiger Faktor fur die Biofilmllung inE. coli. [Pratt & Kolter, 1998]. Die
Flagellen-basierte Motilitat erméglicht das Erreanhder Oberflache und anderer Bakterien
und hilft bei der Uberwindung der auftretenden lglynamischen Krafte. Die Flagellen
ermoglichen den Bakterien auch auf der Oberflachatlamy zu gleiten
[Genevauxet al, 1996]. Woodet al. (2006) konnten zeigen, dass die Kapazitaten der
Biofilmbildung in E. coli K-12 direkt mit der Moglichkeit zu Schwimmen kdregen.

Die 28 untersuchten GGDEF/EAL-Doménen-Proteine ereignach 24h Wachstum in
Komplexmedium keinen Einfluss auf die Expressiors diéasterregulators der Flagellen,
flnDC (Daten nicht gezeigt). Auf Schwimmplatten konnezejgt werden, dass sowohl bei
37°C als auch bei 28°C nur das EAL-Doméanen-ProtdijH einen positiven Effekt auf die
Motilitat hat. Dieser Effekt wurde schon von Ko uitrk (2000) gezeigt. Die anderen
GGDEF/EAL-Domanen-Proteine (inklusive YahA, perséime Kommunikation mit G.
Klauck) haben unter den getesteten Bedingungerekekinfluss auf die Motilitat (Daten

nicht gezeigt).

4.1.2.3Einfluss der GGDEF/EAL-Domanen-Proteine auf CsgD ud die Curli-
Expression

Der Biofilmregulator CsgD nimmt eine Schlisselfuohktbei der Biofilmbildung ein und die

Expression dieses Regulators wird durch c-di-GMBulrert [Pesaventoet al, 2008,

Weberet al, 2006]. Mit der folgenden Studie soll nun geklarden, ob, neben YdaM,

YciR, YegE und YhjH, weitere GGDEF/EAL-Domanen-Riioe einen Einfluss auf die

csgD-Transkription und damit auf die Curli-Expressiabkn.
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Abb. 4.5: Insertionsmutationen in verschiedenerk. coli GGDEF/EAL-Genen verandern die Expression
der Curli-Gene und den CsgD-Proteingehalt.

(A) Ein W3110 Derivat mit einer ins Genom integriertanZ-Reportergenfusion zasgB als auch Derivate
dieses Stammes mit InsertionsmutationerydaM, yciR, yegE, yhjHind csrD wurden bei 28°C in reichem
Medium (LB) wachsen gelassen. Die optische Dicl@®sts,) (offenen Symbole) und die spezifische R-
Galaktosidase-Aktivitat (geschlossene Symbole) emrdntlang der Wachstumskurve bestimmt. Die Symbole
der verschiedenen Mutanten sind der entspreche@daiik zu entnehmen. ON, Uber Nacht Kultur (24hmac
Inokulation der Kultur)(B) Immunoblot-Analyse von CsgD in W3110 Derivaten Mittationen in den oben
genannten GGDEF/EAL-Genen wurde bei 28°C in LB wgachgelassen. Zwolf Stunden nach Inokulation
(Start-OBQy7gnm = 0,05) wurden Proben fir die Immunoblot-Analys& ¥sgD genommen. Die densitometrische
Quantifizierung ist Uber dem Blot dargestelltug5 Protein wurden auf ein 12%iges Polyacrylamidgel
aufgetragen. CsgD wurde mit einem polyklonalen Kirfber gegen CsgD detektiert. Die entsprechenden
Mutationen in den einzelnen GGDEF/EAL-Genen wurdterKooperation mit anderen Mitgliedern der AG
Hengge isoliert (Tab. 3.3).

Die Untersuchung der Wirkung der GGDEF/EAL-Domamenteine auf die Expression der
Curli-Fimbrien ergab, dass funf der 29 GGDEF/EALA¥Men-Proteine einen Einfluss
haben. Die restlichen 24 zeigen unter den getest®edingungen keine veranderte
Regulation der Curli-Fimbrien-Expression (Daterhhigezeigt).

In Abbildung 4.5 A ist zu erkennen, dass eine resite csgBExpression in Stdmmen mit
Mutationen in den GeneydaM (Kreise), yegE (Dreieck mit Spitze nach unten) uiedrD
(yhdA (Quadrat halb gefillt) beobachtet werden. Eif@lte Expression der Curli-Fimbrien
haben Mutationen in den GenghjH undyciR zur Folge (Abb. 4.5 A, Rauten und Dreiecke
mit Spitzen nach oben). Die vier MutationgegE ydaM, yhjH und yciR zeigen die schon
bekannten Effekte auf die Curli-Expression [Pestwenal, 2008, Webeet al, 2006].

Die Expressionsstudie zeigt, dass die MutationegpdaM, yciR, yhjH, yegkind csrD die
Kinetik dercsgBExpression verandern. So beginnt die Expressigeféahr eine Stunde eher,

wenn die GengciR oderyhjH deletiert sind (Abb. 4.5A, Rauten und Dreiecke 8pitzen
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nach oben). Wenn allerdings die GemaM (Kreise),yegE (Dreieck mit Spitze nach unten)
und csrD (yhdA (Quadrat halb gefillt) deletiert sind, dann begidie csgBEXxpression
spater als im Wildtyp (gefillte Quadrate) (Abb.A)5

Der Einfluss aller GGDEF/EAL-Doméanen-Proteine aehdRpoS- und CsgD-Proteingehalt in
der Zelle wurde ebenfalls getestet. Dabei konnstgéstellt werden, dass keines dieser
Protein einen Einfluss auf den Gehalt an RpoS-Rrotet (Daten nicht gezeigt). Die
Immunoblot-Analyse fir den Curli-Aktivator CsgD gei dass nur die Mutationen in den
GenenydaM, yciR, yhjH, yegEwie von Pesaventet. al 2008 beschrieben) unzsrD ein
veranderten CsgD-Gehalt zur Folge haben (Abb. 4.Bdien nicht gezeigt). Die Ergebnisse
des Immunoblots zum CsgD-Protein bestéatigen diai&taur Curli-Fimbrien-Expression
(Vergleich Abb. 4.5 A und B).

Die phanotypische Untersuchung aller GGDEF/EAL-Doeri&Proteine weist daraufhin, dass
eine einzelne Deletion eines GGDEF/EAL-Domanendtnst moglicherweise durch die
anderen noch in der Zelle vorhandenen GGDEF/EAL-8men-Proteine ausgeglichen
werden kann. Denn diese Studie ergab, dass nusathas bekannte EAL-Doméanen-Protein
YhjH einen Einfluss auf die Motilitdt austbt (Dateicht gezeigt). AulRerdem konnte gezeigt
werden, dass von den 22 exprimierten GGDEF/EAL-Ggkisb. 4.1 bis 4.3) nur die vier
bereits bekannten YdaM, YegE, YciR und YhjH, so@sD (YhdA) unter den getesteten
Bedingungen einen Einfluss auf die Biofilmbilduragplen (Abb. 4.5).



Ergebnisse 91

4.2 Einfluss des degenerierten GGDEF/EAL-Domanen-Protes

CsrD auf die Expression von CsgD und Curli-Fimbrien

Die Expressionsanalyse vasrD ergab, dass es zu den schwach exprimierten Geatgirtg
(Abb. 4.2 und Abb. 4.4). Unter den getesteten Bgahigen ist die Expression vaisrD
unabhangig von der Umgebung und der Temperatur .(Adb und Abb. 4.4). Auch das
Protein CsrD scheint unabhéngig von der Tempenaguliert zu sein (Nachweis mittels
Immunoblot-Analyse mit einen FLAG-Tag-spezifischéntikorper gegen das chromosomal
FLAG-Tag-markierte CsrD; Daten nicht gezeigt). Eeitation in diesem Gen hat eine
Reduktion decsgBExpression und des CsgD-Proteingehalts (Abb.zubJolge.

4.2.1 CsrD wirkt unabhangig vom Csr-System auf die CurliExpression

Das degenerierte GGDEF/EAL-Doméanen-Protein CsrDiristler Lage kleine RNAs zu

binden und diese durch einen unbekannten Mechasisaem Abbau zuzufihren.

Moglicherweise kann der Einfluss eiresrD-Mutation auf die Curli-Expression durch kleine
RNAs, die einen direkten oder indirekten Einflusg die csgDExpression haben, erklart
werden. Moglicherweise hat auch das Csr-System dagrGGDEF/EAL-Doménen-Protein
CsrD einen Einfluss auf den i coli und Salmonellawichtigen Biofilmregulator CsgD.

Zur Klarung diese Frage wurden der Einfluss deinkle RNAs CsrB und CsrC, RprA, Mcas,
ArcZ und OmrA und OmrB auf die Expression der Ghilnbrien getestet.
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Abb. 4.6: Einfluss kleiner RNAs auf die Curli-Expression und den zellularen CsgD Proteingehalt.

(A-E) Ein W3110-Derivat mit einer in das Genom intedaarlacZ-Reportergenfusion zgesgB als auch
Derivate dieses Stammes mit Insertionsmutationemrf (A), csrB und erC (B), omrAB(C), acZ (D) und
mcaS(E) wurden bei 28°C in reichem Medium (LB) inkubielle Einzelmutanten in den kleinen RNAs
wurden zusatzlich auch mit einer Mutation ¢srD (csrD::cat) unter gleichen Bedingungen inkubiert. Die
optische Dichte bei 578nm (Qf3., (offene Symbole) und die spezifische R-GalakimsidAktivitdt der
csgB::lacZFusion (geschlossene Symbole) wurden entlang dechgfumskurve bestimmt. Die Symbole der
verschiedenen Mutanten sind der entsprechendeik@raéntnehmen. oN, Uber-Nacht-Kultur (24 Stundach
Inokulation). (F) Immunoblot-Analyse von CsgD in W3110 Derivaten Mititationen in den oben genannten
SRNA-Genen (Spalten: 1, W3110; &rD; 3, rprA,; 4, rprA csrD; 5, csrB csrC 6 csrB csrC csrD 7 omrAB

8, omrAB csrD 9, arcZ; 10, arcZ csrD 11, mcaS 12, mcaS csrl) wurde bei 28°C in LB wachsen gelassen.
Zwolf Stunden nach Inokulation (Start-@f = 0,05) wurden Proben fur die Immunoblot-Analyse \CsgD
genommen. Die densitometrische Quantifizierunguigier dem Blot dargestellt.u§ Protein wurden auf ein
12 %iges Polyacrylamidgel aufgetragen. CsgD wuridesmem polyklonalen Antikérper gegen CsgD detestti
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Wie in Abbildung 4.6 dargestellt, ergab die Untetaung der Curli-Expression mit Hilfe
einer lacZ-Reportergenfusion zasgB dass die kleinen RNAs RprA (A), OmrAB (C) und
McaS (E) eine negative Rolle spielen. Der Einfldieser regulatorischen RNAs ist bisher nur
durch Uberexpression oder bei 37°C gezeigt wordeMikd et al, 2012,
Holmqvistet al, 2010, Thomasoet al, 2012]. Die kleine RNA ArcZ (D) hat eine positive
Wirkung auf die Curli-Expression, wahrend die sSRN2srBC einen marginalen (positiven)
Einfluss (B) zeigen. Wie schon in Abbildung 4.5 @duat halb gefullt) dargestellt, hat CsrD
einen positiven Einfluss auf die Curli-Expressi@bly. 4.6, Dreiecke). DiesrD-Mutation
fuhrt zu einer Reduktion dessgBExpression von 30% bis 70% im Vergleich zum Wity
und diecsgBExpression ist zeitlich verzogert (Abb. 4.6, A): E

Eine sekundére Mutation mprA kann den Effekt einezsrD-Mutation supprimieren und die
zeitliche Verzoégerung dexssgBExpression in einecsrD-Mutante wird hier aufgehoben. Die
rprA-Mutation fuhrt zu einer 60% erhéhtesgBExpression im Vergleich zum Wildtyp und
die csgBExpression beginnt in diesem Mutantenhintergruridiae eine Stunde eher
(Abb. 4.6 A).

Die Mutation der SRNAsomrAB resultiert in einer erhdhtensgBExpression (60%) im
Vergleich zum Wildtyp. Auch hier ist, wie bei eingirA-Mutation, eine zeitlich nach vorne
verschobenesgBEXxpression zu beobachten. Eine zusatzliche MutatomomrABkann die
Effekte (zeitliche Verzégerung und Reprimierung degBExpression) einecsrD-Mutation
supprimieren (Abb. 4.6 C).

Eine zuséatzliche Mutation imcaSkann den reprimierenden Effekt auf dsgBEXxpression
einer csrD-Mutation nicht vollstandig supprimieren (50% Retiok durch die
Doppelmutation,csrD-Mutation hier 70% Reduktion im Vergleich zum Wid). Die
mcaSMutation fuhrt zu einer 60% erhohtesgBExpression im Vergleich zum Wildtyp und
die csgBExpression beginnt in diesem Mutantenhintergruridiae eine Stunde eher
(Abb. 4.6 E).

Eine Mutation der kleinen RNA ArcZ hat eine RedaohktidercsgBExpression um 70% im
Vergleich zum Wildtyp zur Folge. Die DoppelmutatiarcZ csrDzeigt den gleichen Effekt
wie die arcZ-Mutation alleine. Es kommt in diesem Fall zu einBeduktion der
csgBExpression um 90% im Vergleich zum Wildtyp (Abb6 D).

Der Einfluss des Csr-Systems auf die Curli-Fimbifipression wurde mittels Mutationen in
CsrB und CsrC untersucht. Es wurde mit eiosrBGDoppelmutante gearbeitet, da eine
csrCGMutation zu einer erhdhten csrB-Transkription fihrt und vise versa

[Weilbacheret al, 2003]. Die zusatzlichen Mutationen in den GeosiB und csrC kénnen
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die csrD-Mutation in Bezug auf die Curli-Expression nichipprimieren. DiecsrBG
Mutationen flhren zu einer leicht erhéhten Exp@ssioncsgB(Abb. 4.6 B).

Die in Abbildung 4.6 F dargestellte Immunoblot-Aysed des zellularen CsgD-Proteins
korreliert mit den Ergebnissen der Untersuchung ad®BExpression, d.h. wenn bedingt
durch eine Mutation diesgBExpression erniedrigt ist, dann ist auch der C&ybtein-
Gehalt in dieser Mutante verringert (Vergleich ABG A — E mit Abb. 4.6 F, beispielsweise
Vergleiche Abb. 4.6 E mit 4.6 F Balken 1, 2, 11 4.

Zusammenfassend wurde durch diese Studie gezeggg, rieben den schon bekannten sRNA
OmrA, OmrB, RprA und McaS auch weitere kleine RNAscZ und marginal CsrBC) einen
Einfluss auf die Curli-Expression austiben. Die sRNfielen dabei eine wichtige Rolle bei
der zeitlichen Regulation der Curli-Expression. einusatzliche Mutation inprA oder
omrAB kann die Effekte einercsrD-Mutation supprimieren, wohingegen sekundare
Mutationen incsrBCkeinen Einfluss auf die Effekte desrD-Mutation ausuben. Die Effekte
der csrD-Mutation werden durch eine sekundare MutatiomncZ noch verstarkt und durch
eine Mutation ilfmncaSzum Teil aufgehoben.

Das degenerierten GGDEF/EAL-Doménen-Protein Csriktvdlso additiv mit den kleinen
RNAs RprA, OmrA, OmrB und McaS und unabhangig var-System auf die Expression
der Curli-Fimbrien.
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4.2.2 CsrD beeinflusst weitere kleine RNAS, neben CsrB

Bei CsrD handelt es sich um membrangebundenesi®ratelches an der Destabilisierung
von CsrB und CsrC durch die RNase E beteiligt $&tzukiet al, 2006]. Nachdem gezeigt
wurde, dass CsrD unabhé&ngig von CsrB und CsrC dimeftuss auf die Curli-Expression
hat, ist nun die Frage, ob CsrD auch die Stabibtigr Expression weiterer kleiner RNAs

beeinflusst.

4.2.2.1Die CsrD-Mutation fuhrt zu veranderten zellularen Konzentrationen diverser
SRNAs
Zur Klarung dieser Fragestellung wurden RNA-Prolmtilang der Wachstumskurve in
Komplexmedium (LB) bei 28°C vom WT und einerarD-defizienten Derivat genommen.
Fur diese Untersuchung wurden zwei Varianten agbD-Mutation verwendet. In beiden
Fallen ist der gleiche Bereich varsrD durch eine Antibiotika-Kassette ersetzt worden. In
dem einen Fall handelt es sich um eine Kanamyciss&tie und im anderen Fall um eine
Chloramphenicol-Kassette. Das Gen fir die Kanamigasistenz hat die gleiche
Orientierung wie dassrD-Gen selbst und das Gen fur die Chloramphenicolsia® hat die
entgegengesetzte Orientierung. In diesem Fall wubsédecsrD-Mutationen untersucht, um
eventuelle Unterschiede durch die beiden Mutatiateeraustellen (siehe auch 4.2.4).
Um den Einfluss von CsrD auf kleine RNAs zu klaremyde eine Reihe von Sonden gegen
verschiedenste RNAs konstruiert. Dabei konnte blgieihden sRNAs YIiL, SgrS, 6S, RyeB,
DsrA, RybB, RybA, RyeB, RydB, MicA, GImZ unllicaS entweder keine Veranderung im
csrD-defizienten Hintergrund nachgewiesen werden oder SRNA selbst konnte nicht
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Bei desgawéhlten sRNAs handelt es sich zum
Teil um RNASs, die unter bestimmten Bedingungen RpbBangig sind [Kolmsee, 2011].
Die sRNAs ArcZ, OmrA, OmrB, CsrB und RprA konntemter den getesteten Bedingungen
nachgewiesen werden und sie zeigen entlang der SMambkurve eine veranderte
RNA-Konzentration im csrD-Mutanten-Hintergrund (Abb. 4.7). Die Analyse der
RNA-Konzentrationen von CsrB, OmrA, OmrB, RprA uAttZ zeigt, dass kein Unterschied
zwischen den beidersrD-Mutationen aulftritt.
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Abb. 4.7: Einfluss von CsrD auf die RNA-Konzentraton verschiedener kleiner RNAs entlang der
Wachstumskurve.

Der Wildtypstamm W3110, sowie Derivate mit einersdrtionsmutation in D [zum einen mit einer
Kanamycin-KassettecérD::kan), zum anderen mit einer Chloramphenicol-KassetsX::cat)] wurden bei
28°C in Komplexmedium (LB) inkubiert. Bei einer deérten und oben angegebenen optischen Dichtes{tgi
nm) wurden Proben fir die anschlieBende Northetabddyse entnommen. 5 RNA wurden auf ein 6% (fir
CsrB), 8% (fur ArcZ, GImZ, RprA) oder 12% (OmrA, @B) -iges PAA/Urea-Gel aufgetragen und bei 10 mA
laufen gelassen. Nach dem Blotten bei 20V fur lhdeudie positiv-geladene Nylonmembran mit einer
Digoxigenin-markierten Sonde gegen die entspreahasfNA bei 50°C inkubiert. Der Nachweis erfolgtetib
eine Chemilumineszenz-Reaktion, die mittels Rorfigersichtbar gemacht werden konnte. Nach der Di&iak
wurde die Sonde mit heiBem Stripping Puffer abgetvas und die Membran wurde erneut mit einer
Digoxigenin-markierten Sonde gegen die 5S RNA (adslekontrolle) bei 50°C inkubiert und wie zuvor
beschrieben weiter behandelt.

Im Wildtyp ist die ArcZ-RNA-Konzentration gleich éibend entlang der Wachstumskurve.
In den beidertsrD-Mutanten-Hintergriinden zeigt sich eine Reduktien idonzentration bei
ODs78nm4.0. Auch scheint in der exponentiellen und page@entiellen Phase weniger ArcZ
in der Zelle vorhanden zu sein, weesrD deletiert ist (Abb. 4.7, oben). Die von Mandin und
Gottesmann (2010) beobachtete stationarphaseniarthiz Expression von ArcZ in
Komplexmedium konnte hier nicht bestétigt werden.
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Im Wildtyp ist bei der sSRNA OmrA ein gleichmaRigénstieg der RNA-Konzentration von
ODs78nm 1 bis OR7snm 4 feststellbar. Bei ORgnm 4 ist im Wildtyp das Maximum der
OmrA-RNA-Konzentration erreicht. In dentsrD-Mutanten-Hintergrund kann dieser
gleichméaiige Anstieg der RNA-Konzentration nicholb&chtet werden. Hier ist eher ein
Stufen-artiger Anstieg der RNA-Konzentration si@rbdass heildt bei QRnm 1 und
ODs78nm?2 und bei OD3 und OD4 ist die OmrA-RNA-Konzentwatijeweils gleich (in beiden
Fallen hohere Konzentrationen als im Wildtyp) (Ab#.7, zweite von oben). Eine
Stationarphasen-induzierte RNA-Konzentration von r@nkann auch bei 37°C in LB
beobachtet werden [Argamanal, 2001].

Bei der sRNA CsrB kann eine Erhéhung der RNA-Komzdion in dencsrD-Mutanten-
Hintergrinden beobachtet werden. Dieser ist voruluat al (2006) bei 37°C in LB schon
gezeigt worden. Im Wildtyp ist ein marginaler Aesgtider CsrB-RNA-Konzentration entlang
der Wachstumskurve zu verzeichnen. Dieser Wachsalnh&ngige Anstieg ist in den
csrD-Mutanten-Hintergriinden ebenfalls vorhanden (AbB, Mitte).

Fur die sSRNA OmrB haben Voget al (2003) bei 37°C in Komplexmedium (LB) gezeigt,
dass die RNA-Konzentration in der post-exponemielPhase sein Maximum erreicht und
danach wieder absinkt. Dieser Verlauf kann bei 2BfCB fir den Wildtyp hier ebenfalls
beobachtet werden. In desrD-Mutanten-Hintergrinden ist dieser glockenférmigesieg
und Abfall der RNA-Konzentration nicht zu verzeieim Hier ist die OmrB-RNA-
Konzentration ungeféhr gleich bleibend entlang \W&chstumskurve (Abb. 4.7, zweite von
unten).

Argaman et al (2001) haben einen stationarphasen-induziertenstiédg der
RprA-RNA-Konzentration bei 37°C in KomplexmediumB)Lgezeigt. Bei 28°C scheint dies
nicht der Fall zu sein, denn die RprA-RNA-Konzetitna ist entlang der Wachstumskurve
beim Wildtyp gleich bleibend. In dessrD-Mutanten-Hintergriinden ist auch kein Anstieg zu
verzeichnen. Hier ist auffallig, dass die RprA-RManzentration im Vergleich zum Wildtyp
erhoht ist (Abb. 4.7, unten).

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass CsrDmiclals Teil des Csr-Systems aktiv ist,
sondern anscheinend auch weitere RNAs in ihreulzedn Konzentration beeinflusst. Unter
den getesteten Bedingungen sind die erhohten Kdnaziemen von CsrB und RprA am

auffalligsten.
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4.2.2.2Hat CsrD einen Einfluss auf die Stabilitat der getsteten SRNAs?

Suzuki et al (2006) haben gezeigt, dass CsrD die RNA-Stabilititn CsrB und CsrC
beeinflusst. Ob die in Abbildung 4.7 dargestellteerdnderten sRNA-Mengen im
csrD-defizienten Hintergrund auf den Einfluss von Csild die Stabilitat des entsprechenden
Transkripts zurtckzufihren ist, wurde mit Hilfe dBestimmung der Abbauraten der
einzelnen sRNAs genauer untersucht. In Abbilduryigt die Transkriptkonzentration zu
einem bestimmten Zeitpunkt im Wildtyp und in Dete mit einer csrD-Mutation
dargestellt. Die aktuelle Transkriptkonzentratioste@dy-state) ist die Summe aus der
aktuellen RNA Synthese und dem aktuellen RNA-AbbaWenn die steady-state
Konzentration einer RNA bekannt ist, kann die Megsder Abbaurate dazu genutzt werden,
um die Syntheserate zu bestimmen und um Regulatiodee flir die RNA Stabilitat
notwendig sind, aufzudecken [Selingral, 2003].

Um die Stabilitat der verschiedenen sRNAs zu bestm wurden RNA-Proben entlang der
Wachstumskurve in Komplexmedium (LB) bei 28°C vormT Wnd Derivat mitcsrD::cat-
Mutation genommen. Hier wurde nur disrD::catMutation verwendet, da zwischen den
beiden

csrD-Mutationen keine grof3en Unterschiede bezlglich RIdA-Konzentrationen auftraten
(weitere Grinde siehe Kapitel 4.2.4.). Die Kultur&wurden mit dem Antibiotikum
Rifampicin zu einem definierten Zeitpunkt (&&h» 1.0, 2.0 und 3.5) behandelt und die
Probennahme erfolgte nach bestimmten Zeitpunkterfianipicin ist ein bakterizides
Antibiotikum aus der Gruppe der Ansamycine und hérdra bakterielle DNA-abhangige
RNA-Polymerase. So wird die Transkription der Bakte spezifisch gehemmt.

Die Halbwertzeit einer mRNA liegt normalerweise bengefahr sieben Minuten
[Selingeret al, 2003] und die Halbwertszeiten von sRNA deckeh awniei bis 32 Minuten
eine durchschnittlich gré3ere Spanne ab [Vegall., 2003].
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Abb. 4.8: Einfluss von CsrD auf die RNA-Stabilitat verschiedener kleiner RNAs entlang der
Wachstumskurve.

Der Wildtypstamm W3110, sowie ein Derivat mit eitesertionsmutation in CsrD (mit einer Chloramploefi
Kassette:csrD::caf) wurden bei 28°C in Komplexmedium (LB) inkubieBei einer definierten und oben
angegebenen optischen Dichte (OD bei 578 nm) wuvdeRRifampicinzugabe (0,5mg/ml) sowie 2, 4, 8, 18,
und 30 Minuten nach Rifampicingabe Proben fir discalie3ende Northernblotanalyse entnommarg BNA
wurden auf ein 6% (fir CsrB), 8% (fir ArcZ, GImZpiRa) oder 12% (OmrA, OmrB) -iges PAA/Urea-Gel
aufgetragen und bei 10 mA laufen gelassen. Nach Bktten bei 20V fir 1h wurde die positiv-geladene
Nylonmembran mit einer Digoxigenin-markierten Sogagen die entsprechende sRNA bei 50°C inkubieat. D
Nachweis erfolgte Uber eine Chemilumineszenz-Reaktdie mittels Rontgenfilm sichtbar gemacht werden
konnte. Nach der Detektion wurde die Sonde mitédmiStripping Puffer abgewaschen und die Membramevur
erneut mit einer Digoxigenin-markierten Sonde dast gegen die 5S RNA (als Ladekontrolle) bei 50°C
inkubiert und wie zuvor beschrieben weiter behandel

Die hier untersuchten RNA-Stabilitaten, dargestetit Abbildung 4.8, bei 28°C in
Komplexmedium zeigen unterschiedliche Muster. WiatirércZ und CsrB eine kurze
Halbwertzeit haben, sind die SRNAs OmrA, OmrB urmqtARim Wildtyp-Hintergrund sehr
stabil (Abb. 4.8).

Vogel et al. (2003) konnten fur ArcZ bei 37°C in LB eine Hakntszeit von 32 Minuten
bestimmen. Bei 28°C in LB hat ArcZ eine durchsdfiniie Halbwertszeit von drei Minuten
unabhangig davon in welcher Wachstumsphase sictBak¢erien befinden. Bezuglich der
Stabilitat kann kein Unterschied zwischen dem Wpdtund dem csrD::cat-Derivat
festgestellt werden (Abb. 4.8, oben).

Fur CsrB konnte eine kurze Halbwertszeit im Wildtygstimmt werden (4 bis 6 Minuten).
Diese scheint unabhangig von der WachstumsphaseiauDie erhthte RNA-Konzentration
im csrD::cat-Derivat ist deutlich sichtbar (s. auch Abb. 4IR).csrD-Mutanten-Hintergrund
wird die CsrB-RNA stabilisiert und die Halbwertszesteigt auf tGber 30 Minuten an
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(Abb. 4.8, zweite von oben). Dieser stabilisierediekt auf CsrB in einecsrD-Mutation
wurde schon von Suzukt al. (2006) bei 37°C beobachtet.

Bei OmrA und OmrB wird eine Halbwertszeit von GBérMinuten beobachtet. Beide zeigen
beziglich ihrer Stabilitat keine Unterschiede asrD-Mutanten-Hintergrund, aber beztiglich
der RNA-Konzentration ist die Erhdhung iosrD:.cat-Derivat bei OD3.5 (bei 578nm)
deutlich sichtbar (Abb. 4.8, Mitte und zweite vamten, s. auch Abb. 4.7). Voged al (2003)
haben fir OmrA eine Halbwertszeit von 16 Minutenl éir OmrB von tber 30 Minuten bei
37°C in LB festgestellt.

Die regulatorische RNA RprA hat sowohl im Wildty[s @uch in decsrD::catMutante bei
ODs78nm1 und OR7snm 2 eine ungefahre Halbwertszeit von 20 Minuten inder stationaren
Phase (OBysnm 3.5) eine ungefahre Halbwertszeit von 12 Minuf@eutlich sichtbar ist hier
die erhohte RNA-Konzentration iwsrD-defizienten Hintergrund (Abb. 4.8, unten, s. auch
Abb. 4.7). Majdalanet al (2001) konnten fiir RprA eine Halbwertszeit voeb&n bis acht

Minuten bei 37°C bestimmen.

Zusammenfassend kann zu den sRNA-Studien festgehalterden, dass CsrD die

RNA-Konzentration von verschiedenen sRNAs beeistluBa eine veranderte Stabilitat nur
fur das bekannte Ziel von CsrD, CsrB gezeigt werkiennte, ist davon auszugehen, dass
CsrD die Expression der anderen sRNAs beeinflussffallig bei diesen Untersuchungen

waren die durchweg erhdhten RprA-RNA-KonzentrationBiese sind nicht durch eine

erhohe Stabilitat erklarbar. Moglicherweise hatfCsemen Einfluss auf die Transkription von

RprA.
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4.2.3 CsrD reprimiert das Rcs-Phosphorelay-System

CsrD ist Teil des Csr-Systems und zusammen miRil&se E am Umsatz der kleinen RNAs
CsrB und CsrC beteiligt [Romeat al, 2012]. CsrD wirkt aber anscheinend nicht nurdiaf
kleinen RNAs des Csr-Systems, sondern auch aufestads vier weitere (s. Abb. 4.7 und
Abb. 4.8). In einentsrD-defizienten Hintergrund kann ein starker Anstieg BprA-RNA-
Konzentration beobachtet werden (Abb. 4.7). Diégestieq ist nicht in einer stabileren RNA
begriindet (Abb. 4.8). CsrD beeinflusst also mogirereise direkt oder indirekt die
Transkription dieser kleinen RNA. Die Transkriptimon RprA ist direkt abhangig vom
Transkriptionsfaktor RcsB. Dieser Response-Regulagehdrt zum Rcs-Phosphorelay-

System, welches fir die Reifung eines Biofilms wighst [Majdalani & Gottesman, 2005].

4.2.3.1CsrD reprimiert Rcs-abhéngige Gene

In E. coli kbnnen 271 Transkriptionsfaktoren identifiziertrden. Diese lassen sich in elf
Familien mit DNA-bindenden Doménen organisierenel®idieser Proteine weisen eine
Zwei-Domanen-Struktur auf und bestehen aus eineADNdenden Domane und einer
regulatorischen Doméane. Membrandoméanen sind beiskrgtionsfaktoren nicht zu finden
[Babu & Teichmann, 2003]. Bei CsrD handelt es siah ein membranstandiges Protein mit
zwei Transmembran-Domanen. Ein direktes Binden em Bromotor vorrprA kann also
aufgrund der Doméanenstruktur von CsrD ausgeschiosseden. Ein indirekter Einfluss auf
die Expression von RprA durch CsrD kdnnte durch Res-Phosphorelay-System realisiert
sein. Um diese Hypothese zu testen, wurde nebenEgpression vonrprA, auch die
Expression vorbdm und flnDC untersucht. Die Studie der Expression erfolgte2823C in
Komplexmedium mit Hilfe von chromosomaletacZ-Reportergenfusionen zu den
verschiedenen Genen. Alle drei GengA, bdm, flnhDG stehen unter der Kontrolle des Rcs-
Phosphorelay-Systems. Die Transkription viprA [Majdalani et al., 2002] undbdm
[Francez-Charlotet al, 2005] wird durch ein Homodimer aus RcsB aktiyiedie
Transkription vonflhDC wird durch das Heterodimer aus RcsA und RcsB mapri
[Francez-Charlogt al.,2003].
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Abb. 4.9: CsrD reprimiert die Expression vonrprA und bdmund aktiviert die Expression vonflhDC.

Ein W3110-Derivat mit einer in das Genom integeartacZ-Reportergenfusion zuyorA (A), bdm (B) oder
flnDC (C) (jeweils durch Quadrate dargestellt), als auchvagr dieser Stdmme mit einer Insertionsmutation in
csrD (csrD::cat) (jeweils durch Kreise dargestellt) wurden bei @8h reichem Medium (LB) inkubiert. Die
optische Dichte bei 578nm (QR., (offene Symbole) und die spezifische R-Galak@mstdAktivitat
(geschlossene Symbole) wurden entlang der Wachktuwes bestimmt. oN, Uber-Nacht-Kultur (24 Stunden
nach Inokulation).

Die Untersuchung der Transkription vgorA ergab, dasgrA bei 28°C in Komplexmedium
(LB) durchweg gleich stark exprimiert wird (Abb94A, Quadrate) und nicht, wie bei 37°C,
Stationarphasen-induziert ist [Argamat al, 2001]. Die csrD-Mutation fuhrt zu einer
Stationarphasen-abhangigen Induktion mpeA-Transkription (Abb. 4.9 A, Kreise). lrosrD-
Mutanten-Hintergrund ist dierprA-Transkription dreimal starker als im Wildtyp
(Abb. 4.9 A, Vergleich Quadrate mit Kreisen).

Die Expression des Genbdm(biofilm-dependent modulation protein) ist in reifBiofilmen
reduziert [Prigent-Combaretet al, 1999]. Unter den getesteten Bedingungen
(28°C, LB, Flussigkultur, entspricht den initial&chritten der Biofilmentwicklung) steigt die
Expression in der post-exponentiellen Phase an erdicht ihr Maximum in der
Stationarphase. Danach kommt es zum Absinken dereEsion (Abb. 4.9 B, Quadrate). Die
csrD-Mutation fuhrt, wie berprA, zu einer Induktion der Expression (Abb. 4.9 Agise).
Die bdmExpression ist incsrD-Mutanten-Hintergrund zweifach erhdht im Vergleimhm
Wildtyp (Abb. 4.9 B, Vergleich Quadrate mit Kreigeie Expression voilndm beginnt in
der csrD-Mutante ungefahr bei OD 1 (bei 578nm) und im Wjderst ungefahr bei OD 2
(bei 578nm). Das Muster der Expression wird durdd asrD-Mutation nicht verandert
(Abb. 4.9 B, Vergleich Quadrate mit Kreisen).
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In Abbildung 4.9 C ist die Expression des Mastautaprs der Motilitat f{hDC) dargestellt.
Die Expression hat ihr Maximum in der logarithmieolPhase und sinkt im weiteren Verlauf
des Wachstums ab (Abb. 4.9 C, Quadrate). DurchcsiiB-Mutation kommt es zu einer
30 prozentigen Reduktion ddhDC-Expression (Abb. 4.9 B, Vergleich Quadrate mit

Kreisen).

Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, daBsdes gegenteiligen Effekt zum Rcs-
Phosphorelay-System bei den ausgewahlten GenenbtauSo reprimiert CsrD die

Expression/Transkription von den durch das Rcs-pthmelay-System aktivierten Genen
rorA und bdm und aktiviert die Expression vofihDC, dessen Expression durch das

Rcs-Phosphorelay-System reprimiert wird.

4.2.3.2CsrD inhibiert das Rcs-Phosphorelay-System (ber die AuRenmembran-
komponente RcsF
Die Ergebnisse der Expressionsstudie zu Rcs-abg@mgbenen lassen also den Schluss zu,
dass CsrD einen negativen Einfluss auf das RcspPboslay-System haben koénnte
(Abb. 4.9).
Das Rcs-Phosphorelay-System ist ein Multi-KompoaeiRhosphorelay-System. Es besteht
aus den Komponenten RcsC, RcsD, RcsB und ResFSénsorkinase ResC Ubertragt nach
Aktivierung durch Autophosphorylierung einen Phaspést auf das Hpt-Protein RcsD. Von
hier aus wird das Phosphat auf den Response RegRes$sB Ubertragen. Der Phosphat-Fluss
kann sowohl von RcsC lber RcsD zu RcsB gehen,ualls won RcsB tUber ResD zu RcsC.
Durch die Phosphorylierung von RcsB kommt es zereifonformationsanderung und RcsB
kann als Homodimer oder als Heterodimer beispialsaveit RcsA an die DNA binden und
so die Expression seiner Zielgene aktivieren odgprimieren. Die AulRenmembran-
komponente RcsF ermdglicht die Integration exterB8egnale und Verdnderungen der
Membran in das Rcs-Phosphorelay-System. Internenakig werden durch RcsC
wahrgenommen.
Um zu testen Uber welche Komponente CsrD einenlussfauf das Rcs-Phosphorelay-
System hat, wurde eine Expressionsstudie mit e@aef-Reportergenfusion zidm mit

Mutationen in den verschiedenen Komponenten desPRosphorelay-Systems durchgefuhrt.



Ergebnisse 104

A B

| —8—wt —®—csrD  —k—rcsC ——csrD resC | ‘ —m—wt —®—csrD —&—rcsD —4—csrD resD ‘
10 - 10

o
[ee]
N~
LO
D | —&—wt —®—cstD —&—rcsB ——csrDresB ‘ | —m—wt —e—csrD —k—rcsF —4—csrD resF |

10 - 25 10 - 4 25

bdm

01

[Buwi/uiwy/jowr] 1euAmY-asepisopejen-gy "zads

0.01

Zeit [h]

Abb. 4.10. CsrD reprimiert die Expression von bdm lber die AulRenmembrankomponente des
Rcs-Phosphorelay-Systems RcsF.

Ein W3110-Derivat mit einer in das Genom integaartacZ-Reportergenfusion zbdm als auch Derivate
dieser Stamme mit Deletionsmutationenr@sC (A), rcsD (B), rcsB (C) und rcsF (D) wurden bei 28°C in
reichem Medium (LB) inkubiert. Alle Einzelmutantén den Komponenten des Rcs-Phosphorelay-Systems
wurden zusatzlich auch mit einer Mutation éerD (csrD::cat) unter gleichen Bedingungen inkubiert. Die
optische Dichte bei 578nm (QR., (offene Symbole) und die spezifische R-GalakimstdAktivitat
(geschlossene Symbole) wurden entlang der Wachktuwes bestimmt. oN, Uber-Nacht-Kultur (24 Stunden
nach Inokulation).

Die in Abbildung 4.10 dargestellte Expressionssumdigt, dass einesrD-Mutation zu einer
mindestens zweifachen Induktion defmExpression im Vergleich zum Wildtyp fuhrt. Des
Weiteren beginnt didodmExpression imcsrD-Mutanten-Hintergrund im Vergleich zum
Wildtyp eher (ungeféahr Ofgnm 1 bei csrD-Mutante, ungefahr Ofsnm 2 beim Wildtyp)
(Abb. 4.10, Vergleich Quadrate mit Kreisen).
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Die Kinase-MutatiorrcsC hat eine sechsfache Induktion deimExpression zur Folge. Hier
beginnt diebdmExpression ungeféahr zwei Stunden eher als im WoldiAbb. 4.10 A;
Vergleich Quadrate mit Dreiecken). Die DoppelmutaticsC csrDflihrt ebenfalls zu einer
Induktion der bdmExpression (Abb. 4.10 A; Vergleich Quadrate mituea). Diese
Induktion (Abb. 4.10 A; Rauten) ist starker als HercsrD-Mutation (Abb. 4.10 A; Kreise)
und schwécher als bei dersC-Mutation alleine (Abb. 4.10 A; Dreiecke) (2-facheluktion
beicsrD, 6-fache Induktion beicsC und 5-fache Induktion becsC csrD) (Abb. 4.10 A).

Die rcsD-Mutation fiihrt zu einer zwolffachen Induktion dedmExpression (Abb. 4.10 B;
Vergleich Quadrate mit Dreiecken). Die Induktiorr dessD-Mutation scheint starker zu sein
als bei dercsC-Mutation (Vergleich Abb. 4.10 A und B; jeweils diguadrate und Dreiecke).
Im rcsD-defizienten Hintergrund beginnt di@dmExpression sofort zu Beginn des
Messzeitraums (3 Stunden eher als im Wildtyp) (ABILO B; Vergleich Quadrate mit
Dreiecken). Die DoppelmutatiorrcsD csrD fuhrt ebenfalls zu einer Induktion der
bdmExpression (Abb. 4.10 B; Vergleich Quadrate mitutRa). Diese Induktion
(Abb. 4.10 B; Rauten) ist starker als bei asrD-Mutation (Abb. 4.10 B; Kreise) und
schwacher als bei decsD-Mutation (Abb. 4.10 B; Dreiecke) (2-fache InduktibeicsrD,
12-fache Induktion bercsC und 9-fache Induktion beaicsC csrD) (Abb. 4.10 B). Die
bdmExpression in der Doppelmutante beginnt zwei Standeher als im  Wildtyp
(Abb. 4.10 B; Vergleich Quadrate mit Rauten).

Durch eine Mutation im Response RegulatosB kommt es zu einer Reduktion der
bdmExpression um 60 % im Vergleich zum Wildtyp (Ab10 C; Vergleich Quadrate mit
Dreiecken). Die sekundéare Mutation msB supprimiert diecsrD-Mutation, sodass die
bdmExpression in diesem Fall ebenfalls um 60% im \&cp zum Wildtyp reduziert ist
(Abb. 4.10 C; Vergleich Quadrate mit Rauten).

Die Mutation des auRenmembranstandigen Lipoproteisk fuhrt, wie die Mutation des
Response RegulatorssB (Abb. 4.10 C), zu einer Reduktion dadmExpression um 50 %
im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 4.10 D, Vergleich @drate mit Dreiecken). Die sekundare
Mutation inrcsF supprimiert diecsrD-Mutation, sodass diedmExpression in diesem Fall
ebenfalls um 50% im Vergleich zum Wildtyp reduzistt(Abb. 4.10 D; Vergleich Quadrate
mit Rauten).

Die Expressionsstudie zwbdm als Reporter fur das Rcs-Phosphorelay-System, in
Abhangigkeit von den einzelnen Rcs-Phosphorelayefydomponenten zeigt, dass CsrD
einen hauptsachlich negativen Einfluss auf das FRussphorelay-System ausibt. Die

Wirkung wird Uber das Lipoprotein RcsF vermittettduCsrD beeinflusst moglicherweise die
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Signalweiterleitung von RcsF an die SensorkinassCRc

Die Signale, die das Rcs-Phosphorelay-System wamhisind nicht bekannt. Es gibt
unterschiedliche Stressbedingungen, die zu einéividkung des Rcs-Phosphorelay-Systems
fuhren. So induzieren niedrige Temperaturen (188D)kose, Zink und hohe Osmolaritat das
Rcs-Phosphorelay-System [Schm@&e al, 2011; Francez-Charloet al, 2005]. Das
Lipoprotein RcsF wird bei der Rcs-spezifischen Aswauf Stress mit Lysozym oder
3-Laktam-Antibiotika bendétigt. Die  AulBenmembrankamente RcsF ist also
maoglicherweise an der Wahrnehmung einer MissordrdangPeptidoglykan-Schicht beteiligt
[Callewaert et al, 2009; Castanie-Corneét al, 2006; Laubacher & Ades2008;
Majdalani et al, 2005]. Die Peptidoglykanschicht (Mureinschichlgt direkt der
Zytoplasma-Membran und besteht aus Zuckern und ésédmren. Peptidoglykan spielt eine
strukturelle Rolle fur die bakterielle Zellwand umdrmittelt strukturelle Starke, um gegen

den osmotischen Druck des Zytoplasmas zu bestehen.

Eine mogliche Erklarung fiir den Einfluss des Innembran-standigen Proteins CsrD auf das
Rcs-Phosphorelay-System Uber die AulRenmembrankaenporRcsF ist, dass CsrD die
Zusammensetzung der Peptidoglykanschicht verandgigse Veranderung macht sich
maoglicherweise durch eine veranderte Zellstrukt@dm@e) bemerkbar. Um die Zelllange des
Wildtyps und eines Derivats mit einesrD-Mutation €srD::cat) zu bestimmen, wurden die
Bakterien mikroskopisch entlang der Wachstumskurnttersucht.

Die Ergebnisse der Zelllangenbestimmung sind inillbbg 4.11 dargestellt. Der Wildtyp
hat bis OD 3 (bei 578nm) eine mittlere Zelllangen wingefahr drei Mikrometern und die
csrD-Mutation fiihrt zu einer mittleren Zelllange vorb Mikrometern bis OD 3 (bei 578nm).
Dieser Unterschied wurde durch den statistisch&est- abgesichert und erwies sich als
signifikant. Die Zelllange bet. colivariiert entlang der Wachstumskurve von zwei kishs
Mikrometern. Die mikroskopische Untersuchung &ercoli Bakterien ergab also, dass die
csrD-Mutation zu einer verkirzten Zellform fuhrt undsdader Wildtyp und die Mutante sich
beim Ubergang in die Stationarphase angleichen. desem Ubergang werden die
Bakterienzellen durch die RpoS-kontrollierte Exgies von bolA  kirzer

[Lange & Hengge-Aronis, 1991].
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Abb. 4.11: Einfluss von CsrD auf die Lange der Zedl entlang der Wachstumskurve.

Der Wildtypstamm W3110, sowie ein Derivat mit eih@sertionsmutation iksrD (csrD::caf) wurden bei 28°C

in Komplexmedium (LB) inkubiert. Bei definierten tigthen Dichte (0,5, 1, 2, 3, und 4 bei 578 nm)deuar
Proben fiir die anschlieRende Zelllangenbestimmumgoenmen. 20ul der Kultur (ab OD1 entsprechend
verdinnt) wurden auf einen mit 1,5%-iger Agarosergbhichteten Objekttrager gegeben und mikroskbpisc
analysiert. Die Zelllange wurde mittels des ProgranAxioVision 4.7 (Carl Zeiss) bestimmt. Das Exparnt
wurde dreimal unabhangig von einander durchgefitstwurden der Mittelwert und die Standardabweighun
bestimmt. Der Stern gibt an, dass die mittleredl&@®yje vom Wildtyp signifikant groRer war, als dier csrD-
Mutante (t-Test, p<0,05). Ein repréasentatives Engelst dargestellt.

Das membranstandige Protein CsrD beeinflusst digé&inerE. coli Zelle. Dieser Einfluss
kann durch die degenerierten GGDEF/EAL-Doménen htniaber durch eine aktive
Beteiligung am c-di-GMP-Umsatz begrtindet sein. DBuseinen Einfluss auf verschiedene
kleine RNAs (Abb. 4.7 und Abb. 4.8) verandert Csnbglicherweise die Zusammensetzung
der Membran. sRNAs wurden oft im Zusammenhang mitKbntrolle der Expression von
AuBenmembranproteinen gefunden [Vogel & Papenf@p6]. Die Veranderung der
Zelllange (Abb. 4.11) und moglicherweise auch desainmensetzung der Membran konnte
die Erklarung fur den Einfluss von CsrD auf das -Rbssphorelay-System Uber die

AulRenmembrankomponente RcsF (Abb. 4.10) sein.
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4.2.4 CsrD und das Aktinhomolog MreB

Fir die Konstruktion der Insertionsmutationen ndeh Methode von Datsenko und Wanner
(2000) stehen zwei verschiedene Antibiotika-Kassetzur Verfigung, zum einen eine
Chloramphenicol-Kassette (kodiert durch das @ahauf dem Plasmid pKD3) und zum
anderen die Kanamycin-Kassette (kodiert durch dasn@oauf den Plasmid pKD4). Fir die
Isolierung deicsrD-Mutation wurden sowohl die Chloramphenicol-, alsladie Kanamycin-
Kassette, verwendet. Die jeweilige Antibiotika-Ketds ersetzt durch homologe
Rekombination das Gen (hiesrD), welches mutiert werden soll. Es wurden beideiarden
hergestellt, um eine einfache Kombination mit viersdenen anderen Mutationen zu
ermoglichen. Die phéanotypische Analyse der beidemtalten-Hintergrinde ergab, dass
beide einen negativen Einfluss auf dsgBExpression haben (Abb. 4.5, Daten nicht gezeigt).
Auffallig war, dass diesrD::kan-Mutation eine starkere Reduktion degBEXxpression zur
Folge hatte, als diesrD::cat-Mutation (80% durch diesrD::kan-Mutation, 50% durch die
csrD::catMutation; Daten nicht gezeigt). Auch einen negativEinfluss auf die Motilitat
konnte durch diesrD::kan, nicht aber durch diesrD::catMutation, nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Bei beide€srD-Mutationen kam es zu einer veranderten
Wachstumsrate, sowohl bei 37°C als auch bei 28°&€{Dnicht gezeigt). Die Analyse des
genetischen Kontextes vowosrD ergab, dasscsrD bei Minute 73 direkt vor dem
mreBCDOperon kodiert ist.

Bei MreB handelt es sich um ein Homolog des euk@gioen Aktin [van den Engt al,
2001] und es ist wichtig fur die Zellformerhaltunghd die Chromosomensegregation
[Kruseet al, 2003]. Fur die Zellumwandlung von stabchenféraugverkirzt und abgerundet
oder rund sind funf Proteine, PbP2, RodA, MreB, ®iraund MreD, notwendig
[Bendez( & de Boer PAJ., 2008]. MreB ist direktemtler Zytoplasmamembran in einem
spiralformigen Muster Uber die gesamte Lange d#e Xakalisiert [Shihet al, 2003].

Um den Einfluss der unterschiedlichesrD-Mutation auf die mreBCDExpression zu
untersuchen, wurden Northern Blot-Analysen mit eispezifischen Sonde gegemreB
durchgefuhrt. Die Proben wurden bei 28°C in Kompiedium zu bestimmten optischen
Dichten (OR78nm1.0, OR78,m2.0 und OR;snm3.0) genommen.
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Abb. 4.12: Einfluss der gewdahlten Antibiotikakassde in csrD auf das folgende GermreB entlang der
Wachstumskurve.

Der Wildtypstamm W3110, sowie Derivate mit einesdrtionsmutation icsrD (mit einer Kanamycin-Kassette
(csrD::kan) oder einer Chloramphenicol-KassettesrD::caf)) wurden bei 28°C in Komplexmedium (LB)
inkubiert. Bei definierter und oben angegebenerisoper Dichte (bei 578 nm) wurden Proben fir die
anschlieBende Northernblot-Analyse enthommen. Digtidn vonmreB (alleine) und des gesamten Operons
mreBCDsind angeben. Der Stern gibt die Position eineARN, die moglicherweise durch die Konstruktion
dercsrD::kan-Mutation entsteht. 10g RNA wurden auf ein Agarose-Formaldehydgel aufggen und bei 80V
laufen gelassen. Nach dem Semi-Dry-Blotten fur Wurde die positiv-geladene Nylonmembran mit einer
Digoxigenin-markierten Sonde gegemreB bei 50°C inkubiert. Der Nachweis erfolgte Uber eein
Chemilumineszens Reaktion auf einem Rontgenfilm.

Die Untersuchung der mRNA-Konzentrationen vaenreB in den unterschiedlichen
csrD-Mutanten-Hintergriinden ergab, dass dsD::kanMutation zu einer Erh6hung der
mreBRNA-Konzentration fuhrt (Abb. 4.12, Mitte im Vergth zu links). Diese Erh6hung ist
im csrD::catDerivat nicht zu beobachten (Abb. 4.12, rechts WMargleich zu links).
Wachiet al (2006) zeigten, dasareBhauptsachlich als monocistronische mRNA exprimiert
ist und nur ein bis zwei Prozent des Transkripts @blycistronischemreBCD mRNA
exprimiert wird. Dies kann auch bei dieser Untehsuing beobachtet werden. Bei OD 1
(bei 578nm) kann im Wildtyp (und in desrD::cat-Mutante) die polycistronische und die
monocystronische mMRNA nachgewiesen werden und Dejgah 2 und OR7gnm 3 ist nur die
monocystronischanreB mRNA nachweisbar (Abb. 4.12). Auffallig ist, dasgsirch die
csrD::kan-Mutation ein viel gro3eres Fragment mit einer @®Bn ungefahr vier Kilobasen
nachgewiesen werden kann (Abb. 4.12, Mitte gekanhamet durch den Stern).
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Die Untersuchung demreBRNA-Konzentration entlang der Wachstumskurve erghdss
durch die unterschiedlichen Konstruktionen deiD-Mutation es zu weiteren Veranderungen
kommt. Diese Verdnderungen erklaren moglicherweeeverstarkten Effekt desrD::kan
Mutation auf diecsgBExpression.

4.2.3.1Ein erhdhter MreBCD-Gehalt inhibiert CsgD und die Curli-Expression

Die einfachste Moglichkeit zur Untersuchung einestéins ist die Studie einer Mutation in
diesem Protein (s. oben, beispielsweise Abb. 88)mreBist dies leider nicht mdglich, da
mreB zu den essentiellen Genen gehdrt. Ein VerlustMier-Proteine fuhrt laut Literatur
entweder zu stabilen sich ausbreitenden KugelnséMilet al, 2005] oder ist lethal
[Kruse et al, 2005, Wachiet al, 2006]. Die folgenden Untersuchungen zur Klarues
Einflusses von MreB auf die Curli-Expression wurakmch die ektopische Expression des
kompletten Komplexes (MreBCD) von einem IPTG-ingubaren Niederkopien-Vektor
(pCABL18) realisiert.

A B

| —8—pCAB18 —&— plireBCD . e a——
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Abb. 4.13: Uberexpression von MreBCD verandert dieExpression der Curli-Gene und den CsgD-
Proteingehalt.

(A) Der Laborwildtyp W3110 mit einer ins Genom integtén lacZ-Reportergenfusion zesgB wurde in
Anwesenheit des Plasmides pMreBCD (Kreise) oder RTA(Quadrate) in Komplexmedium (LB) bei 28°C
wachsen gelassen. Die Plasmide wurden bei OD1&l) it IPTG (1mM) induziert. Die optische Dichte
(ODs7gny (offene Symbole) und die spezifische R-Galak@sidAktivitdt (geschlossene Symbole) wurden
entlang der Wachstumskurve bestimmt. oN, Uber Nadhtur (24h nach Inokulation der Kultur)B)
Immunoblot-Analyse von CsgD in W3110 in Anwesenhaits Plasmides pMreBCD oder pCAB18. Die
Kulturen wurden bei 28°C in LB wachsen gelasseb.S3unden nach Induktion der Plasmide bei einerldD
(bei 578nm) wurden Proben fir die Immunoblot-Analysn CsgD sowohl von den induzierten (mit eineosPI
gekennzeichnet) als auch von den uninduzierten €m#&m Minus gekennzeichnet) Kulturen genommen. Die
densitometrische Quantifizierung ist unter dem Btargestellt. bg Protein wurden auf ein 12%iges
Polyacrylamidgel aufgetragen. CsgD wurde mit einpolyklonalen Antikbrper gegen CsgD detektiert.
pMreB(CD) = pCAB18, komplettes Operon von mreBCDt migener SD, IPTG-induzierbar, ANIP
pCAB18 = Kontrollplasmid, IPTG-induzierbar, ANIP
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Der Einfluss von MreB(CD) auf die Curli-Expressionwurde durch eine
lacZ-Reportergenfusion zwsgB untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.13
dargestellt. Die Induktion des MreBCD-Komplexes aete Reduktion decsgBExpression
zur Folge (Abb. 4.13 A). Dieser Effekt kann auch Ruoteinebene nachgewiesen werden.
Durch die Induktion des MreBCD-Komplexes kommt es einer Reduktion der
CsgD-Proteinmenge im Vergleich zum Leerplasmid und uninduzierten Kontrolle
(Abb. 4.13 B).

Die Studie zu Expression der Curli-Fimbrien erglm,adass der Zellform-gebende Komplex
MreBCD die Expression des Masterregulators deriEimbrien CsgD, und damit auch die
Curli-Expression inhibiert.

4.2.4.2Das MreBCD-System aktiviert das Rcs-Phosphorelay-Syem

Im E. coli Genom sindcsrD und mreBCD an der gleichen Stelle des Genoms kodiert
(Minute 73,2). Gene, die fur Proteine des gleicBéoffwechselprozesses kodieren, sind bei
Bakterien haufig nahe bei einander lokalisiert. Bi€&engruppierungen sind ein markantes
Merkmal bakterieller Genome [Demerec & Hartman, 99Die bekanntesten funktionalen
Gengruppierungen bei Bakterien sind die Pathogsmteln und die Zusammenfassung der
flagellaren Gene.

Bedingt durch die gleiche chromosomale Lokalisigriiinnten auch CsrD und MreBCD im
selben Kontext wirken. Das GGDEF/EAL-Doménen-Prot€isrD hat auf der einen Seite
einen destabilisierenden Einfluss auf die sRNAs BCgAbb. 4.7 und Abb. 4.8;
Suzukiet al, 2006) und CsrC (Daten nicht gezeigt; Suztkal, 2006) und auf der anderen
Seite einen positiven Einfluss auf die Curli-Expies (Abb. 4.5) Uber einen negativen
Einfluss auf das Rcs-Phosphorelay-System (Abb.ua® Abb. 4.10). Mdéglicherweise kann
der negative Einfluss von MreBCD auf die Curli-Eegsion (Abb. 4.13) auch hier Gber einen
Effekt auf das Rcs-Phosphorelay-System zu erklésem. Um diese Hypothese zu
Uberprifen, wurde der Einfluss von MreBCD auf digpiession des Reporters des
Rcs-Phosphorelay-Systelndmmit Hilfe einerbdm::lacZReportergenfusion untersucht. Des
Weiteren wurde die Zelllange von Bakterien, die déeBCD-Komplex Uberexprimieren,
bestimmt und der Einfluss auf die kleine RNA RprAittets Northern Blot-Analyse

untersucht.
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Abb. 4.14: Uberexpression von MreBCD induziert digExpression vonbdmund RprA.

(A) Sowohl der Laborwildtyp W3110 mit einer ins GenontegriertenlacZ-Reportergenfusion zindm als auch

ein Derivat dieses Stammes mit einer Deletionsnmrtain rcsF wurden in Anwesenheit des Plasmides
pMreBCD oder pCAB18 in Komplexmedium (LB) bei 28#achsen gelassen. Die Plasmide wurden bei OD1.0
(Pfeil) mit IPTG (1mM) induziert. Die optische Digh (ODsg,,) (0Offene Symbole) und die spezifische R3-
Galaktosidase-Aktivitat (geschlossene Symbole) emrdntlang der Wachstumskurve bestimmt. Die Symbole
der verschiedenen Stamme und Plasmide sind deggreck&enden Grafik zu entnehmen oN, Uber Nacht Kultu
(24h nach Inokulation der KulturYB) Der Wildtypstamm W3110 wurden in Anwesenheit ddasiides
pMreBCD oder pCAB18 bei 28°C in Komplexmedium (LBkubiert. Bei einer optischen Dichte von 1 (bei
578 nm) wurden die Plasmide mit 1mM IPTG induziétoben fir die anschlielende Zelllangenbestimmung
wurden zu den Zeitpunkten 0, 30, 60 und 150 Minutach Induktion enthommen. 20 der Kultur (ab OD1
entsprechend verdinnt) wurden auf einen mit 1,586-iygarose Uberschichteten Objekttrager gegeben und
mikroskopisch analysiert. Die Zelllange wurde niéttdes Programms AxioVision 4.7 (Carl Zeiss) besitm
Das Experiment wurde dreimal unabhéangig von einamtlechgefihrt. Es wurden der Mittelwert und die
Standardabweichung bestimmt. Ein représentativgeldfis ist dargestell{C) Northernblotanalyse voRprA

in W3110 in Anwesenheit des Plasmides pMreBCD queAB18. Die Kulturen wurden bei 28°C in LB
wachsen gelassen. Bei einer optischen Dichte vd(bki 578 nm) wurden vor IPTG-Gabe (1mM) sowie &0,

120 und 180 Minuten nach Induktion Prokféndie anschlieBende Northernblotanalyse enthomiEgnvurden
sowohl Proben von der induzierten (mit einem Plekegnzeichnet) als auch Proben einer uninduzierten
(Kontrolle, mit einem Minus gekennzeichnet) Kulgegnommen und bearbeitetu§ RNA wurden auf ein 8%-
iges PAA/Urea-Gel aufgetragen und bei 10 mA laujetassen. Nach dem Blotten bei 26V 1h wurde die
positiv-geladene Nylonmembran mit einer Digoxigemarkierten RprA-Sonde bei 50°C inkubiert. Der
Nachweis erfolgteiber eine Chemilumineszens-Reaktion, die mittels tggnfilm sichtbar gemacht werden
konnte. Nach der Detektion wurde die Sonde mitédmiStripping Puffer abgewaschen und die Membramevur
erneut mit einer Digoxigenin-markierten Sonde dast gegen die 5S RNA (als Ladekontrolle) bei 50°C
inkubiert und wie zuvor beschrieben weiter behandel

pMreB(CD) = pCAB18, komplettes Operon vomeBCDmit eigener SD, IPTG-induzierbar, ANIP

pCAB18 = Kontrollplasmid, IPTG-induzierbar, ANP
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Abbildung 4.14 zeigt die Ergebnisse zur Uberprifdeg Einflusses des MreBCD-Systems
auf das Phosphorelay-System RcsFCDB. Die Expressinbdmist deutlich induziert, wenn
das MreBCD-System induziert ist (Abb. 4.14 A, Veigh Quadrate mit Kreise). Die
Induktion derbdmExpression erfolgte auch zeitnah nach Induktios MeeBCD-Systems
durch Gabe des Induktors IPTG. Durch gis~Mutation kommt es zu einer Reduktion der
bdmExpression (Abb. 4.14 A, Dreiecke und Abb. 4.10 Bjenn in diesem Hintergrund
(rcsF-) der MreBCD-Komplex durch Gabe von IPTG induzieitd, hat dies beziglich der
bdmExpression keine Folgen. Die induzie@mExpression, begriindet durch die induzierte
mreBCDEXxpression, wird durch diecskMutation supprimiert (Abb. 4.14 A, Vergleich
Dreiecke und Kreise).

Das MreBCD-System ist fur die Stabchenform arcoli wichtig [Wachiet al, 1989]. Eine
veranderte Expression dieses System kdnnte alsovaranderung der Zellform (L&nge) zur
Folge haben. Kruset al (2003) konnte bei einer Uberexpression von Mre&sdtellen, dass
die Zellteilung inhibiert ist. Dies flhrte zu vemigerten Zellen. Unter den hier getesteten
Bedingungen konnten keine verlangerten Zellen é&stglit werden. Die Induktion des
kompletten MreBCD-System hatte keinerlei Verandgam der Zelllange zur Folge
(Abb. 4.14 B, Vergleich schwarze und weil3e Balken).

Der negative Effekt des Rcs-Phosphorelay-Systendi@u€urli-Expression wirkt einmal tGber
den Response Regulator RcsB im Komplex mit RcsAifveyet al.,2005] und zum anderen
Uber die kleine RNA RprA [Mikat al, 2012]. RprA bindet an die 5 UTR desgD mRNA-
Transkripts und destabilisiert so das Transkripe. EXxpression der sSRNA RprA ist von RcsB
abhangig [Majdalanet al, 2002]. Durch die Induktion des MreBCD-Systemsnkat es zu
einem Anstieg der RprA-RNA-Konzentration in derl2€Abb. 4.14 C).

Zusammenfassend weisen die vorliegenden Daten flarawlass der Zellform-gebenden
Komplex MreBCD einen aktivierenden Einfluss auf dRss-Phosphorelay-System Uber die
AuBenmembrankomponente RcsF austibt. Dieser Effgknicht durch eine verédnderte
Zellform erklarbar.
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4.3 Die Zielgene des CsgD/RprA-Kontrollnetzwerkes

Die Mikroarray-basierten Transkriptom-Analysen v& Busse (2009) weisen auf ein
gemeinsames Regulon des Biofilmregulators CsgD derdkleinen RNA RprA hin. Die
Studie zeigt, dass die, durch RprA-regulierten, é&atie in der Stationarphase exprimiert
werden, weitestgehend mit den Zielgenen, die dufCkgD kontrolliert werden,
Ubereinstimmen. Des Weiteren konnten M#étaal. (2012) zeigen, dass RprA direkt an die
5" UTR dercsgDmRNA bindet und reprimiert so dessen Translation.

Das gemeinsame CsgD/RprA-Regulon wird also ansehdimvers durch RprA und CsgD
reguliert. Die Gene, die positiv durch CsgD regtiveerden, stehen unter negativer Kontrolle
von RprA. Das RprA-Regulon weist aber awdgDunabhéangige Ziele, wie beispielsweise
gadg auf [Mika et al, 2012]. Zur n&heren Charakterisierung dieses geamen
CsgD/RprA-Regulons wurden im Rahmen dieser Arbesagntgenomische Mikroarray-

Analysen durchgefihrt.
4.3.1 Das CsgD-Regulon intprA+ und rprA- Hintergrund

Bei den vorangegegangenen Transkriptom-Studienevded Wildtyp mit einer Deletion des
csgDORFs verglichen [S. Busse, 2009]. DiessgDdefiziente Hintergrund weist immer
noch eine intakte 5’UTR auf.

Fur die Analyse des CsgD/RprA Regulons wurden msgdsamtgenomischen Mikroarray-
Analysen zu CsgD wiederholt. Dafir wurde eine lheasmutation incsgD (csgD2::kar)
genutzt, die zur Deletion des kompletten ORFs uerd5d UTR voncsgD fuhrt. Die SRNA
RprA kann also unter diesen Bedingungen, nicht neehrdie csgD-mRNA binden und
eventuelle weitere Ziele regulieren. In diesem ggganomischen Mikroarray-Ansatz sollten
also Gene differentiell reguliert sein, die von Daghd / oder von RprA kontrolliert.

Das Experiment zum CsgD-Regulon wurde in einem teneMikroarray-Ansatz zusatzlich
im rprA-defizienten Hintergrund durchgeftihrt, um herauslén, ob CsgD auch unabhangig
von RprA Gene reguliert.

Als Bedingung fir den Mikroarray-Ansatz wurde demtktt in die Stationarphase
(ODs78nm 4.0, LB, 28°C) gewahlt. Unter diesen Bedingungkkuenuliert normalerweise die
csgDmMRNA und das CsgD-Protein (Abb. 4.19) und digndeRNA RprA wird ebenfalls
unter diesen Bedingungen exprimiert (Abb. 4.7, 48d 4.9; Mika et al, 2012).
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Abb. 4.15: CsgD reguliert die Genexpression in

E. coli
Die Mikroarray-Analysen wurden zum einen mit
dem Laborwildtyp W3110 (Csg und mit einem
Derivat mit einer csgD2::kanMutation (CsgD
durchgefuhrt. Die differentiell regulierten Gene
dieser Analyse sind durchA) reprasentiert. Zum
anderen wurde im Vergleich dazu eine weitere
gesamtgenomische  Mikroarray-Analyse  dieser
beiden Stdmme im zusatzlichemRprA::scar
Hintergrund durchgeftihrt. Die Ergebnisse dieser
Analyse sind durchB) dargestellt. Die durch CsgD
negativ regulierten Gene sind griin und die durch
CsgD positiv regulierten Gene sind rot markiert.
Die hier dargestellten Ergebnisse resultieren jBwei
aus den Mittelwerten von zwei unabhangigen
Experimenten (die genauen Werte sind dem
Anhang Tab. A1l und A2 zu entnehmen). Es sind
die Gene dargestellt, die eine mindestens dreifache
differentielle Expression aufweisen.

Die erhaltenen

Ergebnisse

jeweils signifikanten

der gesamtgenomischen
Mikroarray-Analysen wurden miteinander
verglichen und sind in Abbildung 4.15 als
SO0 genannte Heat-Map dargestellt, wobei
die

differentiellen

nur Gene mit einer dreifach

Expression  ausgewahlt
wurden.

Eine Zusammenfassung der gesamt-
genomischen Mikroarray-Analysen zum
CsgD im  Wildtyp-
Hintergrund (A) bzw. imrprA-defizienten
Hintergrund (B) sind in Abbildung 4.15

dargestellt. Die differenziell regulierten

Regulon  von

Gene (insgesamt 41) lassen sich in drei
verschiedene Gruppen unterteilen:

() Gene, die eine differentielle Gen-
expression in Csgb und CsgD Stammen
aufweisen, die jedoch unabhangig von
RprA sind,

(I Gene, die durch CsgD reguliert sind,
deren Regulation jedoch in Abwesenheit
von RprA verloren geht und

() Gene, die ausschlielich im RprA-
defizienten Hintergrund einer Regulation
durch CsgD unterliegen.

Die Gene der Gruppe | sind sowohl im
1. Mikroarray-Ansatz rorA* Hintergrund,
erste Spalte (A) in Abb. 4.15), als auch im
2. Mikroarray-Ansatz rprA-defizienter
Hintergrund, (B) in
Abb. 4.15) differenziell reguliert. CsgD

wirkt also unabhangig von RprA auf die

zweite  Spalte

Expression vieler Gene. Dies ist durch die
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komplexe Regulation von CsgD auf transkriptionalerd posttranskriptionaler Ebene
begriindet.

Zu den Genen (insgesamt 13) der Gruppe | zahbtQ (Permease des Arginin-
transportsystems);sgA (Hauptuntereinheit der Curli-FimbrienysgB (Nukleatorprotein der
Curli-Fimbrien), csgC (Protein, das mdglicherweise bei der Curli-Fimbiimoduktion
beteiligt), csgD (FixJ/LuxR/UhpA-Transkriptionsfaktor)gsgF (Protein fir Assemblierung/
Transport der Curli-Fimbrien),csgG (Kanal fir Sekretion der Curli-Fimbrien),
ftsW (Membranprotein der Zellteilung), mnmA (tRNA-spezifische 2-Thiouridylase),
tolR (Innenmembranprotein, beteiligt an Aufnahme von ugpe A Colcine),
wcal (Glykosyltransferase, Kolanssauresynthege)l (mogliche Kinase)ymfE (Prophage
el4; préadiziertes Innenmembranprotein). EsgBACkonnte die CsgD-Abhéangigkeit schon
gezeigt werden [Brombachet al, 2003].

Die Gene der zweiten Gruppe (Il) sind nur bei Ameveeeit von RprA differenziell durch
CsgD regquliert. Hier wirkt CsgD also Uber die kieilRNA RprA. Zu dieser Gruppe
(insgesamt 19 Gene) gehoren auch Gene (6), dielenit flagellaren oder chemotaktischen
System in Verbindung gebracht werdefigM (Anti-FliA (Anti-Sigma) Faktor), fliA
(flagellarer (alternativer) Sigmafaktor 28J|iC (Filament-Untereinheit Flagellin)fliS
(zytoplasmatisches, Substrat-spezifisches Chapaerflagellaren Exportsystems; Chaperon
fur FIiC), tar (Methyl-akzeptierendes Chemotaxis-Protein IV, Atjteezeptor)irg (Methyl-
akzeptierendes Chemotaxis-Protein IV, Riboserezpdies Weiteren sind in dieser Gruppe
Gene des Nahrstoffaufnahme und -verarbeitung zdefingatB (Galactitol-spezifisches
Enzym IIB des Phosphotransferasesystema)K (ATP-bindende Komponente des Maltose-
Transportsystems)ndIB (moégliche ATP-bindende Komponente eines Transpstems),
nagE (N-Acetylglucosamine-spezifisches Enzym IIABC dBkosphotransferasesystems),
putP  (Natrium/Prolin  Symporter), sfsB (regulierender Faktor des Maltose-
verarbeitungssystems3suA (periplasmatische Substrat-bindende KomponenteAdkeane-
sulfonat ABC Transporters) ungicfT (moglicher Transporter). Aul3erdem gehdren zur
zweiten GruppecsgE (Protein fur Assemblierung/Transport der Curli-Bimen), mnmG
(Protein beteiligt an der tRNA ModifizierunghluC (23S rRNA Pseudouridin-Synthase),
ycdF (Phantomgen zwischewrbA und ymdF und yceA (hypothetisches Protein). Die
differentiell regulierten Gene der zweiten Grupmeweisen auf die durch CsgD und RprA
vermittelte Verbindung zwischen der motilen und dmssilen Phase des bakteriellen

Lebensstils.
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In die Gruppe Il sind schlief3lich diejenigen Geziageordnet, die ausschliel3lich nprA-
defizienten Hintergrund einer Regulation durch Csgierliegen. Hierbei handelt es sich um
Gene, die moglicherweise unter Kontrolle einer aedéleinen RNA stehen. Dabei handelt
es sich um folgende GenapA (7,8-diaminopelargonische Saure Synthetadg)A (2-Oxo-
3-Deoxygalactonat 6-Phosphat Aldolase und Galatdehgdratase),prpB (2-Methyl-
isocitrat-Lyase),prpC (Methylcitratsynthase)prpE (mdgliche Propionyl-CoA-Synthetase),
sthA (Pyridinnukleotid-TranshydrogenasegjgaX (hypothetisches ProteinybjK (mdoglicher
DEOR-Transkriptionsfaktor), yihV  (moégliche Kinase). Die Gene der ersten
(CsgD reguliert, unabhangig von RprA; | in Abb.3).1ind der dritten (CsgD reguliert, nur in
Abwesenheit von RprA; Il in Abb. 4.15) Gruppe wendalle positiv durch CsgD reguliert.
Die genauen Werte der Regulation sind der Tabellei®d A2 im Anhang zu entnehmen.

Die Ergebnisse dieser gesamtgenomischen Studienvdaraufhin, dass der Biofilmregulator
CsgD und die kleine RNA RprA sich gegenseitig bieasen. Es konnte gezeigt werden,
dass CsgD, RprA-abhangig und RprA-unabhangig, gredgeguliert.

4.3.2 Regulation durchcsgDmRNA sowie durch CsgD Protein

Um die Funktion von CsgD als Protein, unabhangig RprA, zu definieren, wurde ein
weiterer gesamtgenomische Mikroarray-Ansatz in rainesgD und rprA-defizienten
Hintergrund durchgefuhrt. Fur diese Analyse wurdm nlas CsgD-Protein ektopisch von
einem induzierbaren Niederkopien-Plasmid (pSD1: 8&HCsgD-ORF) exprimiert und mit
dem Leerplasmid (pRH800) verglichen (Abb. 4.16,|&pB). Die Probennahme erfolgte in
diesem Fall bei einer Ofs.m 3.0 und nicht wie in den vorangegangenen Expefiemeheli
ODs78,m 4.0. Die Anderung ergab sich aus den Ergebnissemiplomarbeit von S. Donath
(2010). S. Donath konnte zeigen, dass, sobald dateiP CsgD vom Plasmid ektopisch
exprimiert (ohne Induktion) wird, dann erreicht disgBExpression schon bei QRnm 3.0
ihr Maximum.

Eine Zusammenfassung der gesamtgenomischen MikyeAmalysen zu CsgD im Wildtyp-
Hintergrund (A) bzw. zu ektopisch exprimiertem CsBitein im rprA- und csgD-
defizienten Hintergrund (B) sind in Abbildung 4.dérgestellt.

Die differenziell regulierten Gene (insgesamt 48)skn sich in zwei verschiedene Gruppen
unterteilen: (I) Gene, die eine differentielle Gemession sowohl in Csgh als auch in
CsgD*-Stammen aufweisen und (II) Gene, die nur in Csgammen reguliert sind.
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Abb. 4.16: CsgD reguliert zum einen als Protein
und zum anderen als mRNA die Genexpression

in E. coli

Die Mikroarray-Analysen wurden zum einen mit
dem Laborwildtyp W3110 (Csgp und mit einem
Derivat mit einer csgD2::kanMutation (CsgD)
durchgefuhrt. Die differentiell regulierten Gene
dieser Analyse sind durchA) reprasentiert. Zum
anderen wurde, im Vergleich dazu, eine weitere
gesamtgenomische Mikroarray-Analyse mit
ektopisch  exprimiertem CsgD von einen
Niederkopien-Vektor im csgD  und rprA-
defizienten  Hintergrund  durchgefihrt.  Als
Kontrolle wurde ein Niederkopien-Vektor ohne
CsgD eingesetzt. Die Ergebnisse dieser Analyse
sind durch B) dargestellt. Die durch CsgD negativ
regulierten Gene sind grin und die durch CsgD
positiv regulierten Gene sind rot markiert. Dierhie
dargestellten Ergebnisse resultieren jeweils auns de
Mittelwerten von zwei unabhangigen Experimenten
(die genauen Werte sind dem Anhang Tab. Al und
A3 zu entnehmen). Es sind die Gene dargestellt, die
eine mindestens dreifache differentielle Expression
aufweisen.

Die Gene der Gruppe | sind sowohl im
1. Mikroarray-Ansatz d¢sgD Hintergrund,
erste Spalte (A) in Abb. 4.16), als auch im
2. Mikroarray-Ansatz (CsgD Hinter-
grund, zweite Spalte (B) in Abb. 4.16)
differenziell reguliert. CsgD wirkt also als
Protein auf die Expression vieler Gene.

Zu den Genen (insgesamt 21) der Gruppe |
zahlen:b1030(intergene Region zwischen
ycdU serX, bioA (7,8-di-
aminopelargonische Saure Synthetase),

und

csgA  (Curli-Fimbrien Untereinheit),
Curli-

Fimbrien), csgC (Protein, das mdglicher-

csgB  (Nukleatorprotein  der
weise bei der Curli-Fimbrien-Produktion
beteiligt ist), csgD (Transkriptionsfaktor
der Curli-Fimbrien), fadJ (Komponente
des anaeroben  Fettsdure-Oxidations-
komplexes), mnmA (tRNA-spezifische

2-Thiouridylase), purM (Phosphoribosyl-

aminoimidazol-Synthetase),ssuA (peri-

Substrat-bindende  Kom-
ABC

(Innenmembran-

plasmatische
Alkane-sulfonat

tolR

beteiligt

ponente des
Transporters),
protein, an Aufnahme von

Colcinen), wcal (Glykosyltransferase,
Kolansauresynthese),yaiC (adrA, Di-

guanylatzyklase), ycdF (hypothetisches
Protein), yceA (hypothetisches Protein),
ycfQ (prédizierter Transkriptionsfaktor),
ycfT (hypothetisches ProteinyciG (hypo-

thetisches Prote)nyeil (mdgliche Kinase),
el4;

Innenmembranprotein) undymfT (Pro-

ymfE  (Prophage pradiziertes
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phage el4; pradizierter Transkriptionsfaktor). ABene dieser Gruppe werden positiv durch
das CsgD-Protein reguliert.

Neben den vorher ermittelten CsgD-regulierten GgiMeamgleich Abb. 4.15 und 4.16) traten
unter den hier verwendeten Bedingungen weitere Garie Das Auftreten neuer CsgD-
regulierter Gene kann mdglicherweise durch dielizké Verschiebung der Probenahme
erklart werden. Fir das GeraiC, beispielsweise, konnte schon gezeigt werden, dass
CsgD-abhangig ist [Webet al, 2006].

Die Gene der zweiten Gruppe (ll) treten nur al$edénziell reguliert in den Transkriptom-
Analysen auf, wenn das intaktsgD-Gen, inklusive 5’ UTR vorliegt (Abb. 4.16 Vergldic
Spalte A und B). Hier wirkt CsgD also nicht als o, sondern hier scheiosgDals mRNA
wichtig zu sein. Zu dieser Gruppe (insgesamt 22epgehdrerartQ (Permease des Arginin-
transportsystems),csgE (Protein flr Assemblierung/Transport der Curli-Bimen),
csgF(Protein fir Assemblierung/Transport der Curli-Bien) csgG(Kanal fir Sekretion der
Curli-Fimbrien), flgM [Anti-FIIA (Anti-Sigma) Faktor], fliA [flagellarer (alternativer)
Sigmafaktor 28],fliC (Filament-Untereinheit Flagellin)iS (zytoplasmatisches, Substrat-
spezifisches Chaperon des flagellaren ExportsystenfitisW (Membranprotein der
Zellteilung), gatB (Galactitol-spezifisches Enzym 1IB des Phosphafamsesystems),
gidA (Glucose-inhibierte Teilung),malk (ATP-bindende Komponente des Maltose-
Transportsystems)ndIB (moégliche ATP-bindende Komponente eines Transpstems),
nagE (N-Acetyl-glucosamine-spezifisches Enzym IIABC dekosphotransferasesystems),
yihV  (mogliche Kinase), nlp (regulatorischer Faktor des Maltose-Metabolismus),
putP (Natrium/Prolin Symporter)rluC (23S rRNA Pseudouridin-Synthasear (Methyl-
akzeptierendes Chemotaxis-Protein |V, Aspartatriezp trg (Methyl-akzeptierendes
Chemotaxis-Protein IV, RiboserezeptoyhjK (méglicher DEOR-Transkriptionsfaktor) und
yjdA (pradiziertes Vimentin).

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser MiayeAnalyse daraufhin, dass CsgD
zum einen als Protein (Abb. 4.16, Gruppe | und T®.im Anhang) und zum anderen als
MRNA-Transkript (Abb. 4.16 Gruppe Il) eine wichtigm®lle bei Regulation seiner Zielgene
spielt. Die Charakterisierung des CsgD-Regulonscldugesamtgenomischen Mikroarray-
Analysen zeigt, dass CsgD malfigeblich an der Umamigamng der Zelle bei 28°C in der
Stationarphase und wahrend der Biofilmbildung ligteist. Durch die Vielzahl der durch

CsgD regulierten Gene mit ganz unterschiedlichenkitonen kann CsgD durchaus eine

globale Rolle, sowohl als Protein, als auch als mARM E. coli zugesprochen werden
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(Abb. 4.15 und 4.16). Die drei Studien zu CsgD eri@ufRerdem, dass CsgD und RprA

invers ein gemeinsames Regulon regulieren.

4.3.3 RprA reguliert die Genexpression, wenn keinecsgDExpression
stattfindet

Die kleine RNA RprA fordert zum einen dipoSTranslation [Majdalanet al, 2001] und
inhibiert zum anderen diesgD Translation [Mikaet al, 2012] durch Bindung an die
jeweiligen mMRNA-Transkripte. Moglicherweise regulidiese SRNA noch weitere Gene.

Um weitere Ziele dieser kleinen RNA zu finden, wemdauch hier gesamtgenomische
Mikroarray-Analysen durchgefiihrt. Diese Studiendeaur bei 28°C in Komplexmedium (LB)
zu verschiedenen Wachstumsphasen, in denen Rptéridelle vorhanden ist (Abb. 4.7, 4.8
und 4.9) durchgefiihrt (Abb. 4.16). Als Orientierspgnkt fir diese Analyse wurden die
Ergebnisse der CsgD-Mikroarray-Analysen, die deltlauf ein gemeinsames Regulon
hinweisen, genutzt (Abb. 4.15; Gruppe Il). So wuarderoben vom Wildtyp und einem
Derivat mit einerprA-Mutation zum einen bevor und nachdem sisgDmRNA nachweisen
lasst (OR7gnm 2.0 bzw. finf Stunden nach @fg.m 4.0) und zum anderen wenn diggD-
MRNA ihr Maximum erreicht (OBsnm4.0), genommen [Mikat al, 2012] (Abb. 4.17).

csgD-mRNA
Wachstumsphase
exponentiell Ubergang stationar
frihe spate
0
paaABCD fryB, kbaZ

lar, pdxY
ycbsS, ydiO
yfeA, yfiM
ydiZz

Abb. 4.17: RprA reguliert die Genexpression irkE. coli, wenncsgDnicht exprimiert ist

Die Mikroarray-Analysen wurden zum einen mit denbbawildtyp W3110 RprA") und mit einem Derivat mit
einerrprA::kan-Mutation RprA) durchgefuhrt. Die Probennahme erfolgte vor dggDExpression (0OD2.0, 1),

bei maximalercsgD-Expression (OD4.0, 1) und nach desgDExpression (OD4+5h, IIl) [Mikat al, 2012].

Die hier dargestellten Ergebnisse resultieren jiswais den Mittelwerten von mindestens zwei unagiggm
Experimenten (die genauen Werte sind dem Anhang Adtund A5 zu entnehmen). Die angegebenen Gene
weisen mindestens eine dreifache differentiellerEsgion. Durch positiv durch RprA regulierte Geimgl $n rot

und negativ durch RprA regulierte Gene sind in gitérgestellt.
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Die Ergebnisse der Mikroarray-Analysen zu RprA beyg dass RprA weitere Ziele
mindestens dreifach differenziell reguliert (Abhl14, Tab. A4 und A5 im Anhang). Die
Untersuchung bei Of3snm 2.0 ergab, dass RprA einen positiven Einfluss gag Operon
paaABCD(beteiligt am aeroben Abbau von Phenylacetat) Deg.Analyse der spaten Ziele
(funf Stunden nach Ox,m 4.0) ergab, dass RprA auch zu diesem ZeitpunkteGen
differentiell reguliert. Zum einen werden hier di@necsgABundtolR negativ durch RprA
reguliert (s. Anhang Tab. A5). Diese Gene sind den Analysen zum CsgD-Regulon als
positiv durch CsgD reguliert, aufgetreten (Abb.54.Gruppe 1). RprA reguliert aber in der
spaten Stationarphase noch weitere Gény,( kbaZ (agaz), Lar, pdxY, ycbS, ydiO, yfeA,
yfiM, yid2). Diese Gene werden alle positiv durch RprA rezgtli

Bei ODs7snm 4.0 konnten keine regulierten Gene nachgewiesanene(Abb. 4.17). Eine
zusatzliche gesamtgenomische Mikroarray-Analyse ZARprA-Regulon in einemcsgD
defizienten Hintergrund bei Ginm4.0 ergab, dass in Abwesenheit von CsgD RprA weiter
Ziele mindestens zweifach differenziell reguliedesnn (s. Tab. A6 im Anhang). Zu den
durch RprA differentiell regulierten Genen, wenngDsfehlt, gehoren:flgC (Teil des
flagellaren BasalkorpersXlgD (Initiator der Haken-AssemblierunggatD (Galactitol-1-
phosphat-Dehydrogenase) prpC  (Methylcitratsynthase), tdcC (L-serin Permease),
yadl (mdgliches PTS-Enzym 1l B) ungbgO (Fimbrien-Protein). Alle genannten Gene
werden unter diesen Bedingungen positiv durch Rpeginflusst. Das GeprpC trat schon
durch CsgD reguliert in der Gruppe lll (Abb. 4. L8sgD-abhangig, wenn RprA fehlt) auf.
Das GemprpC wird sowohl von RprA (wenn CsgD abwesend ist, Arthdab. A6) als auch
von CsgD (wenn RprA abwesend ist, Abb. 4.15, AnhBalg. A2) positiv beeinflusst.

Die hier erhaltenen Ergebnisse weisen daraufhies d@rA neben den bekannten Zielen
(RpoS und CsgD) mdoglicherweise weitere Ziele, wiee dsene des Phenylacetat-
Metabolismus gaaABCD beeinflusst. Die Daten dieser gesamtgenomischlerddiray-

Analysen mussen noch verifiziert werden.
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4.3.4 Die induzierten Gene der spaten Stationarphase

Die bisher erhaltenen Daten resultieren entwedexr datersuchungen mit Mutationen
(in rprA odercsgD (Abb. 4.15 und 4.17, Anhang Tab. Al, A2, A4, ABduA6) oder aus
Studien mit ektopisch exprimiertem CsgD (Abb. 4.A@&hang Tab. A3). Diese Analysen
spiegeln demnach nicht den physiologischen Zustdad Zelle unter den getesteten
Bedingungen wider, sondern stellen eine besondarat®n dar.

Der Biofilmregulator CsgD wird beim Ubergang in d&ationarphase bei Temperaturen unter
30°C RpoS-abhangig exprimiert. Die UntersuchungamMikaet al (2012) zeigen, dass das
csgDTranskript beim Ubergang in die stationare Phasenaaximale RNA-Konzentration
aufweist und danach  wieder  absinkt. In der spatentatidBarphase
(funf Stunden nach Of3s.m4.0) kann keircsgDTranskript mehr nachwiesen werden (Abb.
4.18 A).

A W3110 B
0 1 3 5 0 3 5 h nach OR,g,m4.0

WT WT RprA RprA WT WT RprA gRA WT WT RprA RprA

| ~——— - —_ | CsgD

Abb. 4.18: Darstellung der RNA-Konzentration descsgD-Transkripts und des zellularen Protein-Gehalts
von CsgD in der Stationarphase.

(A) Der Wildtypstamm W3110 wurde bei 28°C in Komplexiinen (LB) inkubiert. Bei definierten und oben
angegebenen Zeit nach einer optischen Dichte (@8 ®m) 4.0 wurden Probefiir die anschlieRende
Northernblot-Analyse entnommen. Fur disgDmRNA kénnen mehrere Transkripte nachgewiesen werden
[Mika et al, 2012]. 20 » g RNA wurden auf ein Agarose-Formaldehydgel aufggn und bei 80V laufen
gelassen. Nach dem Semi-Dry-Blotten fir 1 h wurde gositiv-geladene Nylonmembran mit einer
Digoxigenin-markierten Sonde gegeosgD bei 50°C inkubiert. Der Nachweis erfolgte Uber eine
Chemilumineszens Reaktion auf einem Rontgenf{lB). Immunoblot-Analyse von CsgD in W3110 und in
einem Derivat mit einerprA-Mutation. Die Kulturen wurden bei 28°C in LB waeinsgelassen. Bei einer OD
4.0 (bei 578nm) und drei bzw. finf Stunden spéterden Proben fir die Immunoblot-Analyse von CsgD
sowohl vom Wildtyp (WT) als auch von dem Derivat hér rprA-Mutation (RprA-) genommen. /5g Protein
wurden auf ein 12%iges Polyacrylamidgel aufgetraggzsgD wurde mit einem polyklonalen Antikdrper gege
CsgD detektiert.

Ab ungefahr einer optischen Dichte von 3 (bei 578kann bei 28°C in Komplexmedium
(LB) das CsgD-Protein nachgewiesen werden. DereRr@ehalt erreicht sein Maximum in
der Stationarphase (@Rnm 4.0). Spater in dieser Phase (finf Stunden naclk;}p4.0)
kann das Protein, wenn auch stark reduziert, nachgewiesen werden (Abb. 4.18 B). Nach
24 Stunden Wachstum (Uber Nacht-Kultur) kann daedex das Protein noch die mRNA von

CsgD nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Um die physiologische Rolle vom BiofilmregulatorgDsund der kleinen RNA RprA in der
Zelle besser untersuchen zu koénnen, wurden fir fdigenden gesamtgenomischen
Mikroarray-Analysen Proben, genommen bei s@R, 4.0 und Proben, die funf Stunden
spater genommen wurden, miteinander verglichenkd@mten eventuell bisher unentdeckte
Ziele des RprA/CsgD-Kontrollmoduls aufgedeckt werde

Tabelle 4.1: Zusammenstellung der induzierten Genleeim Vergleich von OD4 + 5h und OD4.

Die Bedingungen der Probennahme waren 28°C in Kexnpbédium. Es wurde hier mit dem
Laborwildtypstamm W3110 gearbeitet. Die angebenatioR sind Mittelwerte aus mindestens 2 unabhangig

voneinander durchgefiihrten Experimenten. Es simdsaleche Gene angegeben, die mindestens eine zheifa
Regulation aufweisen. Die dazugehdrigen Scattesiiefinden sich im Anhang.

Ratio
Name b-Nummer | op4 + 5h / 0D4| Beschreibung

induziert bei OD4+5h

bssR | b0836 10,82 regulator of biofilm formation

bssS b1060 8,02 regulator of biofilm formation

fadE b0221 4,10 acyl-CoA dehydrogenase

mcbA | b0806 8,67 protein involved in colanic acid prodluct
ychH | b1205 3,25 stress-induced protein

Diese Analyse ergab, dass beim Vergleich der frif@Ds7;snm 4.0) und der spéaten
(finf Stunden nach Qxsn4.0) Stationarphase insgesamt 29 Gene als difesieneguliert
auftreten. Diese lassen sich in zwei Gruppen damtezum einen in Gene, die im Vergleich
zu ODy78nm 4.0 funf Stunden nach QGRnm4.0 induziert (Tab. 4.1) und zum anderen in Gene,
die im Vergleich zu OBgnm4.0 funf Stunden nach QR,m4.0 inhibiert sind (Tab. 4.2).

Unter den funf induzierten Genen befinden sich netben drei Biofilm-assoziierten Genen
bssRSundmcbA nochfadEundychH (Tab. 4.1).

Fur zwanzig der 24 in der spéaten Stationarphasentearegulierten Gene haben Migaal
(2012), ebenfalls durch gesamtgenomische Mikroafmaglysen, gezeigt, dass sie durch
RprA und / oder das Rcs-Phosphorelay-System difieed reguliert werden (grau unterlegt
in Tab. 4.2). Von den 24 herunterregulierten Germmte fur zwolf, innerhalb dieser Arbeit,
gezeigt werden, dass sie ebenfalls von CsgD regulerden (Vergleich Tab. 4.2 mit
Abb. 4.15). Diese zwolf Gene sind auch bei Méaal. (2012) als durch RprA und / oder
RcsB abhangig reguliert zu finden. Alle CsgD-abhdgeiy Gene (aul3eybjK) gehdren zur
ersten Gruppe (Abb. 4.15).
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Tabelle 4.2: Zusammenstellung der inhibierten Genbeim Vergleich von OD4 + 5h und OD4

Die Bedingungen der

regulierte Gene gefunden wurden [Miégal, 2012]. Die dazugehérigen Scatterplots befindemisn Anhang.

Name

b-Nummer

Ratio
OD4 + 5h / OD4

Beschreibung

inhibiert bei OD4+5h

Probennahme waren 28°C in Kexnpédium. Es wurde hier mit dem
Laborwildtypstamm W3110 gearbeitet. Die angebenatioR sind Mittelwerte aus mindestens 2 unabhangig
voneinander durchgefiihrten Experimenten. Es simdsalche Gene angegeben, die mindestens eine rveifa
Regulation aufweisen. Grau unterlegt sind Gene,ddieh S. Busse schon als durch RcsB/RprA-difféséint

)

arirR b1166 0,36 regulator of acid resistance, influerimgthdole
artQ b0862 0,19 arginine 3rd transport system permease protein
csgA b1042 0,04 curlin major subunit CsgA
csgB b1041 0,04 minor curlin subunit precursor, similar ro CsgA
csgD b1040 0,22 putative 2-component transcriptional regulatorZod curli operon
csgE b1039 0,14 curli production assembly/transport component, @mdi operon
csgF b1038 0,20 curli production assembly/transport component, @mdi operon
csgG b1037 0,16 curli production assembly/transport component, @mdi operon
gadB b1493 0,31 glutamate decarboxylase isozyme
glmM b3176 0,34 phosphoglucosamine mutase
hdeA b3510 0,34 HdeA dimer, inactive form of acid-resistance protein
hdeB b3509 0,35 acid stress chaperone
mdIB b0449 0,33 putative ATP-binding component of a transport system
mnmA | b1133 0,06 tRNA-specific 2-thiouridylase
nagE b0679 0,25 PTS system, N-acetylglucosamine-specific enzyme GAB
rluC b1086 0,29 23S rRNA pseudouridine synthase
sthA b3962 0,32 pyridine nucleotide transhydrogenase
tdcC b3116 0,27 TdcC threonine/serine STP transporter
inner membrane protein, involved in the tonB-indegeEnt uptake o
tolR b0738 0,04 group A colicins
wcal b2050 0,13 putative colanic biosynthesis glycosyl transferase
ybjK b0846 0,22 putative DEOR-type transcriptional regulator
yliL b0816 0,38 phantom gene, maybe small protein mntS
ymfE b1138 0,10 el4 prophage; predicted inner membrane protein
ymgA | bl165 0,39 protein involved in biofilm formation
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Durch Mikroarray-basierte Transkriptom-Analysen ktengezeigt werden, dass die Mehrheit
der in der spaten Stationarphase differentiell lregen Gene auch durch die kleine RNA
RprA reguliert werden. Die Wahl dieses speziellangleichs (friihe vs. spate Stationarphase)
ermdglicht es Ziele der SRNA RprA unter physiolagesn Bedingungen zu bestimmen.

4.3.5 Charakterisierung des YdaM- und YegE-Regulons zur karung ihres
Einflusses auf die CsgD-Expression

Die Expression von CsgD wird durch zwei c-di-GMPrtollmodule aktiviert
[Pesaventoet al, 2008]. Das erste besteht aus der DGC YegE umdadtagonistisch
wirkenden PDE YhjH. Dieses System ist an der c-MiRGspezifischen Reprimierung der
flagellaren Aktivitdt durch YcgR und an der c-di-&Mibhangigen Aktivierung von CsgD
unabhangig von YcgR beteiligt [Boeheh al, 2010; Pesaventet al, 2008]. Pesaventet al
(2008) konnten zeigen, dass das c-di-GMP diesee@gdrei diffundierbar ist. Das zweite c-
di-GMP-Kontrollmodul besteht aus der DGC YdaM uredt BDE YciR. Mutationen igdaM
und yciR fuhren zu starken Veranderungen in asgDExpression, haben aber keinen
Einfluss auf die Motilitat. Da YdaM und YciR nur espfisch auf diecsgD Transkription
wirken, kann vermutet werden, dass das durch diggstem kontrollierte c-di-GMP lokal
wirkt [Pesaventet al., 2008; Webeet al., 2006].

4.3.5.1Die DGC YdaM wirkt spezifisch auf CsgD

Gesamtgenomische Mikroarray-Analysen mit dem Wpgdiynd einemydaM-defizienten
Derivat wurden durchgefthrt, um zu klaren, ob dasntkollmodul YdaM/YciR-
Kontrollmodul weitere Gene, nebesgD, reguliert. Die Bedingungen fur diese Mikroarray-
Analysen waren Komplexmedium, 28°C und £, 4.0. Es handelt sich dabei um

Bedingungen bei denen CsgD und YdaM exprimiert eerd
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Tabelle 4.3: Zusammenstellung aller durch YdaM reglierten Gene.

Die Bedingungen der Probennahme waren 28°C in Kexmpeédium bei OBg,m 4.0 und es wurde hier der
Laborwildtypstamm W3110 mit einem Derivat mit eingtaM-Mutation verglichen. Die angegebenen Ratios
sind Mittelwerte aus mindestens 2 unabhéngig vamelar durchgefuhrten Experimenten. Es sind nurhsolc
Gene angegeben, die mindestens eine zweifache &eguaufweisen. Grau unterlegt sind Gene, diei@gat
Arbeit schon als durch CsgD-differentiell requiee@ene gefunden wurden (Vgl. Abb. 4.16). Die dahtggen
Scatterplots befinden sich im Anhang.

Name b-Nummer | Ratio Beschreibung
artQ b0862 6,15 arginine 3rd transport system permease protein
bioA b0774 5,47 7,8-diaminopelargonic acid synthase
CcsgA b1042 53,64 curlin major subunit CsgA
csgB b1041 41,13 minor curlin subunit precursor, similar ro CsgA
csgC b1043 6,27 putative curli production protein
csgD b1040 9,65 putative 2-component transcriptional regulatorZod curli operon
csgE b1039 6,36 curli production assembly/transport component, @mdi operon
csgF b1038 12,70 curli production assembly/transport component, @mti operon
csgG b1037 10,14 curli production assembly/transport component, @mti operon
mnmA | b1133 9,35 tRNA-specific 2-thiouridylase
prpB b0331 2,73 2-methylisocitrate lyase
prpC b0333 5,14 methylcitrate synthase
prpD b0334 3,51 2-methylcitrate dehydratase
putP b1015 5,06 major sodium/proline symporter
tolR b0738 19,40 inner membrane protein, involved in the tonB-indegent uptake of group A colicins
wecal b2050 6,90 putative colanic biosynthesis glycosyl transferase
predicted N-acetylgalactosamine-transporting PHfeddent phosphotransfergse
yadl b0129 3,93 system
ybjK b0846 7,60 predicted DNA-binding transcriptional regulator
ycfT b1115 6,57 putative transport protein
yfmP b1152 3,41 el4 prophage; conserved protein
ymfE b1138 29,83 el4 prophage; predicted inner membrane protein

In Tabelle 4.3 sind die Gene dargestellt, die dofdaM differentiell reguliert werden. Von
den insgesamt 21, ausschlief3lich positiv, durchN dagulierten Genen, konnte fir 18 schon
eine CsgD-Abhangigkeit (durch Mikroarray-Analyseihb. 4.15) nachgewiesen werden.
Einige der hier differenziell regulierten Gene ¢rein vorherigen Studien (Abb. 4.15) nur als
CsgD reguliert auf, wenn RprA fehlbioA, prpBC und ybjK. Mika et al (2012) konnten
zeigen, dass RprA einen negativen Einfluss aufydeM mRNA-Stabilitat hat. Dies erklart
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maoglicherweise das Auftreten dieser Gene untethilgetesteten Bedingungen.

Das YdaM/YciR-Kontrollmodul wirkt sehr spezifisclufadie csgD Transkription, denn eine
weitere gesamtgenomische Mikroarray-Analyse in rainesgD und rprA-defizienten
Hintergrund zeigt, dass keine Gene durch YdaM difieiell reguliert werden (Scatterplots

siehe Anhang).

Diese gesamtgenomischen Mikroarray-Analysen ergeblso, dass das YdaM/YciR-

Kontrollmodul lokal und spezifisch auf dosgD Transkription wirkt.

4.3.5.2Die DGC YegE als Schnittstelle zwischen Motilitat nd Biofilmbildung

Um die Ziele des Kontrolimoduls YegE/YhjH in Bezagf die Biofilmbildung zu klaren,
wurden gesamtgenomische Mikroarray-Analysen duiftinge Die Bedingungen fur diese
Mikroarray-Analysen waren Komplexmedium, 28°C unDs@.m 4.0. Es handelt sich dabei
um Bedingungen bei denen CsgD und YegE exprimiad and die Motilitat keine Rolle

mehr spielt.

Tabelle 4.4: Zusammenstellung aller durch YegE redierten Gene incsgD-defizienten Hintergrund.

Die Bedingungen der Probennahme waren 28°C in Kexnpédium bei OBg,m 4.0. Verglichen wurden der
Laborwildtypstamm W3110 imcsgDdefizienten Hintergrund und einesgD/yegE-Doppelmutante. Die
angebenen Ratios sind Mittelwerte aus mindestamsaPhangig voneinander durchgefiihrten Experimerien.
sind nur solche Gene angegeben, die mindestenszeiagache Regulation aufweisen. Grau unterlegtl sin
Gene, die in dieser Arbeit schon als durch Csgliedifitiell regulierte Gene gefunden wurden (VglbAB.15).
Die dazugehorigen Scatterplots befinden sich imakgh

Name | b-Nummer | Ratio | Beschreibung

negativ durch YegE (CsgD unabhéngig)

prpC | b0333 0,22 | putative citrate synthase; propionate metaboligpCp

prpD | b0334 0,34 orf, hypothetical protein; prpD

positiv durch YegE (CsgD unabhangig)

yeal |b1785 5,96 orf, hypothetical protein; yeal

In Tabelle 4.4 sind die Gene (insgesamt 3) dartiesdee durch YegE differentiell reguliert
werden. Die zwei negativ durch YegE regulierten &&annen durch die vorangegangenen
Mikroarray-Analysen dem CsgD-Regulon zugeschrieberden (Abb. 4.15, Gruppe lll). Das
durch YegE positiv regulierte Gemeal kodiert flr ein degeneriertes GGDEF-Protein.
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Der Einfluss von YegE wurde auch hier iosgD und rprA-defizienten Hintergrund
untersucht (Tab. 4.5). Hier treten Gene auf, did des flagellaren Systems und des
Stoffwechsels sind. Es handelt sich hier z. T. uené&; die in dieser Arbeit als CsgD-reguliert
gefunden worden sind (wenn RprA vorhandenflgf, und malK) (Vergleich Tab. 4.4 und
Abb. 4.15).

Tabelle 4.5: Zusammenstellung aller durch YegE redierten Gene in csgD und rprA-defizienten
Hintergrund.

Die Bedingungen der Probennahme waren 28°C in Kexnpédium bei OBg,m 4.0. Verglichen wurden der
Laborwildtypstamm W3110 imcsgD und rprA-defizienten Hintergrund und einesgD/rprA’lyegE-
Trippelmutante. Die angebenen Ratios sind Mitteleeeaus mindestens 2 unabhangig voneinander
durchgefuhrten Experimenten. Es sind nur solcheeGarmgegeben, die mindestens eine dreifache Regulati
aufweisen. Die dazugehérigen Scatterplots befirgilemim Anhang.

Name | b—Nummer| Ratio | Beschreibung

negativ reguliert durch YegE (RprA und CsgD unalgfign

bssR | b0836 0,29 regulator of biofilm formation
iscR | b2531 0,28 IscR DNA-binding transcriptional duajukator
positiv reguliert durch YegE (RprA und CsgD unabdigh
flgC b1074 5,92 | flagellar biosynthesis, cell-proximaitfmm of basal-body rod; flgC
flagellar biosynthesis; alternative sigma factor; 28gulation of flagellaf
fliA b1922 3,30 |operons; fliA
flagellar biosynthesis, component of motor switaid anergizing, enabling
fliM b1945 5,34 |rotation and determining its direction; fliM
gatD |b2091 5,55 galactitol-1-phosphate dehydrogenadB; ga
periplasmic maltose-binding protein; substrate gedtion for transport and
malE | b4034 4,68 | chemotaxis; malE
malK | b4035 4,56 | ATP-binding component of transport sysfier maltose; malK
ompT | b0565 3,09 outer membrane protein 3b (a), proteédsempT
yegE | b2067 3,98 predicted diguanylate cyclase

Unter den getesteten Bedingungen zeigt sich, dassydgE/YhjH-Kontrollmodul global in
der Zelle wirkt. Es beeinflusst sowohl Gene desMRpsgD-Kontrollmoduls als auch Gene

der flagellaren Kaskade.

Die Transkriptom-Analysen dieser Arbeit legen dalass durch gesamtgenomische
Mikroarray-Analysen komplexe Regulons, wie das R@ggD-Regulon, aufgeklart werden

kénnen. Diese Methode ermdéglicht schnell und geaigler verschiedenen Bedingungen eine
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Analyse durchzufiihren. Fir das Regulon YdaM/YciRirke gezeigt werden, dass es sehr
spezifisch an der Regulation des MasterregulatersQurli-Fimbrien, CsgD, beteiligt ist.
Aufgrund der zeitlichen Begrenzung dieser Arbeihikie die Komplexitat des RprA/CsgD-
und des YegE/YhjH-Regulons nicht vollstandig auf§ekwerden. Die hier durchgefuhrten
Mikroarray-Analysen bieten die Grundlagen fur wedtentersuchungen.
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5. Diskussion

5.1 Die Expression und die Funktion aller 29 GGDEF/EAL-

Domanen-Proteine inEscherichia coli

Die Mehrzahl der Bakterien ist sessil in multizélhen Verbanden organisiert, die diverse
Okologische Nischen und Wirte besiedeln. Diese iBn&f bestehen aus bakteriellen
Populationen, die an sich selbst und/oder an éarflache adhariert sind und bietet einen
erhohten Schutz vor Veranderungen der Umgebung, Médérstoffmangel, pH-Wert-
Veranderungen, Sauerstoffradikalen, Bioziden und timakrobiellen  Wirkstoffen
[Costertoret al., 1995].

Die Biofilmentwicklung gliedert sich in verschiede®tadien — Initiation, Reifung, Erhaltung
und Auflosung, die alle einer komplexen Regulatiorterliegen [Prufet al, 2006]. Ein
wichtiger Schritt bei der Biofilmentwicklung ist deéJbergang von der reversiblen zur
irreversiblen Anheftung. Dieser Ubergang ist dudem Verlust der Motilitat und durch die
Ausbildung adhasiver Komponenten, wie Curli-Fimbrgekennzeichnet. Fur den sekundaren
Botenstoff c-di-GMP konnte gezeigt werden, das® diwohe zellulare Konzentration die
Produktion der Curli-Fimbrien, und damit die Biafiéntwicklung, fordert und die Motilitat
hemmt [Pesaventet al, 2008].

Der Umsatz des sekundaren Botenstoffs c-di-GMP wimth Diguanylat-Zyklasen (DGC)
und durch spezifische Phosphodiesterase (PDE)sierali DGCs sind durch eine intakte
GGDEF-Doméne charakterisiert und PDEs besitzen pmiagende EAL- oder HD-GYP-
Doméane (die HD-GYP-Domane ist iB. coli nicht vertreten). Seshasayeé al (2010)
konnten kirzlich durclin silico-Studien zeigen, dass die Mehrheit der Bakteri&9o)8mit
Genomen lber zwei Megabasen eine stark variieredseahl von c-di-GMP-
metabolisierenden Proteinen besitzt. So konnteplatssveise inVibrio vulnificus 50 dieser
Proteine und inProteus mirabilis nur ein solches Protein nachgewiesen werden
[Romling, 2011]. Das gramnegative Bakteriugascherichia coliK-12 besitzt 29 dieser
GGDEF/EAL-Domanen-Proteine. Ein Hauptziel diesebeir bestand in der Aufklarung der
regulatorischen Funktionen aller GGDEF/EAL-DomaiRenteine in einem Organismus.
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5.1.1 Die Expressionsstudie aller 29 GGDEF/EAL-Gene iEscherichia coli
gibt Aufschluss Uber ihre mogliche zellulare Funkton

Biofilme sind auf nahezu jeder Oberflache, auch helustriellen und medizinischen
Prozessen, zu finden und sie verursachen einenifisigmen Teil der mikrobiellen
Infektionen beim Menschen. Mit dem Ziel, den eineel GGDEF/EAL-Domanen-Proteinen
eine Rolle in diesem wichtigen System zu zuschreib&urde die Expression aller
vorkommenden GGDEF/EAL-Gene eines Bakteriums naraiter verglichen (Abb. 4.1, 4.2
und 4.3). Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeeytlen, dass die Mehrheit dieser Gene
in E. coli (22 von 29) bei Wachstum in flissigem KomplexmedilLB) exprimiert wird. Die
Expressionsstarke und die regulatorischen Musteriext®@n dabei sehr stark. Die
Untersuchungen hier demonstrieren, dass (1) vedehe GGDEF/EAL-Gene zu
verschiedenen Phasen des Wachstums exprimiert wemgss (2) die Mehrheit der
exprimierten GGDEF/EAL-Gene unter der Kontrolle degenerellen Stress- und
Stationarphasen-Sigmafaktors RpoS stehen (15 dainaerten 22), dass (3) ein Teil der
Gene eine starkere oder ausschliel3liche Expresmoler niedrigeren Temperatur (28°C)
zeigt und dass (4) eine individuelle Gruppe der GEGIEAL-Gene eine hdhere Expression
bei Wachstum auf Festmedium im Vergleich zu Wachstin Flussigkultur zeigt
(Abb. 4.1, 4.2, 4.3 und 4.4).

Die Untersuchung der GGDEF/EAL-Gene ergab eine Nadr@tion in der Auspragung der
Expressionsstarke. Es sind sowohl Gene, die kexpgeSsion (z. ByliE) zeigen, als auch
Gene mit einer starken Expression (z.yBaJ) vertreten. Zwei Gene, die vor allem in der
exponentiellen Phase des Wachstums exprimiert wefylmJ und yhjH), sollen hier ndher
betrachtet werden. Das GgeaJkodiert fir ein GGDEF-Doméanen-Protein mit einentian

A- und I-Zentrum. Mdoglicherweise handelt es sickerhalso um eine aktive DGC, die
besonders bei 37°C exprimiert ist (Abb. 4.1). Dan@hjH steht unter der Kontrolle des
flagellaren Sigmafaktors FliA und kodiert flr eiMEDomanen-Protein mit PDE-Aktivitat
[Frye et al, 2006, Pesaventet al, 2008], welches bei beiden untersuchten Tempemtu
stark exprimiert ist (Abb. 4.3). Pesaverdb al. (2008) konnten zeigen, dass diese beiden
Proteine (Yeald und YhjH) antagonistisch die Madtiliin post-exponentiell wachsenden
Zellen bei einer Temperatur von 37°C reguliereni & niedrigeren Temperatur (28°C)
wirkt YegE (und zu einem marginalen Teil auch Yed@)der Stelle von Yead antagonistisch

zu YhjH, um die Matilitat zu kontrollieren [Pesaveret al.,2008].
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Des Weiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werddass die Expression einiger
GGDEF/EAL-Domanen-Proteine beim Eintritt in die tBinarphase induziert wird (Abb. 4.1,
4.2 und 4.3). Interessanterweise stehen viele digsgionarphasen-induzierten Gene auch
unter der Kontrolle des Stress- und Stationarph&sgmafaktors RpoS. Zu Beginn dieser
Arbeit war bekannt, dass die Expression von seens28 GGDEF/EAL-Genen iik. coli
positiv durch RpoS kontrolliert wirdy@aM, yciR yaiC, yedQ und yddV und damit auch
yddU) (Weberet al, 2006). In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigtden, dass insgesamt
zehn der 22 exprimierten Gene unter positiver Kulgr von RpoS stehen und
Stationarphasen-induziert sind. Bei diesen Generddia es sich, neben den Genen von
Weberet al (2006), umyegE yjcC, ylaB undyoaD. Funf der entsprechenden Proteine weisen
eine aktive GGDEF-Domane (mit A- und I-Zentrum) awid haben aufgrund dessen
moglicherweise eine DGC-Aktivitat. Diese funf siMa@iC, YdaM, YddV, YedQ und YegE.
Die anderen funf RpoS-abhangigen GGDEF/EAL-Geneigeln fir aktive EAL-Doménen-
Proteine zu kodieren und konnten somit PDE-Akttviiésitzen. Dabei handelt es sich um
YciR, YddU, YjcC, YlaB und YoaD.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte neben der positi@mtrolle durch RpoS fir funf
GGDEF/EAL-Gene YdeH yfeA rtn, ycgF und yhjH) eine negative Kontrolle durch RpoS
beobachtet werden. Bei YdeH handelt es sich unGEDEF-Doméanen-Protein und bei den
anderen vier scheint die EAL-Doméane die wichtig&elle zu spielen. lhre negative
Regulation durch RpoS kann vermutlich durch SighktafaKompetition erklart werden. Bei
Abwesenheit von RpoS herrscht weniger Konkurrerterugen Sigmafaktoren in der Zellen
und es kann mehr RNAP-Holoenzym mit dem vegetatiogler anderen alternativen
Sigmafaktoren gebildet werden [Gruber & Gross, 20U8beret al, 2005].

Fur den Ubergang in die Stationarphase lassen dieherhaltenen Daten wie folgt
zusammenfasseliE. coli exprimiertdiverse GGDEF/EAL-Domanen-Proteine, die in schnell
wachsenden Zellen entweder gar nicht oder nur gehing exprimiert sind. Diese kodieren
sowohl fur moégliche DGCs als auch fur mogliche POEBbb. 4.1, 4.2 und 4.3). In der
stationaren Phase konnte also eine komplexere #lnties c-di-GMP-Umsatzes notwendig
sein, um verschiedene Ziele durch diesen sekundBmgenstoff zu regulieren. In der
Stationarphase ist der zellulare Gehalt an c-di-GMRBer als in der exponentiellen Phase
[Boehm et al, 2010]. Dieser kbnnte, zum einen durch die ineiien GGDEF-Domanen-
Proteine begriindet sein, oder aber durch die Aktivig und / oder Inaktivierung von schon
vorhandenen DGCs oder PDEs. Die Akkumulierung diesskundaren Botenstoffs héangt

stark von den vorherrschenden Bedingungen ab. Digsgingungen werden von den
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sensorischen Doménen der jeweiligen Proteine wabrgeen.

Beim Ubergang von der reversiblen zur irreversibkenheftung spielt die Expression
adhasiver Komponenten eine wichtige Rolle. Die Egpron der adhéasiven Curli-Fimbrien ist
Stationarphasen-induziert, RpoS-, c-di-GMP- und peratur-abhéngig. Das alles konnte
daflr sprechen, dass in der Stationarphase in Kexmmdium bei 28°C der zellulare
c-di-GMP-Gehalt erhéht ist. Dennoch akkumuliererr zleichen Zeit ebenfalls RpoS-
abhangig EAL-Proteine (YciR, YddU, YjcC, YlaB undoaD). Dies kdnnte zum einen
zeigen, dass der Umsatz an c-di-GMP in der Stajitraée ein schneller sein muss, um
c-di-GMP-stimulierte Funktionen kontrollieren zurikien. Zum anderen konnten diese PDEs
inaktiv in der Zelle vorliegen. Auf ein spezifiseh&ignal hin, kénnten diese PDEs aktiv
werden und c-di-GMP-abhangige Regulatoren konen@h. So konnte beispielsweise eine
massive Curli-Produktion, die eine unkontrollieftieheftung an einander und an Oberflachen
zur Folge hatte, verhindert werden.

Ferner stellte sich im Rahmen dieser Arbeit herdass auch die Temperatur eine wichtige
Rolle bei der Expression der GGDEF/EAL-Gene spiéthin den 22 exprimierten Genen
werden sieben verstarkt oder ausschlief3lich beneirigeren Temperatur (28°C) exprimiert
(yaiC, ydaM yddV, yddU, yhjK, ycgF undyoaD) (Abb. 4.1, 4.2 und 4.3). Nur ein einziges
Gen,yeal] zeigt eine hohere Expression bei 37°C (Abb. 40Bs entsprechende Protein ist
bei 37°C, nicht aber bei 28°C, fur die Verringerumgr Motilitat verantwortlich
[Pesaventcet al, 2008]. Die induzierte Expression vgeaJbei 37°C kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass das entsprechende Produkt eaiigei Rolle im Darm des Wirtes spielt.
Verschiedene pathogerte coli kbnnen auch bei Temperaturen Uber 30°C adhasivi- Cu
Fimbrien ausbilden [Barnhart & Chapman, 2006]. Ngigtrweise Ubernehmen
GGDEF/EAL-Gene, wieyea] die bei 37°C eine induzierte Expression zeigear Bine
gesonderte Rolle.

Die Tendenz, dass diverse GGDEF/EAL-Domanen-Protemt unterschiedlichen
Sensordomanen bei Temperaturen unter 37°C exptinierden, spricht fir eine multiple
Signalintegration bei der Kontrolle des zellularedi-GMP-Spiegels aul3erhalb des Wirts in
einer hochvariablen Umgebung.

Die Biofilmbildung wird nicht nur durch Signale, &i Nahrstoff-, Phosphat- oder
Stickstoffmangel induziert, sondern auch durchAheesenheit einer Oberflache. Durch das
Zweikomponentensystem CpxAR, welches hauptsacMembranstress wahrnimmt, konnen
Bakterien direkt den Kontakt mit einer Oberflachahwnehmen. Durch diesen Kontakt wird

die sessile Lebensweise gefordert [Otto & Silhaa8?2]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
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gezeigt werden, dass bei Wachstum auf Festmedigim die RpoS-Kontrolle und der
Temperatureffekt noch verstarken (Abb. 4.4, Datiehtrgezeigt). Des Weiteren zeigen vier
RpoS-abhangige GengdaM yciR, yegE und yoaD) eine, im Vergleich zum Wachstum in
Flussigkultur, erhdhte Expression, wenn sie aufriedium wachsen (Abb. 4.1 bis 4.4). Die
entsprechenden Genprodukte spielen eine wichtidie Bei der Regulation der Synthese der
Curli-Fimbrien und der Matrixkomponente Cellulo&e sind die entscheidenden Faktoren
des rdar-Morphotyps von Kolonien, die auf CR-Plagewachsen sind [Romling, 2005].

In dieser Arbeit konnte auch gezeigt werden, das$P®E YhjH, die den c-di-GMP-Gehalt
fur die Motilitat niedrig halt [Girgiset al, 2007, Ko & Park, 2000, Pesavermbal, 2008],
eine reduzierte Expression bei Wachstum auf Festmedwufweist. Auffallig war unter
diesen Bedingungen auch, dass besonders Genéir @i&DEF-Domanen-Proteine kodieren
(yaiC, ydaM, yddV und yeal), verstarkt exprimiert werden (Abb. 4.4). Moglicheise
sprechen diese Erkenntnisse fur eine Akkumuliedsgysekundaren Botenstoffs c-di-GMP in
der Zelle bei Wachstum auf Festmedium und bestitadgmit die positive Funktion von

c-di-GMP bei der Entwicklung eines Biofilms.

5.1.2 20% der GGDEF/EAL-Doméanen-Proteine sind an der Kontolle der

Curli-Fimbrien-Expression beteiligt

Die Expression adhasiver Komponenten ist ein wiehnti Schritt beim Ubergang zur
irreversiblen Anheftung der Bakterien aneinandeal/oder an eine Oberflache. Die adhasiven
Curli-Fimbrien vermitteln diese Anheftung an andé&mlen, aber auch an biotische und
abiotische Oberflachen [R6mling & Rohde, 1999]. Demanskriptionsfaktor CsgD ist
essentiell fur die Expression des Curli-StrukturopecsgBACund ist ein wichtiges Ziel der
positiven Kontrolle durch den sekundaren Botenstedi-GMP [Hengge, 2009]. Zu Beginn
diese Arbeit war bekannt, dass K coli die DGC YdaM und die PDE YciR ein
c-di-GMP-Kontrollmodul reprasentieren, das speeifisind ausschlief3lich die Transkription
von csgD kontrolliert [Weberet al, 2006]. Des Weiteren war bekannt, dass zusataliain
die DGC YegE und die PDE YhjH antagonistisch dianBkription voncsgD beeinflussen.
Diese beiden bilden ein Kontrollmodul, welches glolden zellularen c-di-GMP-Spiegel
beeinflusst [Pesaventt al, 2008].

CsgD aktiviert neben den Genen fiur die Curli-Firabriauch das GemaiC (adrA in
Salmonellj Das GenyaiC kodiert fur eine DGC und kontrolliert spezifisctbdi die
Synthese von c-di-GMP die bakterielle Cellulosei8gae-Aktivitat [Kadeet al, 2006]. Das
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EAL-Domanen-Protein YoaD ist an der Reduktion deell@ose-Produktion beteiligt
[Brombacheret al, 2006]. Die hier vorliegende Expressionsstudie @ensyoaD zeigt, dass
es die gleiche zeitliche Induktion der Expressioie yaiC aufweist (Abb. 4.1 und 4.3,
rote Kurven). Diese Ergebnisse fihren zu der Anrgghalass ein relevanter Antagonist fur
das GGDEF-Doménen-Protein YaiC das EAL-DomaneneirotoaD sein konnte.

Mit Hilfe einer chromosomalefacZ-Reportergenfusion zasgB dem ersten Gen des Curli-
Strukturoperons, konnte in dieser Arbeit gezeigtdea, dass ein weiteres GGDEF/EAL-
Domanen-Protein, CsrD (YhdA), an der Regulation deurli-Fimbrien beteiligt ist
(Abb. 4.5 und 4.6). Beim Eintritt in die Stationhgse Ubernimmt CsrD eine positive Rolle
bei der Regulation der Expression von CsgD (sietiery).

5.1.3 Welche zellulare Funktion Ubernehmen die restlichen80% der
GGDEF/EAL-Domanen-Proteine in Escherichia colj die keinen
Einfluss auf die Motilitat und/oder Regulation der Curli-Fimbrien

haben?

Zyklische Nukleotide als Sekundarbotenstoffe sineitwerbreitet in allen Bereichen des
Lebens. Die allosterische und posttranskriptiorkaatrolle durch diese Botenstoffe erfolgt
spezifisch und sehr schnell. Der NukleotidboteristéMP Ubernimmt in Eukaryoten eine
wichtige Rolle bei der Weiterleitung und Verstargumon zahlreichen Hormonen, wie
beispielsweise Adrenalin, von Wachstumsfaktoren anderen regulatorischen Molekulen.
Das eukaryotische, zyklische Nukleotid cGMP vergfiittin verschiedenen Geweben
unterschiedliche Botschaften. So I6st es in dereNiend im Darm Verdnderungen beim
lonentransport und bei der Wasserretention aus,gliatten Herzmuskel signalisiert es
Entspannung und im Gehirn ist es moglicherweisel@nEntwicklung und an der Funktion
des adulten Organs beteiligt. Zyklisches GMP h&eadem eine wichtige weitere Funktion
im Auge von Wirbeltieren. Hier bewirkt es, dasshsdie ionenspezifischen Kanéle in den
Stabchen- und Zapfenzellen der Retina 6ffnen. Bdit&ien tbernehmen neben cGMP und
CcAMP auch zyklische Dinukleotidbotenstoffe, wie ieAdMP und c-di-GMP wichtige
Funktionen. C-di-AMP ist beispielsweise unter bastien Bedingungen an der
Zellzykluskontrolle inBacillus subtillisbeteiligt [Witte et al, 2008]. Fur c-di-GMP konnte
bisher gezeigt werden, dass es in Prozesse delititptBiofilmbildung, Pathogenitat und

Zellzykluskontrolle beteiligt ist [Sondermaenal.,2012]
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Die Expressionsstudien dieser Arbeit zeigen, dasszehn GGDEF/EAL-Gene in der
postexponentiellen Phase des Wachstums exprimendem (Abb. 4.1 bis 4.3). Von diesen
konnte fur funf yegE yedQ yeaJ csrD und yhjH) ein Einfluss auf die Motilitat
nachgewiesen werden (Abb. 4.9) [Girgist al, 2007, Pesaventoet al, 2008,
Suzukiet al, 2006]. Dreizehn der 22 exprimierten Gene werdetweder weiterhin in der
Stationarphase exprimiert oder dann erst indu2ien diesen dreizehn konnte bisher fir fanf
(ydaM yciR, yegE csrD, yaiQ eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Curintbrien und
der Cellulose-Produktion nachgewiesen werden (ABIb) [Pesaventoet al, 2008,
Weber et al, 2006, Zogajet al., 2001]. Die Frage ist, welche Funktionen die andere
GGDEF/EAL-Proteine in der Zelle erfillen.

In dieser Arbeit konnte fir 22 GGDEF/EAL-Gene gegtewerden, dass sie exprimiert
werden, aber eine Funktion fUr einige der entsgmedbn Genprodukte konnte noch nicht
gezeigt werden. Bei diesen Kandidaten handeltabswsn die GengeaPR yfeA yhjK, rtn und
ylaB. Eine weiterfihrende Studie der Expression miteeiKombination verschiedener
Wachstums- und Stressbedingungen konnten hier negitdufschluss tber die Funktion und
die Expression dieser GGDEF/EAL-Domé&nen-Proteirege

c-di-GMP und das Csr-System

In einer naturlichen Umgebung missen Bakterienaimmém unterschiedlichen Angebot an
Nahrstoffen auskommen [Matet al, 1989; Kolteret al, 1993]. Um ein schnelles Wachstum
oder eine Stressresistenz bei Nahrstoffiberschdss -snangel zu ermdglichen, wird eine
globale Anpassung der Genexpression benétigt. Alsvért auf die Stationdrphase und
verschiedene Stressbedingung des Wachstums wikl icoli der alternative Sigmafaktor
RpoS induziert. Dieser gilt als zentraler Regulatter generellen Stressantwort und
Stationarphase [Klauclet al, 2007]. Ein weiterer wichtiger Regulator es bakiten
Wachstums ist das RNA-bindende Protein CsrA. Dieseprimiert die Gene der
Stationarphase und aktiviert Gene, die fur das \8tach in der postexponentielle Phase
notwendig sind [Romeet al., 2011].

Sowohl RpoS als auch CsrA spielen eine wichtigdeRloéi der Biofilmbildung. Mittels der
Transkriptom-Analyse von Jonast al. (2008) konnte gezeigt werden, dass das RNA-
bindende CsrA-Protein, wie auch der Stationarph&gmafaktor RpoS (diese Arbeit), eine
wichtige Rolle bei der Kontrolle der Expression @8r GGDEF/EAL-Gene . coli spielt.
Durch die Verwendung eines CsrA-Uberexpressionseyskonnte fiir die GenedT, ydeH
yliF und ydiV eine Reprimierung der Expression durch CsrA naeiegen werden
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[Jonaset al., 2008]. Die Studien von Boehst al. (2009, 2010) weisen zum einen daraufhin,
dass das GGDEF-Domanen-Protein YdeH und das EALddemProtein YjcC einen
antagonistisch Einfluss auf die Biofilmbildung habeund zum anderen, dass die
GGDEF-Domanen-Proteine YfiN und DosC negative Ratguén der Motilitat sind. Fir die
GGDEF-Doméanen-Proteinen YcdT und YdeH konnte dartibeaus gezeigt werden, dass sie
einen negativen Einfluss auf die Motilitdt habemi Beiden Proteinen scheint dieser Effekt
Uber die Synthese des sekundaren Botenstoffs dviR-Grealisiert zu werden
[Jonaset al.,2008].

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Effekte dertétne YjcC, YdeH, YfiN, DosC und
YcdT auf die Biofilmbildung und die Motilitdt nicHieobachtet werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde fur die hier aufgefuihrten Studien @asivat W3110 des WildtypE. coli K-12

als Grundlage genutzt. In den Studien von Jetad (2008) und Boehmat al (2009, 2010)
wurden ein anderes Derivat, MG1655, descoli K-12 Wildtyps benutzt. Bei den Stammen
W3110 und MG1655 handelt es sich um nahe verwaadoeli K-12-Stdmme, die beide von
dem Stamm W1485 abstammen [Bachmann, 1972]. BeAdatysen von Jonaet al (2008)
und Boehnet al (2009, 2010) wurden zusatzlich entweder ein A3b&rexpressionssystem
oder eine spezielle CsrA-Mutation eingesetzt. Darlkhinaus wurden auch die
Wachstumsbedingungen so gewahlt, dass sie einektlodudes Csr-Systems zur Folge
haben. Die unterschiedlichen Einflisse der GGDEEABAmManen-Proteine auf die
Biofilmbildung und die Motilitat der vorliegendenreit und der Arbeiten von Jonas al
(2008) und Boehnet al (2009, 2010) kbnnen moglicherweise durch die \érung dieser
unterschiedlichen Laborwildtypstdamme und die veaetdnen Wachstumsbedingungen

erklart werden.
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Das Kontrollmodul DosC/DosP

Fur die Stationarphasen-induzierten und RpoS-abgéngcGGDEF/EAL-Domanen-Proteine
YddV (DosC) und YddU (DosP) konnten Tuckermanal (2009) zeigen, dass sie ein
Sauerstoff-abhangiges c-di-GMP-Kontrollmodul bildendem DosC als DGC und DosP als
PDE arbeitet. Tuckermaet al (2011) konnten ebenfalls zeigen, dass DosC urgPDBxnen
Komplex mit der Polynukleotid-Phosphorylase (PNRas@ wichtiges Enzym fir den RNA-
Stoffwechsel, bilden koénnen und so die RNA-Promzssig beeinflussen. Das
c-di-GMP-Kontrollmodul DosP/DosC ist ein weitereseigpiel fir die vermutete
Kompartimentierung des c-di-GMP-Signalweges, unziisehe Ziele bedienen zu kdnnen.
Die Diskrepanz zwischen den Daten von Tuckermaad.g2009) und der hier vorliegenden
Untersuchung kann moglicherweise durch die Wahlensohiedlicher Mutationen und
Wachstumsbedingungen erklart werden. Die DatenTwarkermanret al (2009) konnten nur
durch die Isolierung spezieller Mutationen in Dos@er DosP beobachtet werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Studien unter aemoligedingungen mit kompletten
Deletionsmutationen in DosP oder DosC durchgefuhvtoglicherweise gibt die
Untersuchung einer Deletion des gesamten OpedwsCP und die Verdnderung des
Sauerstoffgehalts weitere Aufschlisse Uber die islbez Rolle des DosC/DosP-

Kontrollmoduls in der Zelle.

Das Blaulicht-wahrnehmende, degenerierte EAL-DoméamProtein YcgF

Die generelle Stressantwort vermittelt durch deerahtiven Sigmafaktor RpoS wird nicht
nur durch Stressbedingungen wie Nahrstoffmangelr &#urestress, sondern auch bei
niedrigen Temperaturen induziert [Hengge-AronisPZ0 Fir das RpoS-abhangige und
Stationarphasen-induzierte GemregF konnten Tschowriet al. (2009) zeigen, dass die

Expression bei Wachstum bei 16°C stark induziert eses degenerierte EAL-Protein
interagiert Blaulicht-abhéngig mit dem RepressogE.cZu den durch YcgE reprimierten

Genen gehoren die kleinen Proteine YmgAB, die des-Fhosphorelay-System aktivieren.
Das Rcs-Phosphorelay-System hat einen negativerilugsn auf die Produktion der

Curli-Fimbrien und einen positiven Einfluss auf diapselsynthesegene und ist wichtig fir
die Reifung des Biofilms. Das EAL-Domanen-Proteirtgl¢ hat somit indirekt einen

positiven Einfluss auf die spate Biofilmentwicklurigie Kombination von Nahrstoffmangel,

niedriger Temperaturen und intensivem Blaulichg, diir Induktion des YcgE/YcgF-Systems

fuhren, legen die Vermutung nahe, dass dieses #&lontdul eine wichtige Rolle beim
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Wachstum oder Uberleben in mariner Umgebung oder Frischwasser spielt
[Tschowriet al,, 2009].

Funktionen fur die Proteine, die keine Expression dieser Arbeit zeigten

Andere Arbeitsgruppen konnten Genen beziehungsvRsteinen, die in dieser Arbeit keine
Expression zeigten und keinen Einfluss auf diersothten Prozesse hattgedl yliF, yneF,
yfgF, ycgG ydiV, yliE, Abb. 4.1 bis 4.5), eine Funktion zuweisen.

So konnten Sanchez-Torresal. (2010) fur das GGDEF-Doméanen-Protein Yeal zeigassd
es einen negativen Einfluss auf die initialen Stdrder Biofilmbildung hat. Die Diskrepanz
der Daten der vorliegenden Arbeit und der Arbeit @anchez-Torrest al. (2010) kann hier
wiederum moglicherweise durch die Verwendung ucteesllicher Laborwildtypstamme
erklart werden. Wéhrend fur die Versuche dieserefrberE. coli K-12Stamm W3110 als
Grundlage diente, verwendeten Sanchez-Tates (2010) den Stamm BW25113.

Bei den Stammen W3110 und BW25113 handelt es ekerieh um nahe verwandEie coli
K-12-Stdmme, die beide von dem Stamm W1485 abstanjBechmann, 1972]. Sie weisen
nur wenige genetische Unterschiede auf, die alaiepende Folgen fur die hier vorliegende
Untersuchung haben konnten. Beispielsweise koénmen Promotorbereich vorflnDC
verschiedene IS-Elemente auftreten [Bariieal. 2004]. Diese mobilen DNA-Elemente, die
oft nur fir die eigene Mobilitat kodieren, kdnnearch Insertion ins bakterielle Genom
Mutationen oder veranderte Transkriptionsraten Oeoa@rter Gene zur Folge haben
(Reynoldset al. 1984). Durch die Integration solcher 1S-Elementdlh®C-Promotorbereich
kommt es zu einer verstarkten Transkription ¥ibfiDC und demzufolge auch von FIhDC-
abhangigen Genen (Barket al. 2004). Zu den FIhDC-abhangigen Genen gehdort aueh di
PDE YhjH, die fur die Umschaltung von der motilendie sessile Phase notwendig ist. Im
Gegensatz zu BW25113 zeigt dercoli K-12-Stamm W3110, welcher Grundlage fir alle in
dieser vorliegenden Arbeit verwendeten Stdmme weime Motilitat, die durch ein solches
IS-Element verstéarkt ist. Die Integration des |®&+hénts verlagert die Regulation der
Flagellen in die postexponentielle Phase des WagtsstDiese postexponentielle Motilitat ist
die Grundlage fur die hier vorliegende Studie d&DEF/EAL-Doménen-Proteine und ihres
Einflusses auf den Ubergang von der motilen in séssile Phase. Aufgrund dieses
Unterschieds in den verwendeténcoli K-12-Stdmmen sind Unterschiede in der Regulation
der c-di-GMP-Kontrollkaskade vorstellbar.

Fur das GGDEF/EAL-GegifgF konnten Laceet al (2010) zeigen, dass es unter anaeroben

Bedingungen Stationarphasen-induziert exprimiertt wbas GGDEF/EAL-Doménen-Protein
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YfgF Ubernimmt eine negative Funktion bei der aobhen Biofilmbildung und bei der
Antwort auf anaeroben Wasserstoffperoxid-Stressdiat al, 2010].

Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Langzeitgdzur Expression auf Festmedium
zeigen, dass das GgdiV unter diesen Bedingungen exprimiert wird (Datechhigezeigt).
Fur das degenerierte EAL-Domanen-Protein YdiV kerdds Weiteren durch Uberexpression
gezeigt werden, dass es eine negative Rolle bei Ktatrolle der Motilitdt spielt
[Wadaet al., 2012].

Fur das nicht exprimierte GGDEF-Domanen-Proteing ¥bllten weitere Untersuchungen
bezuglich seines Promotors durchgefiihrt werdenhAeine Kléarung, ob es ein Operon mit
dem davor liegendeyiliE bildet, ist notwendig. Fiur das ebenfalls nichtraxperten GGDEF-
Domanen-Protein YneF und das EAL-Domanen-ProteigGrsollten weitere Studien des
Promotors durchgefihrt werden. Mdglicherweise kamme Markierung des Proteins mit
einem speziellen Anhang, beispielsweise FLAG-Tagfséhluss lber die Expression geben.
Auch eine weiterfihrende Studie der Expression eiiter Kombination verschiedener
Wachstums- und Stressbedingungen konnten hier negitdufschluss tber die Funktion und
die Expression dieser GGDEF/EAL-Domé&nen-Proteirege

Insgesamt weist die vorliegende Studie zur Expoesand Funktion aller 29 GGDEF/EAL-
Domanen-Proteine ik. coli darauf hin, dass sie nicht nur zeitlich (durch dikerentielle
Regulation der Expression entlang der Wachstumshusondern auch funktional reguliert
sein mussen. Durch diesen Regulationsmechanismussismdglich, dass verschiedene
GGDEF/EAL-Systeme parallel prasent und aktiv in delte oder verschiedenen Regionen in
Biofilmen sind und spezifische Ziele bedienen kdnr®ikrokompartimentierung). Die
vorliegende Studie kann als Grundlage fur die Adrlshg weitere mdoglicher c-di-GMP-

Kontrollsysteme genutzt werden.
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5.2 Der Einfluss des degenerierten GGDEF/EAL-Domanen-

Proteins CsrD auf die Biofilmbildung

Die Expression des Biofilmregulators CsgD wirdEn coli durch zwei die zwei c-di-GMP-
Kontrollmodule YdaM/YciR und YegE/YhjH beeinflusgAbb. 4.5) [Pesaventet al, 2008;
Weberet al, 2006]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmatgegyt werden, dass auch das
GGDEF/EAL-Domanen-Protein CsrD einen positiven kigsg auf die Expression von CsgD
hat (Abb. 4.5). Da sowohl die GGDEF-, als auchkké¢_-Domane bei CsrD degeneriert sind,
kann eine Beteiligung am Umsatz des sekundarennBu# c-di-GMP weitestgehend
ausgeschlossen werden. Fir das GGDEF/EAL-DomaraeiRr CsrD konnte gezeigt
werden, dass es in der Lage ist, kleine RNAs zweérin CsrD stimuliert den RNase E-
abhangigen Abbau zweier kleiner RNAs, CsrB und CE@kBb. 4.8, Daten nicht gezeigt)
[Suzuki et al, 2006]. Die sSRNAs CsrB und CsrC sequestrierenRId8-bindende Protein
CsrA, welches auf posttranskriptionaler Ebene dipréssion des flagellaren
Masterregulators FIhDC aktiviert und die Expresgien Matrixkomponente PGA reprimiert.
Ubereinstimmend mit diesen Daten konnte in diesdreis gezeigt werden, dass CsrD am
prazisen Abschalten der FInDC Expression beim Utogggn die Stationarphase beteiligt ist
(Abb. 4.9). Das Abschalten von FInDC ist notwentiig die Induktion der Curli-Fimbrien
[Pesavent@t al.,2008].

5.2.1 Das degenerierte GGDEF/EAL-Doménen-Protein CsrD beeflusst
verschiedene kleine RNAs

Die komplexe Kontrolle dercsgDTranskription wird durch eine posttranskriptionale
Regulation durch kleine RNAs abgerundet. Bei degBEgegulierenden sRNAs handelt es
sich um dietrans-kodierte SRNAs RprA, OmrA, OmrB, McaS (Abb. 4.6)duGcvB. Alle
diese sRNAs binden an die 5 UTR desggD Transkripts und reprimieren so die Translation
von CsgD [Holmqvistet al, 2010; Thomasoret al, 2012; Jgrgensert al, 2012;
Mika et al, 2012]. Es bestand also die Hypothese, dass CsebDdine solche kleine RNA
die Curli-Fimbrien-Expression beeinflusst. Im Ralmmdieser Arbeit konnte allerdings
gezeigt werden, dass der Einfluss von CsrD aukdigression von CsgD zusatzlich zu dem
Effekt der kleinen regulatorischen RNAs OmrAB, M¢&$prA und ArcZ wirkt (Abb. 4.6).
Durch das enge Zusammenspiel der funf bisher bé&ankieinen RNAs (OmrA, OmrB,
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GcevB, McaS und RprA) bei der Regulation von Csgrké ein moéglicher Einfluss von
CsrD Uberdeckt worden sein. Die Deletion einer @imen sRNA in einem komplex
regulierten System hat meist keine Auswirkung. Bl $ei der Regulation der Quorum-
Sensing-Kaskade iXibrio Spezies vier bis funf homologe sRNAs beteilighé€eRepression
der Ziel-mRNA kann hier allerdings nur beobachtetrden, wenn alle beteiligten sSRNAs
deletiert sind [Lenzt al, 2004]. Auch fir den Wirkmechanismus von CsrDeist solches
Szenario denkbar. Durch weitere Mutationsanalysgmezielter Kombination der bekannten
sRNAs kann mdglicherweise der genaue Einfluss verDCGauf die Expression der Curli-
Fimbrien geklart werden.

Kleine regulatorische RNAs sind in vielen Bereichaetes Lebens beteiligt und
reprogrammieren die Proteinexpression bei Veramdgm der Umwelt oder unter
Stressbedingungen. Im Genom vB&n coli sind ungefahr 100 dieser Regulatoren kodiert
[Sharma & Vogel, 2009]. Digans-kodierten RNAs, die eine wichtige Rolle in diedebeit
spielen, werden meist nur unter sehr spezifischedifgungen induziert. Die Induktion
erfolgt entweder Uber eine erhdohte Expression ddber die Stabilisierung der sRNA. In
dieser Arbeit konnte mittels Northern Blot Analyseachgewiesen werden, dass CsrD neben
den kleinen RNAs des Csr-Systems weitere kleinelatgrische RNAs (ArcZ, OmrA, OmrB
und RprA) beeinflusst. Anders als bei CsrB und Cbeginflusst CsrD bei diesen kleinen
RNAs die Expression und nicht die Stabilitat (ABbz und 4.8). Mikaet al. (2012) konnten
zeigen, dass ein erhdhter Gehalt an RprA zu etagken Reduktion dezsgDmRNA fuhrt.
Somit konnten die besonders erhéhte RprA-Konzeatrain einem csrD-defizienten
Hintergrund (Abb. 4.7) eine Erklarung fir die Reperung der Expression der Curli-
Fimbrien sein. Des Weiteren scheint CsrD unter gietlesteten Bedingungen nicht Gber den
bekannten Mechanismus zusammen mit der RNase Eirkernw Die Daten dieser Arbeit
legen nahe, dass dieses Protein an der Kontrotlgedeiligen Signalkaskaden, die fir die
Expression der entsprechenden sRNA notwendig sietkiligt ist. Mdglicherweise kdnnen
durch CsrD auch verschiedene Signale integriert wadergeleitet werden, da die durch
CsrD vermittelten Veranderungen der zellularen Ri#zentrationen verschiedene sRNA
aus unterschiedlichen Stoffwechselwegen anspredbas. GGDEF/EAL-Domanen-Protein
CsrD kontrolliert moglicherweise also c-di-GMP-uhahgig global, durch das sRNA-
Netzwerk, die Regulation in der Zelle (Abb. 5.1).



Diskussion 143

5.2.2 Der Einfluss von CsrD auf das Rcs-Phosphorelay-Sysn

Eine Mutation in CsrD fluhrt unter allen getesteBsulingungen zu einem erhdhten zellularen
Gehalt an RprA, ohne dessen Stabilitat dabei zéndarn (Abb. 4.7 und 4.8). Ein weiteres
wichtiges Ziel dieser Arbeit war es, den EinflussnvCsrD auf die kleine RNA RprA
aufzuklaren. Die Expression der kleinen RNA RprAngtavom Rcs-Phosphorelay-System
[Majdalani et al, 2002]. Die Aktivierung oder Reprimierung der Igene des
Rcs-Phosphorelay-Systems  wird durch die Phospleouyly und Dimerisierung des
Responseregulators RcsB realisiert. RcsB kann dovatsy Homodimer als auch als
Heterodimer in phosphorylierter Form an die DNAden. Durch das RcsB-Homodimer
wird, unter anderem, die Expression rprA oderftsZ aktiviert. Die Heterodimerbildung aus
RcsA und RcsB ermdglicht unter anderem die Aktivigy der Expression der
Kapselsynthesegene und die Reprimierung der Expreskes flagellaren Masterregulators
FIhDC [Majdalaniet al, 2002]. Dieses unorthodoxe Zwei-Komponenten-3ysspielt eine
wichtige Rolle bei der Reifung von Biofilmen [Fares & Clarke, 2003]. Es ist bekannt, dass
hohe Osmolaritat, das Wachstum auf feuchten Olobidi und niedrige Temperaturen das
Rcs-Phosphorelay-System aktivieren [Majdalani &t€rnann, 2006].

Tschowriet al (2009) konnten zeigen, dass das degenerierte B#thanen-Protein YcgF
c-di-GMP-unabhangig, tber die Induktion der Expi@ssler kleinen Proteine YmgA und
YmgB, das Rcs-Phosphorelay-System aktiviert. Dietddlon des EAL-Domanen-Proteins
YcgF hat eine starke Induktion der Kapselsynthaseg@nukoider Phanotyp) zur Folge
[Tschowriet al., 2009]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werdlass ein weiteres
GGDEF/EAL-Domanen-Protein (CsrD) unabhangig voni-GMIP einen Einfluss auf das
Phosphorelay-System RcsCDB hat (Abb. 4.9). Fur &ogation incsrD konnte allerdings
unter den getesteten Bedingungen keine Induktianndekoiden Phanotyps nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Dies und die Untdrang der Rcs-Phosphorelay-System-
abhangigen Gene (Abb. 4.9) weisen darauf hin, d2g® anscheinend spezifisch das
Homodimer RcsB beeinflusst und lber einen anderesthisihhismus als YcgF auf das
Rcs-Phosphorelay-System wirkt.

Die hier ebenfalls beobachtete Inhibierung der Eggpion des flagellaren Masterregulators
FIhDC konnte durch eine Aktivierung des Rcs-Phosglay-Systems, durch ein Heterodimer
aus RcsB und RcsA erklart werden. Allerdings hé&itee Aktivierung des Heterodimers
RcsAB durch einesrD-Mutation einenstarkerenVerlust derflnDC-Transkription, wie bei

Francez-Charlogt al (2003) beobachtet, zur Folge. Des Weiteren lufi¢ie einen kompletten
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Verlust der Motilitat zur Folge. Dies konnte fimen csrD-defizienten Hintergrund nicht
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Ein Essfludes Csr-Systems ist somit
wahrscheinlicher. In einerosrD —defizienten Hintergrund werden die kleinen RNASTEC
und CsrC stabilisiert und dies hat eine erhdhteu8s&gierung von CsrA zur Folge.
Dementsprechend fehlt dhDC-mRNA die Stabilitats-gebende Funktion von CsrAe®i
erklart auch die leicht reduzierte Expression ViDC im csrD-defizienten Hintergrund
(Abb. 4.9).

Durch eine kombinierte Mutantenanalyse mit den Kongmten des Rcs-Phosphorelay-
Systems sollte geklart werden, an welcher Positlen Effekt von CsrD integriert wird
(Abb. 4.10). Diese Analyse weist daraufhin, daseDCepezifisch auf das Rcs-Phosphorelay-
System wirkt. Die Ergebnisse der StudienresG undrcsD-defizienten Hintergrund weisen
daraufhin, dass CsrD mdoglicherweise kreuzregulogerKinasen aktiviert, wenn der
Phosphattransfer innerhalb des Rcs-PhosphorelagiBygestort ist. Um welche es sich hier
handelt, kdnnte beispielsweise durch Transkriptomapsen geklart werden. Die dabei
auftretenden veranderten Gene konnten auf ein aadaveikomponenten-System hinweisen.
Durch die Deletion der AuRRenmembrankomponente RésiRen nur noch interne Signale in
das Rcs-Phosphorelay-System integriert werden (Dateht gezeigt). EinesrD-Mutation
hat keine Induktion der reduziertémExpression in einemcsFdefizienten Hintergrund
zur Folge (Abb. 4.11 D). Das Innenmembran-standiBesteins CsrD scheint also seine
Informationen an die AulRenmembrankomponenten Rcektemw zu leiten, um so das
Phosphorelay-System RcsCDB zu beeinflussen (Abb. ®as Rcs-Phosphorelay-System
kann durch verschiedene Antibiotika, niedrige Terapgen und hyperosmotische
Bedingungen aktiviert werden. Die Veranderungen d#usammensetzung der
AuBBenmembran und der Peptidoglykanschicht kann ddumch das Rcs-Phosphorelay-
System wahrgenommen werden [Venkateisal.,, 2010].

Fur einen Teil der kleinen RNAs (beispielsweise @mund OmrB), die durch CsrD
beeinflusst werden, konnte gezeigt werden, dassisen Einfluss auf die Zusammensetzung
der Aullenmembran haben (Abb. 5.1). Ein DrittelraleE. coli bekannten sRNAs ist in die
Regulation der AuBRenmembranproteine (OMPSs) invaifiéogel & Papenfort, 2006]. Die
Expression der OMPs ist stark von der Umwelt ablggingnd wird auf der
Transkriptionsebene komplex reguliert. Die Feintlhgng der Zusammensetzung der OM
Ubernehmen in vielen Enterobakterien die SRNAs. Ibgrweise beeinflusst also CsrD Uber
die Veranderung der Konzentration kleine RNAs inr d&elle die Homdoostase der

Komponenten der Zellhille und Ubt so Einfluss aag BRcs-Phosphorelay-System aus.
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Abb. 5.1: Zusammenfassendes Modell zur Regulatiorom degenerierten GGDEF/EAL-Domanen-Protein
CsrD und dem MreBCD-Komplex auf das Rcs-PhosphorelaSystem inEscherichia coli

In E. coli besteht das Rcs-Phosphorelay-System aus den KemigonRcsF, RcsC, RcsD und RcsB. Nachdem
dieses Phosphorelay-System lber die AuBenmembragumnte RcsF durch einen externen Stimulus (z. B.
Membranstress) aktiviert wurde, autophosphoryligth die Innenmembran-stédndige Hybrid-Sensorkinase
RcsC. Der Phosphattransfer (graue Pfeile) auf gtoplasmatischen Response Regulator RcsB erfolgyt diés
Innenmembran-standige Hpt-Protein RcsD. Die Phasfibaung von RcsB induziert seine Dimerisierunglun
RcsB kann als Transkriptionsfaktor aktiv werden.e Dnaktivierung dieses Systems erfolgt durch die
Phosphatase-Aktivitat von RcsC. Die, durch RcsBvagtte kleine RNA RprA ist unter anderem fiir die
Destabilisierung der mRNA vorsgD dem Masterregulator der Curli-Fimbrien, veranticin. Die 5° UTR der
csgDmRNA ist Ziel verschiedenster kleiner RNAs (z. BmrA, OmrB). Einige decsgDregulierenden sRNAs
werden durch das Innenmembran-sténdige, degeme@G&DEF/EAL-Domanen-Protein CsrD beeinflusst. Die,
durch dieses Protein beeinflussten, sRNA wirkenteunanderem, auch die Zusammensetzung der
AuRenmembran. CsrD inhibiert also vermutlich inkiiréber die SRNAs die Signalweiterleitung von ResF
das Rcs-Phosphorelay-System. Des Weiteren beeshftugch der MreBCD-Komplex, ein wichtiger Teil des
bakteriellen Zytoskeletts, das Rcs-Phosphorelayefydiber die AuBenmembrankomponente RcsF. Die Gene
dieses Komplexes sind il. colFGenom adjazent zu CsrD lokalisiert. Die Aktiviegudes Rcs-Phosphorelay-
Systems erfolgt hier moglicherweise durch den BEiflvon MreBCD auf die Peptidoglykan-Maschiner@vi¢
AuRenmembran, P: Peptidoglykanschicht, IM: Innenimam, OMP: Aul3enmembranproteine, P: Phosphat;
Pfeile: grau = Phosphattransfer, griin = RegulatiohTranskriptionsebene, blau = Regulation auf RE#ene,
schwarz = unbekannte Regulation) Weitere DetadlsesiText.
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5.2.3 Wirkung von CsrD auf die bakterielle Zellmorphologie

Das gramnegative Bakteriubn coliist ein gerades, zylindrisches Stabchen mit abgktien
Enden. Der Durchmesser betragt 1,1-1,5 und die &&)0-6,0 um. In einem definierten
Medium ist die Zellgréie und —zusammensetzung stgighend unabhangig von der
Wachstumstemperatur. Die Charakteristika der Zedlgreinen primar durch das Muster der
biochemischen Aktivitaten bedingt durch das Medsgibst festgelegt zu werden. Bei einer
gegebenen Temperatur ist die GroRe und Zusammengetter Zelle abhéngig von der
Wachstumsrate die durch das Medium vorgegebe&dstdechteet al, 195§.

Diffusion spielt ebenfalls eine wichtige Rolle gr Festlegung der Zellgrél3e. Zum einen
gibt die ZellgréRe vor, wie oft ein Kontakt mit exten Nahrstoffen zustande kommt, und
zum anderen limitiert die ZellgréRe die Rate, neit sich Proteine und Nahrstoffe in der Zelle
begegnen [Young, 2006]. Beveridge (1988) berechradss ein 50 kDa Protein in einem
typischen Stédbchenbakterium fiinf Sekunden bendugt, von einem Pol zu anderen zu
gelangen. Schulz und Jgrgensen (2001) kamen zwmeéimalichen Ergebnis. Diese Zeiten
verandern sich naturlich, wenn sich die Gro3e ddleZerandert. Und obwohl die generelle
Form eines Bakteriums gleich bleibend ist, so kdienZelllange und —breite als Antwort auf
die umgebenden Bedingungen stark variieren [Nedtleral, 1990].

In E. coli verdndert sich beispielsweise die ZellgroRe, meusth eine Verlangerung der
Zelle sichtbar, wenn Nahrstoffe im Uberschuss vodea sind[Donachieet al, 1989. In
dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dasscoliZellen mit einemcsrD-defizienten
Hintergrund in der exponentiellen und postexpomrdietn Phase des Wachstums verkirzt
vorliegen (Abb. 4.11). Diese Verkirzung kann mdughiaveise durch eine veranderte
Wahrnehmung der Nahrstoffe in der Umgebung erklggrden. CsrD ist Teil des
Csr-Systems und in eineosrD-defizienten Hintergrund werden die kleinen RNAsECand
CsrC stabilisiert. Dies hat eine vermehrte Seqieeatrig von CsrA zur Folge. CsrA, wurde
als wichtiger negativer Regulator der Glykogensgathund Aktivator der Gluconeogenese
entdeckt [Romeet al, 2003]. Die Veranderung des Csr-System in einesrD-defizienten
Hintergrund konnte also eine Erklarung fir die \nelérung der Zellgré3e sein.
Maglicherweise beeinflusst CsrD aber auch die &kion von FtsZ und FtsA. Diese Proteine
sind Teil des bakteriellen Zytoskeletts. Das ba&tier Tubulin-Homolog FtsZ koordiniert die
Zellteilung, das Wachstum und die ZellgrdRéwe & Amos, 1998] und assembliert an der
Stelle der Zellteilung zu einem zytokinetischen @inder Z-Ring genannt wird.
[Bi & Lutkenhaus, 1991, Mat al, 1996]. FtsZ kann so die Zellgrof3e kontrollierém.
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Komplexmedium konnten i&. coli Mutationen isoliert werden, die eine 20% Redukiien
ZellgroRe bei gleich bleibender Wachstumsrate aadem. Bei einer dieser Mutationen
handelt es sich um eine Erhdhung der Funktion {g&fnction) des Aktin-&hnliche
Zellteilungsproteins FtsA. Die Reduktion der Zelige ergab sich dabei aus einer erhdhten
Interaktion von FtsA und FtsZ, die eine erhohteedmitat des Z-Rings zur Folge hatte
[Geissler et al, 2007]. Zu Klarung, ob CsrD diesen Prozess bkgsf, konnten
mikroskopische Untersuchungen mit GFP-markiertandiren des Zytoskeletts durchgefihrt
werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen also daraufdass das degenerierte GGDEF/EAL-
Domanen-Protein CsrD, unabhangig von YcgF (Daterchtnigezeigt), auf das
Rcs-Phosphorelay-System wirkt. Die Inhibierung eégeSystem durch CsrD wird durch die
AulBenmembrankomponente RcsF realisiert. CsrD Haestf moglicherweise Uber seine
Verbindung zum Csr-System oder Uber weitere kI&NAs die Homoostase der Zellhille

und ist so c-di-GMP-unabhéangig an der KoordinierdagBiofilmentwicklung beteiligt.

5.2.4 Der Einfluss des Aktinhomologs MreB auf die Biofilnbildung von

Escherichia coli

Bakterien kommen in verschiedenen Formen wie Kugeth Stébchen, vor und kdnnen dabei
ein internes Volumen von ungefahr4bis 1Gum besitzen [Young, 2006]. Die Uniformitat
einer bakteriellen Spezies spricht fur einen rafud¥lechanismus zur Aufrechterhaltung
ihrer Form und GroéRRe [Typast al, 2011]. Ein Sakkulus aus Peptidoglykan bestimiasel
Zellform und vermittelt die notige Festigkeit, umerd osmotischen Verdnderungen
standzuhalten [Volimeet al, 2008]. Die Synthese und der Einbau von Peptydagl werden
durch spezielle Elemente des bakteriellen Zytosteelén verschiedenen Phasen des
Zellzykluses begleitet. Zuerst verlangern sich mymieilte Zellen mit Hilfe des Aktin-
Homologs MreB, welches die Stabchenform JBncoli bestimmt, durch den Einbau von
Peptidoglykan an verschiedenen Stellen der Zellw@etstreute Verlangerung). Spéater
akkumuliert das Tubulin-Homolog FtsZ, welches zua dellteilungsproteinen gehort, in der
Mitte der Zelle und leitet die Septumbildung einadDermdglicht die Zellteilung und die
Tochterzellabtrennung [Typa&s al., 2011].

Das Aktin-Homolog MreB wird von vielen Stabchensfigen Bakterien fur die
Verlangerung ihrer Peptidoglykanketten verwendaeB/bildet Filamente [Vatst al.,2009]

und interagiert mit den konservierten Innenmemhbmatemen MreC, MreD und RodZ
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[Kruse et al, 2005, Alyahyaet al, 2009]. Die MreB-Filamente werden Uber die Inkéicn
mit der zytoplasmatischen Domane von RodZ mit denehmembran verbunden
[van den Enet al, 2010]. Ursprunglich wurde angenommen, dass MiyBamische helikale
Strukturen entlang der gesamten Zelllange ausb[i@éti et al, 2004]. Jingere Studien
zeigen aber, dass MreB iB. coli und Bacillus subtillis kleine filamentése Komplexe
ausbildet, die sich dann entlang der Langsachsedmw|[Dominguez-Escobat al, 2011;
Garneret al, 2011]. Eine Verminderung von MreB fihrt dazusslalie Zellen sich nicht
mehr verlangern und als runde Zellen weiter exestie]Karczmareket al, 2007]. Eine
komplette Deletion von MreB ist allerdings lethdir £. coli Zellen [Kruseet al, 2005,
Wachi et al, 2006]. Die alleinige Uberexpression von MreBhiedert die Zellteilung und
fuhrt zu lang gestreckten Zellen [Kruse et al., JO0RIl diese Studien demonstrieren die
bedeutende Rolle dieses Proteins bei der Festledgmgellform.

Die Isolierung dercsrD::kan-Mutation hatte eine erhdhte Expression deeBCDOperons
(Abb. 4.12) zur Folge. Durch die Erh6hung dareBCD —Expression kam es zu einer
verstarkten Wirkung deesrD::kan-Mutation auf diecsgBExpression (Daten nicht gezeigt).
Die genaue Untersuchung des Einflusses von MreB@&D, die Expression der Curli-
Fimbrien (Abb. 4.13) zeigt klar, dass auch der MEEBKomplex, wie eine Mutation iosrD,
das Rcs-Phosphorelay-System aktiviert (Abb.4.14 419J. Die Aktivierung erfolgt dabei
ebenfalls Uber die AuRenmembrankomponente RcsF .(&bb), allerdings ohne eine
Veranderung der Zellform (Abb. 4.14).

Die Daten von van Teeffelest al. (2011) weisen daraufhin, dass die Peptidoglykahege-
Maschinerie die MreB-Filament-Bewegung an der Zigemamembran steuert. Die
Bewegungsgeschwindigkeit (und —richtung) der Peglykansynthese-Maschinerie ist die
gleiche wie die von MreB. Das Aktin-Homolog MreBt igalso entscheidend fir die
Formgebung der Zelle und rekrutiert und positianiatirekt oder indirekt die
Peptidoglykansynthese-Maschinerie. Fehlt aber @ntaufende Peptidoglykansynthese so
bewegt sich auch MreB nicht [Typast al, 2011]. Moglicherweise wird durch die
Uberexpression des gesamten MreBCD-Komplexes (ddiehcsrD::kan-Mutation oder
ektopisch vom Plasmid) (Abb. 4.14) die Geschwindigkoder die Richtung der
Peptidoglykansynthese-Maschinerie verandert. Eimgdnderte Geschwindigkeit dieser
Maschinerie kénnte maoglicherweise eine Aktivierudgs Rcs-Phosphorelay-Systems zur
Folge haben. Die TIRF Mikroskopie (total internaflection fluorescence microscopy), wie
sie von Garneet al (2011) und Dominguez-Escobetr al (2011) genutzt wurde, ware eine

Moglichkeit, um eine veranderte Peptidoglykan-Bewey durch die Uberexpression des
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MreBCD-Komplexes aufzudecken.

In E. coliwerden bei jeder Zellteilung 40 bis 50% des gesarfeptidoglykans entfernt. Die
|6slichen Fraktionen, die vom Sakkulus entfernt deer, konnen sehr effizient im
Peptidoglykan-Wiederverarbeitungs-Zyklus erneuedrden [Park & Uehara 2008]. Der
genaue Mechanismus zum Einbau neuer Glykanketteroch ungeklart. Es wird vermutet,
dass wahrend der Zellteilung neue Peptidverbindunger zwischen neu-synthetisierten
Ketten hergestellt werden. Ein Drittel der neueptalen Peptidoglykanketten wird entfernt
[Uehara & Park, 2008]. Das Modell ,drei fur einsbrv Holtje (1998) geht davon aus, dass
drei neue Ketten eingebaut und eine alte Ketteearitfvird. Durch die Uberexpression des
MreBCD-Komplexes kénnte es sein, dass die Zusametzumnsg der Peptidoglykan-Ketten
gestort ist und dass dies das Signal fir das RosgPlorelay-System ist. Eine Visualisierung
der Zellmaschinerie und der Ultrastrukturen in gbisdenen Mutanten-Hintergrtiinden durch
die Elektron-Cryo-Tomographie (ECT) konnten verdteleZusammensetzungen in der
Zellhille aufdecken.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmalzeigie werden, dass die beiden
benachbarten GenlocsrD und mreBCDin dem gramnegativen Bakteriugscherichia coli
das Phosphorelay-System RcsFCDB beeinflussen. Demaug Mechanismus des
unabhangigen Wirkens dieser beiden Komponentent&arioht geklart werden, aber sowohl
das Innenmembran-standige Protein CsrD, als auchindenmembran-assozierte Komplex
MreBCD wirken Uber die AuRenmembrankomponente R&&s Aktin-Homolog MreB
wirkt moglicherweise durch eine veranderte Pepligdansynthese-Maschinerie auf dieses
Zweikomponenten-System. Das degenerierte GGDEF/BAiénen-Protein CsrD hingegen
beeinflusst mdglicherweise durch die Veranderurgy@ehalts kleiner regulatorischer RNAs
die Zellgro3e und/oder die Zusammensetzung der AmBmbran und Ubt so einen Einfluss

auf das Rcs-Phosphorelay-System aus.
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5.3 Der Biofilmregulator CsgD und die kleine RNA RprA bhilden

ein gemeinsames Regulon

Zu Beginn dieser Arbeit war durch die Transkriptémalysen von S. Busse (2009) bekannt,
dass RprA und CsgD viele Gene gemeinsam, aber sinvegulieren. Zur weiteren
Charakterisierung dieses Regulons wurden kombeigrgésamtgenomische Mikroarray-
Analysen durchgefuhrt.

Mit Hilfe von einer Kombination aus ChIP- und Miamay-Analyse konnten
Ogasawarat al. (2011) mehr als 20 verschiedene Ziele fur Csgbtitizieren. Sie vermuten
fur CsgD eine duale Rolle bei der Forderung derfiBibildung und der Inhibierung der
Flagellenproduktion. Die in dieser Arbeit erhaltendsene, die durch CsgD reguliert werden
(Abb. 4.15), weisen in dieselbe Richtung. Die Deganz zwischen den erhaltenen Zielgene
von CsgD konnte durch die Verwendung unterschibedlicLaborwildtyp-Stamme erklart
werden. Wahrend fur die Versuche dieser Arbeit Hercoli K-12Stamm W3110 als
Grundlage diente, verwendeten Ogasawataal. (2011) den Stamm BW25113. Die
unterschiedliche Regulation des Ubergangs von datilen in die sessile Phase erklaren
maoglicherweise auch das Auftreten unterschiedlidBene bei der Regulation der CsgD-
abhangigen Biofilmbildung.

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen CsgD-regeiieGene kdnnen in drei verschiedene
Gruppen eingeteilt werden, die je ein spezifiscRegulationsmuster reprasentieren. In
Gruppe | gehoren all die Gene, die RprA-unabhangigh CsgD reguliert sind. Die Gene
dieser Gruppe werden alle positiv durch CsgD regulin diese Gruppe lassen sich die Curli-
Struktur- und Transportproteine einordnen. Die sveGruppe setzt sich aus Genen
zusammen, die durch CsgD und RprA reguliert werdendieser Gruppe gehoren flagellare
und chemotaktische Gene. Sie werden eindeutig RpeA, und vermutlich indirekt durch
CsgD, reguliert. Diese Gruppe reprasentiert diehtige Rolle dieser beiden Komponenten
bei der Umschaltung von der motilen in die sedséleensphase. Die dritte und letzte Gruppe
umfasst schlie3lich Gene, die ausschliellichrpmA-defizienten Hintergrund durch CsgD
reguliert werden. Die Gene dieser Gruppe werden, die¢ Gene der ersten Gruppe positiv
durch CsgD reguliert. Die Gene dieser Gruppe werdéglicherweise durch andere kleine
RNAs reguliert. Da die Bindestelle von RprA in &&¢rJTR dercsgDmRNA auch von den
sRNAs Mca$S und GcvB erkannt wird [Vogel & Boehm12]) kann in der Abwesenheit von

RprA diecsgDmRNA von einer anderen sRNAs gebunden werden. Kiieate den Einfluss
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auf die Genexpression unter diesen Bedingungerirerkl Da zu dieser Gruppe auch Gene
des Propionat-Metabolismus zahlen, wird die Annghdass weitere sSRNAs beteiligt sind,
bestétigt. Dabei kbnnte es sich um sRNAs handeéneohe regulatorische Funktion beim
Stoffwechsel haben, wie CsrB und CsrC (Glykolysed u@luconeogenese), GcvB
(Aminosaurestoffwechsel) oder McaS (PGA-Syntheseé). die genaue Aufklarung sind

weitere Transkriptom-Analysen notwendig.

5.3.1 Die duale Regulation durchcsgDmRNA und CsgD Protein

Durch die gesamtgenomische Mikroarray-Analyse zugDCsim Wildtyp- oder
rprA-defizienten Hintergrund konnte gezeigt werden,sd&sgD unabhangig von RprA
agieren kann. Ob diese Gene direkt vom CsgD-Prabiréngen, sollte durch eine weitere
Transkriptom-Analyse mit von seinem Promotor undinee 5’UTR, unabh&ngig
Uberexprimiertem CsgD gezeigt werden. Diese Analysede zusatzlich inmrprA- und
csgDdefizienten Hintergrund durchgefiihrt, um evenwéflreuzreaktionen zu vermeiden.
Die Ergebnisse zeigen klar, dass Gene sowohl ddashCsgD-Protein, als auch durch die
csgDMRNA (Abb. 4.16) reguliert werden.

Zu den Genen, die durch das CsgD-Protein reguiverden, gehoren unter anderem, die
schon bekannten CsgD-ZietsgBACund yaiC. Bei allen in dieser Arbeit durchgefuhrten
gesamtgenomischen Mikroarray-Analysen zum RprAgOEKontrollnetzwerk stelltsgAein
besonderes Gen dar. Normalerweise zeigen Genejndiginem gemeinsamen Operon
strukturiert sind, unterschiedliche Signale in d&kroarray-Analysen. Das erste Gen liefert
normalerweise das starkste Signal und die folgen@ame eher geringere Signale
(AG Hengge, unverdéffentlicht). Fir dasgBACGOperon scheint diese nicht der Fall zu sein.
Das sgAGen zeigt durchgehend eine starkere Antwort adsellste Gen des OperorsgB
Maglicherweise unterliegtsgAeiner doppelten Regulation einmal durch den Promadés
Operons uber CsgD und zum anderen eine Regulatibnm&®NA-Ebene durch RprA
(Anhang Tab. A1, A2, A4, A5, A6). Ein weitere Hinweauf diese additive Wirkung ao$gA
tritt bei der Analyse mit dem ektopisch exprimiarteCsgD-Protein imrprA- und
csgDdefizienten Hintergrund auf, denn hier ist keintéfachied bei der Antwort voosgB
undcsgAfeststellbar (Anhang Tab. A3).

Auch das GeryaiC stellt einen besonderen Kandidaten dar. Dieses Keante den bisher
durchgefuhrten gesamtgenomischen Mikroarray-Analysigeht als durch CsgD reguliert

nachgewiesen werden. Die hier durchgefuhrten Trgskn-Analysen legen die Vermutung
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nahe, dasgaiC zum einen direkt durch das CsgD-Protein und zudewen indirekt tber die
csgDMRNA reguliert wird. YaiC kann also erst richtig der Abwesenheit desgDmRNA
und der gleichzeitigen Anwesenheit des CsgD-Prste@xprimiert werden. Durch diese
komplexe Regulation wird moglicherweise einer \vdrfen Cellulose-Produktion
entgegengewirkt. Welche kleine RNA an dagD Transkript und dieyaiC-mRNA bindet
und diese kontrolliert muss noch geklart werden.

Das Auftreten weitere Gene unter den gewahlten rigeoigen, die in der Analyse der
Mutanten nicht vertreten sind, kann zum einen dudoh zeitliche Verschiebung der
Probennahme und zum anderen durch Erh6hung des-Rsg€ingehalts in der Zelle erklart
werden. Die Transkriptom-Analysen zu CsgD iosgD- und/oder rprA-defizienten
Hintergrund wurden in der Stationarphase durchgefiihd die mit dem Uberexprimierten
CsgD wurden friher, beim Ubergang in die Statiohédse, bearbeitet. Die zeitliche
Verschiebung ergab sich durch die Ergebnisse deloDiarbeit von S. Donath (2010), die
daraufhin wiesen, dass das CsgD-Regulon zum Zditputes Ubergangs in die
Stationarphase, vollstandig aktiv ist.

Zu den Genen, die durch desgDmRNA reguliert werden, gehéren unter anderem der
flagellare Gene und TranskriptionsfaktpibjK. Diese Gene werden vermutlich durch die
kleinen RNAs, die an diesgDmRNA binden, reguliert.

Die Daten dieser Arbeit zeigen also, dassasigD-mRNA zum einen ,wie ein Schwamm®*
kleine RNAs abfangt und diese so reguliert und zamderen dass das CsgD-Protein als

Transkriptionsfaktor aktiv ist.

5.3.2 Weitere Zielgene der kleinen RNA RprA

Ein weiterer wichtiger Schwerpunkt dieser Arbeitrves, herauszufinden, ob RprA noch
weitere Ziele neben RpoS [Majdalagti al, 2002] und CsgD [Mikaet al, 2012] hat. Die

Transkriptom-Analyse des RprA-Regulons zu defieierZeitpunkten des Wachstums zeigt,
dass RprA unabhéngig von CsgD weitere Gene bessiflifAbb. 4.18). Unter Bedingungen
unter denen beispielsweise das Rcs-PhosphoreldgiBysktiviert wird, welches die

Expression der kleinen RNA RprA induziert, kbnnieeeschnelle Reprimierung von CsgD
notwendig sein. Anschliel3end kdnnten dann weiteeée flurch RprA bedient werden. Hier
wirken RcsAB und die kleine RNA RprA dann zusammam, die Expression von CsgD zu
inhibieren. Auch die Wachstumsphasper se scheinen einen wichtigen Einfluss auf die

Regulation dieses Systems zu haben. So stabilifliprA den Stresssigmafaktor RpoS
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[Majdalani et al, 2001] und dieser aktiviert dann beim Uberganglian Stationarphase die
Transkription voncsgD [Weber et al, 2006]. Die Beobachtung, dass spéater in der
Stationarphase diecsgD Transkription wieder nach lasst (verminderte RNA&fden,
Abb. 4.18) fiuhrten zu der Annahme, dass RprA udiesen Bedingungen weitere Ziele
regulieren koénnte. Die Transkriptom-Analyse in despaten Stationérphase
(ODs7snm4 plus 5 Stunden) zeigt, dass viele der hieretisirert aufgetretenen Gene auch bei
der Analyse des RprA-Regulons von S. Busse (2088Ajeten sind (Tab. 4.1 und 4.2). Diese
Ergebnisse sind ein weiteres Beispiel fur wichtRygle des Rcs-Phosphorelay-Systems bei
der Reifung des Biofilms.

Die gesamtgenomischen Mikroarray-Analysen zum gesagnen Regulon von CsgD und
RprA weisen insgesamt daraufhin, dass nicht nun&&NAs eine wichtige regulatorische
Funktion als RNA Ubernehmen. Die Daten zeigen, dhsssgDmRNA wahrscheinlich
kleine RNAs sequestriert und damit eine duale @gulche Funktion austbt: direkt als

csgD-mRNA sowie als dann translatiertes CsgD-Pmatad Transkriptionsfaktor.

5.3.3 die c-di-GMP-Kontrollmodule YdaM/YciR und YegE/YhjH

Zu Beginn dieser Arbeit war durch die Studien voes&entoet al (2008) und
Weber et al (2006) bekannt, dass die Transkription vesgD durch zwei c-di-GMP-
Kontrollmodule reguliert wird. Zum einen durch dsehr spezifisch wirkende YdaM/YciR-
System und zum anderen das global wirkende YegBE~8yjstem. Durch gesamtgenomische
Mikroarray-Analysen sollte in dieser Arbeit gekl&rerden, ob zum einen das YdaM/YciR-
System neben CsgD (Webstral, 2006) noch weitere Ziele besitzt und zum andesaiche
anderen Ziele das global wirkende YegE/YhjH-Systeraben CsgD und der flagellaren
Bremse YcgR (Pesaventt al, 2008) hat. Die Analyse des YdaM/YciR-Systemsgyizei
eindeutig, dass CsgD das einzige Ziel fur durchMdmd YciR kontrolliertes c-di-GMP ist
(Tabelle 4.3). Das YdaM/YciR-Kontrollmodul wirktsd sehr spezifisch. Die Analyse des
YegE/YhjH-Systems bestétigt die Annahme, dass netaiien Zielen und CsgD auch noch
weitere Gene kontrolliert werden. Dieses c-di-GMéakollmodul wirkt also global.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass wedscte c-di-GMP-Kontrollmodule
unterschiedliche Aufgaben in der Zelle Ubernehmiem® Transkriptionsanalysen zu den
beiden c-di-GMP-Kontrollmodulen YdaM/YciR und YedtjH sind ein weiterer Hinweis
daflr, dass es innerhalb der Zelle verschiedeneGMP-Kompartimente geben muss.

Weitere Analysen sind notwendig, um das gesamieGMP-Netzwerk besser zu verstehen.
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7. Anhang

7.1 Scatterplots und Tabellen der differenziell reglierten Gene der CsgD-Mikroarrays
Die mindestens zweifach regulierten Gene sind in &eatterplots grin dargestellt und in den
folgenden Tabellen aufgefihrt.

Arraybedingungen: LB, 28°C ODBgyn4.0

=
=

60 | csgD

@l csgb

WT

Tabelle A1: Wildtyp vs. csgD2-Mutante
Mittelwerte der Ratio der Gene, die mindestensfalchi differenziell reguliert in beiden Mikroarrayralysen
(dargestellt durch Scatterplot A und B, oben)

b-
Name |Nummer | Ratio Beschreibung
negative reguliert durch CsgD
flgM b1071 0,33 anti-FIliA (anti-sigma) factor

fliA bh1922 0,32 flagellar biosynthesis; alternative sifactor 28; regulation of flagellar operons
fliC b1923 0,30 flagellin, filament structural protein

cytoplasmic, substrate-specific chaperones of khgeflar export system; chaperone ffor
flis b1925 0,29 FliC or flagellin

malK | b4035 0,30 ATP-binding component of transport sysker maltose

tar bh1886 0,30 methyl-accepting chemotaxis proteiadpartate sensor receptor
trg bh1421 0,32 methyl-accepting chemotaxis proteirritlpose sensor receptor
positiv reguliert durch CsgD
artQ b0862 21,24 | arginine 3rd transport system permgsein
csgA | b1042 321,4 | curlin major subunit CsgA

csgB | b1041 211,3 minor curlin subunit precursor, nudeat
csgC | b1043 12,44 | putative curli production protein
csgD | b1040 39,04 | 2-component transcriptional regulato2hd curli operon

csgE | b1039 3,93 curli production assembly/transport congnt

csgF | b1038 4,20 act in conjunction with CsgB to initiatelcsubunit polymerisation

csgG | b1037 5,11 form the secretion channel for curliusits

ftsw | b0089 10,26 | cell division; membrane protein invdive shape determination

gatB | b2093 4,25 galactitol-specific enzyme |I1B of phodpansferase system

mdIB | b0449 4,74 putative ATP-binding component of agpamt system

mnmA | b1133 40,36 | tRNA-specific 2-thiouridylase,

mnmG | b3741 4,22 protein involved in a tRNA modificatioatipway

nagE |b0679 5,32 PTS system, N-acetylglucosamine-spesifayme [IABC

putP | b1015 6,77 major sodium/proline symporter

rluC b1086 3,07 23S rRNA pseudouridine synthase

sfsB h3188 3,51 regulatory factor of maltose metabolisimjlar to Ner repressor protein of phage Mu
ssuA | b0936 3,57 periplasmic substrate-binding componétite alkanesulfonate ABC transporter
tolR b0738 184,1 | putative inner membrane protein, tand@pendent uptake of group A colicins
wcal | b2050 36,24 | putative colanic biosynthesis glyctsyisferase

ycdF | b1005 12,42 | phantomgene

yceA |bl1l055 3,76 orf, hypothetical protein

ycfT b1115 8,75 putative transporter

yeil b2160 3,87 putative kinase

ymfE | b1138 40,39 | el4 prophage; predicted inner memipaniein,
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7.2 Scatterplots und Tabellen der differenziell reglierten Gene der CsgD-Mikroarrays
im rprA-defizienten-Hintergrund

Die mindestens zweifach regulierten Gene sind mSleatterplots grin dargestellt und in den
folgenden Tabellen aufgefthrt.

Arraybedingungen: LB, 28°C OB7gmn4.0

A B

| rprA-
o rprA csgD-

rprA csgD- rprA-

Tabelle A2: Wildtyp vs. csgD2Mutante (im rprA-defizienten Hintergrund)
Mittelwerte der Ratio der Gene, die mindestensfalchi differenziell reguliert in beiden Mikroarrayralysen
(dargestellt durch Scatterplot A und B, oben)

Name | b-NummefRatio | Beschreibung

positiv durch CsgD reguliert

artQ | b0862 65,41 | arginine 3rd transport system permgadein
biocA |b0774 12,66 | 7,8-diaminopelargonic acid synthetase
CSgA | b1042 801,24| curlin major subunit CsgA

csgB | b1041 580,82 minor curlin subunit precursor, nucieaimilar ro CsgA
csgC [ b1043 7,85 putative curli production protein
csgD | b1040 11,88 | 2-component transcriptional regulato2hd curli operon

csgF | b1038 4,73 curli production assembly/transport comemnt
csgG | b1037 3,60 form the secretion channel for curliustits
2-0xo-3-deoxygalactonate 6-phosphate aldolase aaldctgnate
dgoA [ b3692 4,09 |dehydratase

ftsW | b0089 16,29 | cell division; membrane protein invdlite shape determination
mnmA | b1133 25,09 | tRNA-specific 2-thiouridylase,

prpB [ b0331 3,22 2-methylisocitrate lyase, propionateatmatism

prpC | b0333 12,96 | methylcitrate synthase; propionate Inoditan

prpE | b0335 4,23 putative propionyl-CoA synthetase

sthA | b3962 5,45 pyridine nucleotide transhydrogenase

putative inner membrane protein, involved in theBendependent
tolR b0738 364,26/ uptake of group A colicins

wcal | b2050 44,19 | putative colanic biosynthesis glyctisyisferase
yaaX |b0005 3,69 orf, hypothetical protein

ybjK | b0846 20,93 | putative DEOR-type transcriptional tatgu

yeil b2160 5,52 putative kinase; yeil

yihV | b3883 5,64 putative kinase; yihV

ymfE |b1138 121,19| el4 prophage; predicted inner memhmasiein,

1%
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7.3 Scatterplots und Tabellen der differenziell reglierten Gene der pCsgD-Mikroarrays

Die mindestens zweifach regulierten Gene sind m$eatterplots grin dargestellt und in den
folgenden Tabellen aufgefihrt.

Arraybedingungen: LB, 28°C ODRy7smn3.0 (uninduziert)

A B

o =

o

o

[e]

T

5 z

o o

< <@

= =@

7 | rprA csgD-| 45 rprA csgD-
pCsgD(ORF) pRH8000

Tabelle A3: pCsgD vs. pRH800 (im RprA- und CsgD-défienten Hintergrund)
Mittelwerte der Ratio der Gene, die mindestensfalcéai differenziell reguliert in beiden Mikroarrayralysen
(dargestellt durch Scatterplot A und B, oben)

Name [ b-Nummerrf Ratio | Beschreibung
durch csgD positiv reguliert
b1030 |b1030 3.975 phantom gene
bioA |b0774 3.354 7,8-diaminopelargonic acid synthetase
CsgA | b1042 138.724| curlin major subunit CsgA
csgB | bl1041 144.811| minor curlin subunit precursor, samib CsgA
csgC | b1043 6.715 putative curli production protein
putative 2-component transcriptional regulator famd curli
csgD | b1040 35.651 |operon
fadJ b2341 3.761 FadJ component of anaerobic fatty@aghtion complex
mnmA | b1133 7.796 tRNA (5-methylaminomethyl-2-thiouridg@amethyltransferase
purM | b2499 5.327 phosphoribosylaminoimidazole syntheta&#R synthetase
periplasmic substrate-binding component of the redkalfonate
SsuA | b0936 3.152 | ABC transporter
putative inner membrane protein, involved in thenBg
tolR b0738 31.913 |independent uptake of group A colicins
wcal [ b2050 5.116 putative colanic biosynthesis glyctisyisferase
yaiC
(adrA) | b0385 7.901 Diguanylate cyclase
ycdF | b1005 11.718 | phantomgene overlaps with ymdF
yceA |bl1l055 6.818 orf, hypothetical protein
ycfQ |bl1111 3.190 orf, hypothetical protein
ycfT  |b1115 8.677 orf, hypothetical protein
yciG | b1259 6.103 orf, hypothetical protein
yeil b2160 5.424 putative kinase
ymfE |b1138 41.004 | orf, hypothetical protein
ymfT |b1146 3.493 E14 prophage; predicted DNA-bindinggcaiptional regulator
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7.4 Scatterplots und Tabellen der differenziell reglierten Gene der RprA-Mikroarrays
bei OD2.0

Die mindestens zweifach regulierten Gene sind mSleatterplots grin dargestellt und in den
folgenden Tabellen aufgefthrt.

Arraybedingungen: LB, 28°C ORQy7gmn2.0

A B

< -
o =
25 | WT 35 | rprA-

Tabelle A4: Wildtyp vs. RprA-Mutante bei ODs7g,m 2.0

Mittelwerte der Ratio der Gene, die mindestensfalchi differenziell reguliert in beiden Mikroarrayralysen
(dargestellt durch Scatterplot A und B, oben)

Name | id | Mittelwert | Description

positiv reguliert durch RprA

paaA b1388 | 3,889 ring 1,2-phenylacetyl-CoA epoxidasenoaxygenase subunit
paaB b1389 | 3,027 ring 1,2-phenylacetyl-CoA epoxidaseusiib

paaC b1390 | 4,294 ring 1,2-phenylacetyl-CoA epoxidaseicstiral subunit

paaD b1391 | 3,950 phenylacetate degradation protein

7.5 Scatterplots der differenziell regulierten Gena@ler RprA-Mikroarrays bei OD4.0
Die mindestens zweifach regulierten Gene sind m$keatterplots griin dargestellt.

Arraybedingungen: LB, 28°C ODRy7gmn4.0

A | B

< -
o =
32| WT 33| rprA-

Beim Vergleich beider Arrays beziglich ihrer difaeiert regulierten Gene bleiben keine
Gene Uubrig.
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7.6 Scatterplots und Tabellen der differenziell reglierten Gene der RprA-Mikroarrays
bei OD4 + 5h

Die mindestens zweifach regulierten Gene sind mSleatterplots grin dargestellt und in den
folgenden Tabellen aufgefthrt.

Arraybedingungen: LB, 28°C OB7gmn4 + 5h

A . B ¢

rprA-

WT

N

WT 35 | rprA- 6 WT

o W rprA_

Tabelle A5: Wildtyp vs. rprA-Mutante bei ODs7gnm 4.0 + 5h
Mittelwerte der Ratio der Gene, die mindestensfalcéi differenziell reguliert in beiden Mikroarrayralysen
(dargestellt durch Scatterplot A, B und C, oben)

Name | b-Nummer | Ratid Beschreibung
negativ durch RprA
CSgA | b1042 0,184| curlin major subunit CsgA; csgA
csgB [b1041 0,293| minor curlin subunit precursor, simitaCsgA; csgB
putative inner membrane protein, involved in theBlendependent
tolR b0738 0,298| uptake of group A colicins; tolR
positiv durch RprA
fryB b2387 3,065| predicted enzyme IIB component of PTS
kbaz
(agazZ) | b3132 3,500| putative tagatose 6-phosphate kinasgaZ,
lar b1348 3,911| restriction alleviation and modificatenhancement; lar
pdxY |b1636 3,650| pyridoxal kinase 2 / pyridoxine kingsdxY
ycbS | b0940 3,705| putative outer membrane usher progebs
ydiO | b1695 3,009| putative oxidoreductase; b1695predmtgt CoA dehydrogenase
yfeA | b2395 4,791 predicted diguanylate cyclase
yfiM b2629 3,046| orf, hypothetical protein; yfiM
yidZ |b3711 4,057| putative transcriptional regulator LYiSRe; yidZ
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7.7 Scatterplots und Tabellen der differenziell reglierten Gene der RprA-Mikroarrays
in der csgD-Mutante

Die mindestens zweifach regulierten Gene sind mSleatterplots griin dargestellt und in den
folgenden Tabellen aufgefthrt.

Arraybedingungen: LB, 28°C ORQy7gmn4.0

A . B

| rprA csgD-
©| csgD-

csgD- rprA csgD-

Tabelle A6: Wildtyp vs. rprA-Mutante im csgD-defizienten Hintergrund
Mittelwerte der Ratio der Gene, die mindestens faghi differenziell reguliert in beiden Mikroarrayralysen
(dargestellt durch Scatterplot A und B, oben)

Name| b-NummefRatio | Beschreibung

durch RprA positiv reguliert (CsgD unabhangig)

flgC | bl074 2,417| flagellar biosynthesis, cell-proximaitipn of basal-body rod; flgC
flgD | b1075 2,644 | flagellar biosynthesis, initiation obk assembly; flgD

gatD |b2091 2,835| Galactitol-1-phosphate dehydrogenad®; g

-Methylcitrate synthase; propionate catabolism anethlycitrate
cycle, characterized primarily in Salmonella; Regezl during biofiln
formation. Crp regulon. N-terminal protein sequegcdf mature Prp(
indicated that the first 17 aa were removed, alghotinis could be th
prpC | b0333 3,0606result of proteolysis during protein purificatidRatton, 1993); prpC
tdcC |b3116 2,7047anaerobically inducible L-threonine, L-serine peases tdcC

yadl |b0129 3,3515putative PTS enzyme |l B component; yadl

ybgO |b0716 2,8915%Fimbrial protein, function unknown; ybgO

U=

D
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7.8 Scatterplots der differenziell regulierten Genaler Mikroarrays bei ODs7gmn 4.0 im
Vergleich zu ODs7gmn4.0+5h0

Die mindestens zweifach regulierten Gene sind m$keatterplots griin dargestellt.

Arraybedingungen: LB, 28°C ORQy7gmn4.0/4.0 + 5h

A B C

o

OoD4
OD4+5h
OoD4
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7.9 Scatterplots der differenziell regulierten Geneder Mikroarrays bei den YdaM-
Arrays

Die mindestens zweifach regulierten Gene sind mS$leatterplots grin dargestellt und in den
folgenden Tabellen aufgefthrt.

Arraybedingungen: LB, 28°C ORQy7gmn4.0
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7.10 Scatterplots der differenziell regulierten Gea der YdaM-Mikroarrays im rprA-

und csgDdefizienten Hintergrund

Die mindestens zweifach regulierten Gene sind m$keatterplots griin dargestellt.

Arraybedingungen: LB, 28°C OR7gmn4.0
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Beim Vergleich beider Arrays beziglich ihrer difaeiert regulierten Gene bleiben keine

Gene Uubrig.

7.10 Scatterplots der differenziell regulierten Gea der YegE-Mikroarrays im csgD

defizienten Hintergrund

Die mindestens zweifach regulierten Gene sind m$keatterplots griin dargestellt.

Arraybedingungen: LB, 28°C OR7gmn4.0
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7.11 Scatterplots der differenziell regulierten Gea der YegE-Mikroarrays im csgD und
rprA-defizienten Hintergrund

Die mindestens zweifach regulierten Gene sind m$keatterplots griin dargestellt.

Arraybedingungen: LB, 28°C Omn4.0
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