Regulationsmechanismen der Saurestressantwort
von Escherichia coli auf transkriptionaler,
posttranskriptionaler und proteolytischer Ebene und

ihre Rolle in der Kinetik des Systemes

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)

eingereicht am Fachbereich Biologie, Chemie, Pharmazie

der Freien Universitat Berlin

vorgelegt von

Johanna Heuveling

Juni 2008



Diese Arbeit entstand in der Zeit zwischen Mérz 2003 und Februar 2008 in der

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Regine Hengge an der Freien Universitit Berlin

1. Gutachter: Prof. Dr. Regine Hengge

2. Gutachter: Prof. Dr. Kiirsad Turgay

Tag der Disputation:

4. September 2008



Teil dieser Arbeit sind in folgenden Verdffentlichungen enthalten:

Weber H., Polen T., Heuveling J., Wendisch V., Hengge R. (2005): Genome-Wide
Analysis of the General Stress Response Network in Escherichia coli: 6°-Dependent Genes,

Promoters, and Sigma Factor Selectivity, Journal of Bacteriology 187: 1591-1603.

Heuveling J., Possling A., Hengge R. (2008): A role for Lon protease in the control of acid
resistance genes of Escherichia coli, Molecular Microbiology 69(2): 534-47



Danksagungen

Grosser Dank gilt Regine fiir das spannende Thema, das im Laufe der Arbeit immer
spannender wurde und fiir die gute Unterstiitzung durch stdndigen und immer wieder frischen
geistigen Input und Austausch.

Kiirsad danke ich fiir die grosse Hilfsbereitschaft, vor allem, was die Aufklirung
biochemischer Sachverhalte angeht, aber auch fiir die guten Ideen in allen anderen
Fragestellungen und fiir das Begutachten der Arbeit.

Allen der Arbeitsgruppe (das waren so viel im Laufe der Jahre, dass ich unmdglich jeden
aufzidhlen kann) mochte ich danken, weil jeder immer gerne zu einem wissenschaftlichen
Austausch, Losungsfindung, praktischen Nachfragen bereit war. Es war immer eine sehr
hilfsbereite und offene Atmosphire, die ich sehr vermissen werde.

Dank an Kuni und Christina fiir die schone und erfrischende Laboratmosphére und die grosse
Toleranz, wenn ich zum Beispiel wieder einmal ohne aufzurdumen schnell losrennen musste.

Dank auch an Fr. Wedel, die in der schwierigen Biirokratie dann doch immer wieder einen
Ausweg fand und dazu noch so leckeres Essen aller Art fiir die Feierlichkeiten machen
konnte.

Danke, Bruder Daniel, fiir das Redigieren der Arbeit!

Dann gibt es eine lange Liste der Helfer, ohne die diese Arbeit bestimmt nicht fertig
geworden wére: Lothar, der meinen Fiat Punto durch dreimaliges Auseinanderbauen des
Motors in der heissen Phase am Laufen gehalten hat, meine Mutter, die mir mit
Finanzspritzen geholfen hat, mein Vater, der sehr bereitwillig Auto und alle mdglichen
Hilfestellungen gab, Rud, der die Kinder auch mal ein paar Tage linger zu sich nahm, und
alle, die mir auf der einen Seite den Riicken frei hielten, mich aber auch manchmal auf andere
Gedanken brachten, wenn ich zu sehr versank in der Welt der Molekiile.

Und ich bedanke mich bei Lukas und Mathis, dass sie so geduldig waren ("Mama, hast Du
heute nach Deinem Doktor gefragt?").



0100 0VOE €10Vl

Ich weil3, daf3 ich nichts weil}

Sokrates (469 bis 399 v.Chr.)



Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis
Tabellenverzeichnis
Abkiirzungsverzeichnis

1. Zusammenfassung/Summary
2. Einleitung

2.1 Genregulation bei Escherichia coli zum Uberleben bei wechselnden
Umweltbedingungen

2.1.1 Lebensrdume und Fahigkeiten von Escherichia coli

2.1.2 Transkriptionsregulation

2.1.2.1 Sigmafaktoren in Escherichia coli

2.1.2.2 Regulation durch globale und spezifische Transkriptionsfaktoren
2.1.2.3 Transkriptionsregulationsnetzwerke: Motive und Module

2.1.3 Kleine RNAs und Regulation auf mRNA Ebene

2.1.3.1 Kontrolle der mRNA Stabilitdt

2.1.3.2 Kontrolle der Translation

2.1.4 Proteolyse als Regulationsmechanismus

2.1.4.1 Clp und Lon Proteasen: Struktur und Rolle in der Regulation
2.1.4.2 Substratspezifizierung durch Clp und Lon

2.1.4.3 Signaltransduktion in die Proteolyse-vermittelte Genregulation
2.2 Siurestress und das Siduretoleranzsystem von Escherichia coli
2.2.1 Die Biochemie des Séurestresses

2.2.2 Strategien von Escherichia coli

2.2.3 Regulatorisches Netzwerk des Glutamat-abhingigen Séauretoleranzsystemes
2.3 Zielsetzung

3. Material und Methoden

3.1 Grundlagen und allgemeine Methoden
3.1.1 Medien und Kultivierung

3.1.2 Stammhaltung
3.1.4 Plasmid-Transformation

3.1.5 P1-Transduktion zur Herstellung von Mutanten

VII

VIII

10

13

14

15

16

18

19

22

24

25

26

28

33

34

34

34

34

34

35



3.2 DNA-Analytik

3.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.2.3 Préparation von Plasmid-DNA

3.2.4 Klonierung

3.2.4.1 Restriktionsverdau, Ligation

3.2.4.2 Herstellung kompetenter Zellen, Elektroporation

3.2.4.3 Plasmidpréparation, Sequenzierung

3.2.4.4 Plasmidklonierungen von gadE, gad W und ydeO zur Analyse
3.2.4.5 GFP-Klonierungen

3.3 RNA-Analytik

3.3.1 RNA-Préparation

3.3.1.1 Zellernte

3.3.1.2 RNA-Aufreinigung

3.3.1.3 RNA-Konzentrationsbestimmung und -Qualitdtskontrolle
3.3.2 Microarray-Technik

3.3.2.1 Reverse Transkription mit fluoreszierenden Nukleotiden (,,Labeling*)
3.3.2.2 Uberpriifung der Labeling-Effizienz

3.3.2.3 Hybridisierung, Detektion und Auswertung

3.3.3 Northern Blot-Analyse

3.4 Protein-Analytik

3.4.1 Immunoblot-Analyse (Westernblot)

3.4.1.1 Protein-Préparation

3.4.1.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

3.4.1.3 Blotten des Proteingels und Immunodetektion

3.4.2 Nichtradioaktive Bestimmung der Protein Stabilitét

3.4.4 Proteiniiberexpression, Proteinaufreinigung und Antikorperherstellung
3.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

3.5 Genetische Methoden

3.5.1 Herstellung von Deletionsmutanten

3.5.2 Konstruktion von chromosomalen lacZ-Reporterfusionen

3.6 Biochemische Methoden

II

35
35
35
36
36
36
36
36
37
38
38
38
38
38
39
39
39
40
40
41
41
41
41
42
42
43
43
43
43
44
44



3.6.1 Bestimmung der 3-Galaktosidase Aktivitat

3.7 Bioinformatische Analysen

3.7.1 Genannotationen und Gensequenzen

3.7.2 Bestimmung der mRNA-Faltung von gadE

3.8 Verzeichnisse der Materialien, Primer, Plasmide und Stimme
3.8.1 Materialienverzeichnis

3.8.2 Verzeichnis der Oligonukleotide

3.8.3 Verzeichnis der Plasmide

3.8.4 Verzeichnis der Bakterienstimme

4. Ergebnisse

4.1 Globale Suche nach durch Proteolyse regulierten Regulons mittels DNA Microarray-
Analyse

4.1.1 Die ClpP Protease zeigt einen positiven Effekt auf die gad/hde Gene des
Séurestressregulons.

4.1.2 Globaler Einfluss der Lon Protease auf das Transkriptom von Escherichia coli

4.1.2.1 Lon reprimiert zahlreiche o° -abhingige Gene, hat aber keinen Einfluss auf 6°-Gehalt
oder Aktivitit

4.2 Einfluss der Proteolyse auf das Glutamat-abhéingige Siduretoleranzsystem

4.2.1 LacZ Reportergenfusions-Studien bestédtigen die Microarray Ergebnisse: die Lon
Protease greift in die Expression der gad Gene ein.

4.2.2 GadE, o® und gadB werden induziert unter Bedingungen von Sdureshift, stationdrer
Phase und permanentem Wachstum bei niedrigem pH, wobei GadE generell o° folgt.

4.2.3 Die zelluldre Menge an GadE variiert in Abhéngigkeit von den ClpP und Lon Proteasen.
4.2.4 GadE, der zentrale Regulator der Sdurestressantwort, ist ein konstitutives Lon Substrat

4.2.5 Die Proteolyse von GadE ermdglicht eine schnelle Reversibilitdt des zelluldaren GadE-
Gehaltes und der Effektorgentranskription

4.2.6 Die Lon Protease inhibiert auch die Expression von GadE

4.2.7 ClpP-Einfluss, GadX und YdeO: Vorlaufige Ergebnisse zu weiterer Proteolysekontrolle
im Séureresistenz-Netzwerk

4.2.7.1 Der ClpP Einfluss zeigt sich auf Ebene der gadA/B/E-, nicht der Ebene der gadX-
Transkription und wird in ydeO und gadX Mutanten teilweise supprimiert

4.2.7.2 YdeO enthilt eine C-terminale ssrA-dhnliche Markierung, die, an GFP kloniert, dieses
zum Abbau durch ClpP markiert.

4.2.7.3 YdeO ist ein Proteolyse-Substrat.

4.3 Translationale Kontrolle des zellularen GadE-Gehaltes

III

44
44
44
45
45
46
47
48
49

52

52

52

55

61
64

64

65
67

68

72

74

77

77

83
85

88



4.3.1 Die Transkriptionsinduktion von gadE nach Saureshift ist langsam, wahrend der zelluldre
GadE-Gehalt schnell ansteigt.

4.3.2 GadE, exprimiert von einem heterologen Promoter, zeigt ebenfalls einen schnellen,
voriibergehenden Anstieg seines Gehaltes nach Saureshift, der von der SRNA DsrA abhéngig
und von ¢° und GadX unabhingig ist.

4.3.3 DsrA verstérkt die Dynamik des zelluldren GadE-Gehaltes nach Saurestressinduktion

4.4 Die Struktur des 0°/GadE/GadX-Regulationsnetzwerk

4.4.1 LacZ Reportergenfusions-Studien unter unterschiedlichen Bedingungen bestitigen
unabhingige und tiberlappende Regulons fiir GadE und GadX

4.4.2 Der Sigmafaktor o° aktiviert gadE und slp nicht nur iiber GadX, sondern auch direkt,
d.h. iiber einen Feedforward Loop.

4.4.3 GadX aktiviert gadB nur indirekt {iber die Aktivierung der gadE-Transkription.

4.4.4 Notiz: GadW kontrolliert nicht den zelluliren Gehalt von °

5. Diskussion

5.1 Microarray-basierte Transkriptomanalyse als Werkzeug zur Identifizierung
proteolytisch kontrollierter Regulatoren

5.2 Die Rolle von Lon als regulatorisch wirksamer Protease in Escherichia coli

5.3 Die Architektur des Kontroll-Netzwerkes und regulatorische Mechanismen der
Sédureresistenzgene von Escherichia coli

5.3.1 Die Struktur des 6°/GadX/GadE-Transkriptionsregulationsnetzwerkes und sein Einfluss
auf die Induktion von gad/hde und sip.

5.3.2 Schnelle und voriibergehende Induktion wird durch die translationale Kontrolle der gadE
mRNA ermdglicht

5.3.3 Der konstitutive Abbau von GadE ermoéglicht die schnelle Abschalt-Dynamik des
Systemes

5.3.4 Modell
5.4. Ausblick: Weitere proteolytische Kontrolle innerhalb der Siureresistenzantwort

6. Literatur

v

88

89
92

94

95

98
100
102

103

103

105

107

108

112

115

117

119

121



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 2.1
Abbildung 2.2

Abbildung 2.3

Abbildung 2.4

Abbildung 2.5

Abbildung 2.6

Abbildung 2.7

Abbildung 2.8
Abbildung 2.9

Abbildung 2.10

Abbildung 3.1

Abbildung 4.1

Abbildung 4.2

Abbildung 4.3

Abbildung 4.4
Abbildung 4.5

Abbildung 4.6
Abbildung 4.7

Abbildung 4.8

Abbildung 4.9

Modell zur Regulation des zelluliren ¢°-Gehaltes.
Konsensusequenzen, die bevorzugt von Eo”’ und Eo® transkribiert
werden.

Darstellung verschiedener Netzwerkmotive und -module.

Struktur und Basenpaarbindung von DsrA.

Schematische Darstellung der CIpAP Protease und der
Substraterkennung und -prozessierung.

Modell der Funktion des ArcB/ArcA/RssB Drei Komponenten Systemes
bei der Kontrolle des zelluliren o° Gehaltes unter zwei Bedingungen:
Die drei Aminosiure-Decarboxylase-Systeme von E. coli zur
Sédurestressabwehr.

Darstellung der Gene der Sidure-Fitness Insel.

Schemaskizze des gad E-Promotors mit gesamten bekannten
regulatorischen Bereich und Regulatoren, die daran binden.
Regulatorisches Modell der Struktur der ¢°/GadX/GadE-
Kontrollkaskade.

Schemaskizze von gadE und seinem regulatorischen Bereich und den
angefertigten Klonierungen.

Die zellulire o°-Menge ist in den Proben fiir die DNA Microarray-
Studien (rssB” und rssB clpP in M9 + 0,1% Glucose, logarithmische
Phase) gleich hoch.

Die lon Mutante hat ein verlangsamtes Wachstum.

Die Expression o’-abhingiger Gene (gadA, gadB, dps, otsB, osmY) ist
im lon” Hintergrund stark erhoht.

Der zellulire o°-Gehalt ist in der lon Mutante nicht hoher als im wt.
Der zelluliire Gehalt von Crl und Rsd ist nicht erhoht in der lon
Mutante. Crl wird nicht signifikant abgebaut.

Lon hat nur einen geringen Einfluss auf synp9::/acZ Aktivitiit.

Lon reprimiert die Expression von gadA, gadB und gadE stark.

Die Menge an o° und GadE und die Expression von gadB nimmt zu in
der stationiren Phase und bei niedrigem pH.

Die Proteasen ClpP und Lon zeigen einen deutlichen Einfluss auf den
GadE-Spiegel mit unterschiedlicher Intensitit je nach Situation und

nicht immer iiber den Einfluss der Proteasen auf o® erklirbar.



Abbildung 4.10

Abbildung 4.11

Abbildung 4.12

Abbildung 4.13

Abbildung 4.14

Abbildung 4.15

Abbildung 4.16

Abbildung 4.17

Abbildung 4.18

Abbildung 4.19
Abbildung 4.20

Abbildung 4.21

Abbildung 4.22

Abbildung 4.23

Abbildung 4.24

Abbildung 4.25

Abbildung 4.26

VI

GadE wird schnell Lon-abhiingig abgebaut unter induzierenden
Bedingungen.

GadE wird in allen, auch nicht-induzierenden Situationen abgebaut im
clpP Hintergrund, und stabilisiert im c/pXP-lon” Hintergrund.

Der GadE-Spiegel sinkt schnell nach Ausbleiben des pH-Stresses ab,
wihrend er im lon” Hintergrund nur durch wachstumsbedingte
Ausdiinnung langsam abnimmt.

Der zelluliire Spiegel der mRNA von gadA und gadBC nimmt im wt
rapide und in der /on Mutante deutlich langsamer ab nach Shift zu
neutralem pH

Das GadE-LacZ Fusionsprotein ist stabil.

Untersuchungen zum repressorischen Effekt von Lon auf die gadE-
Transkription

Der positive Einfluss von ClpP zeigt sich auf Ebene von gadA, gadB und
gadE (stirker wenn GadX-Bindestellen fehlen), aber nicht auf Ebene
von gadX.

Untersuchung von GadX, GadW und YdeO in Bezug auf den ClpP-
Einfluss

YdeO zeigt weder bei Saureshift, noch bei permanentem Wachstum in
saurem pH einen signifikanten Effekt auf die gadE-Transkription.
YdeO hat ein ssrA-dhnliches C-Motiv.

Die letzten 11 Aminosiuren von YdeO markieren GFP fiir den ClpP-
abhéngigen Abbau.

Uberexprimiertes YdeO ist ein Proteolysesubstrat, allerdings weder von
ClpP noch von Lon allein. Die beiden letzten Aminosiuren markieren
YdeO zum Abbau.

Nach Shift zu saurem pH nimmt die zellulire Menge an GadE sehr
schnell zu, wihrend die Transkriptions-Induktion langsam verliuft.
GadE, synthetisiert von heterologem Promotor, steigt nach Siureshift
schnell und voriibergehend an. DsrA reprimiert die GadE-Synthese in
neutralem Medium und dereprimiert bei Sdureshift.

Die translationale Induktion der GadE-Synthese durch Siureshift ist
nicht abhiingig von GadX, o® oder Lon.

Auch im Wildtyp zeigt sich eine Abhéingigkeit der GadE-Siureshift
Induktion von DsraA.

Die Ribosomenbindestelle und das Startkodon liegen in Basenpaarung

in der gadE mRNA Sekundirstruktur vor.



VII

Abbildung 4.27 Einfluss von 6%, GadE und GadX auf die Expression von gadB, sip,
gadE und gadX unter verschiedenen Bedingungen in M9 Medium.

Abbildung 4.28 Einfluss von 6°, GadE, GadX auf die Expression von gadB, slp, gadE
und gadX in verschiedenen Situationen in LB Medium.

Abbildung 4.29 Die Kinetik des o°-Gehaltes nach Siureshift in M9 und LB.

Abbildung 4.30 Der Sigmafaktor o° aktiviert gadE nicht nur iiber GadX.

Abbildung 4.31 Der Sigmafaktor o® aktiviert slp nicht nur iiber GadX.

Abbildung 4.32 GadX aktiviert die Expression von gadB nur indirekt iiber GadE.

Abbildung 4.33 Die GadE-Synthese von pGadE* wird bei Sidureshift in M9/Glucose
nicht induziert.

Abbildung 4.34 GadW hat keinen Einfluss auf den o°-Gehalt.

Abbildung 5.1 Modell des Netzwerkes der Glutamat-abhéngigen

Saureresistenzkaskade.

Tabellenverzeichnis

Tabelle 2.1 Liste der wichtigsten Regulatoren involviert in der Kontrolle des

Glutamat-abhéngigen Siureresistenz-Systemes.

Tabelle 4.1 Mebhr als 2 fach differenziell regulierte Gene in clpP in rrsB’
Hintergrund.

Tabelle 4.2 Mebhr als 2 fach differenziell regulierte Gene in lon” Hintergrund.

Tabelle 5.1 Promotorsequenzen der beschriebenen Transkriptionsstartpunkte von

gadA, gadB, gadX, slp und gadE.



VIII

Abkiirzungsverzeichnis

A Ampere
AA Aminosdure
Abb. Abbildung
Amp Ampicillin
AP Alkalische Phosphatase
APS Ammoniumperoxiddisulfat
ATP Adenosintriphosphat
BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
(3-Gal B3-Galaktosidase
bp Basenpaare
BSA Bovine Serum Albumin
C 1) Carboxy
2) Kohlenstoff
CaCI2 Calciumchlorid
cAMP cyklisches Adenosin-3,5,-monophosphat
c-di-GMP cyklisches di Guanosinmonophosphat
Cm Chloramphenicol
CRP cAMP receptor protein; cAMP Rezeptorprotein
Da Dalton
Dig Digoxygenin
DMF N,N-Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure
dNTP Deoxynukleosidtriphosphat
DTT 1,4,-Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamintetraacetat
Ec RNA Polymerase Holoenzym
g 1) Gramm
2) Gravitationskonstante
Glc Glucose
Gly Glyzerin
h Stunde
HCI Salzsdure
H,0O(dest)) Wasser (destilliert)
Ig Immunglobulin
IPTG Isopropyl-B-D-Thiogalaktopyranosid
Kan Kanamycin
kb Kilobasenpaare
L Liter
LB Luria-Broth
M Molar
MES 2-(N-Morpholino)ethan-sulfonsiure
MgCI2 Magnesiumchlorid
MgSO0O4 Magnesiumsulfat
min Minute
M9 Minimalmedium 9
mRNA messenger RNA
sRNA small RNA; kleine RNA
N 1) Amino
2) Stickstoff
Nacl Natriumchlorid
NBT 4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

NTD N-terminale Doméne



ODx
ONPG
ORF

PAGE
PCR
pH

ppGpp
RNA
RNAP
Ipm
RT

sec
SDS
TCA
TEMED
Tet

Tn

Tris

XGal

IX

Optische Dichte bei einer Wellenldnge von X nm
ortho-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid

open reading frame; offenes Leseraster

Phophat

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

polymerase chain reaction; Polymerasekettenreaktion
potentia (oder pondus) hydrogenii (definiert als der negative
dekadische Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
Guanosin-3",5"-bipyrophosphat

ribonucleic acid; Ribonukleinséure

RNA Polymerase

rounds per minute; Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Svedberg Einheit

Sekunde

sodiumdodecylphosphate; Natriumdodecylphosphat
Trichloressigsdure
N,N,N*,N"-Tetramethylethylendiamin

Tetrazyclin

Transposon

Trishydroxyaminomethan

Volt

Watt

Wildtyp
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktopyranosid



1. Zusammenfassung

Die Bedeutung posttranskriptionaler Regulation in Stressantwortsystemen und Differenzierungs-
prozessen in Prokaryoten wurde in den letzten Jahren immer mehr erkannt und erforscht. Die Suche
nach noch unbekannten Proteolysesubstraten ist schwierig, da Regulatoren meist in geringen
zelluldren Konzentrationen vorliegen und daher durch direkte Farbeverfahren nicht detektierbar sind.
Daher wurde hier eine Methode zur Identifikation von Proteolyse-kontrollierten Regulatoren
entwickelt mithilfe von Transkriptomanalyse von Proteasemutanten (lon und clpP) versus
Wildtypzellen mit DNA-Microarrays in Escherichia coli. So war es moglich, mehrere Regulons zu
bestimmen, welche differenziell in den Mutanten exprimiert werden, z.B. viele o°—abhingige Gene
und, besonders markant, Gene der Saurestressantwort, welche im /on Hintergrund verstarkt und in der

clpP Deletionsmutante vermindert transkribiert werden.

Das Glutamat-abhéngige Saureresistenz-System, kodiert von gadA/BC, ist essentiell fiir Escherichia
coli, um die Passage durch den hochsauren Magen zu iiberleben. Das System wird induziert bei
niedrigem pH und bei Eintritt in die stationdre Phase. Diese Regulation bendtigt den Masterregulator
o°, welcher die Synthese von GadE und GadX antreibt, die als essentieller, zentraler Aktivator bzw.
als Modulator der Expression dieser Gene agieren (Weber ef al., 2005). Ein anderer regulatorischer
Schaltkreis beinhaltet das EvgA/S Zweikomponenten-System und YdeO, welche einen positiven

Feedforward Loop bilden, um gadE zu regulieren (Foster, 2004).

Wihrend der Masterregulator ¢° unter proteolytischer Kontrolle steht (Hengge-Aronis, 2002), wurde
in dieser Arbeit ermittelt, dass auch GadE auf den Ebenen der Expression und des Abbaus kontrolliert
wird. In-vivo-Abbausexperimente zeigten, dass GadE konstitutiv von der Lon Protease abgebaut wird.
Immunoblot- und Reportergenfusions-Daten bezeugen, dass der schnelle Anstieg des GadE-Gehaltes
nach Sdureshift aufgrund posttranskriptionaler Kontrolle stattfindet, die kleine RNA DsrA
involvierend, wihrend die transkriptionale Induktion die langsame Reaktion auf andauernden
Saurestress liefert. Die Lon-vermittelte Proteolyse von GadE ist entscheidend fiir die schnelle

Termination der Antwort, gezeigt durch GadE Immunoblot und gadA/BC Northern Blots in lon™".

Andere in-vivo-Abbauexperimente und GFP-Fusions-Studien weisen auf weitere Kandidaten
proteolytischer Kontrolle, wie YdeO und GadW, innerhalb dieses Systemes hin, damit eine Basis fiir

zukiinftige Studien schaffend.

In Microarray-Studien und LacZ-Reportergenfusions-Studien wurden voneinander abgegrenzte
Gengruppen identifiziert, die entweder von GadE und GadX zusammen oder nur von GadX
kontrolliert werden. Die komplexe regulatorische Architektur konnte in den prinzipiellen Signalwegen
aufgeklart werden und ein Modell wurde entwickelt, welches die Regulationsmechanismen und

Dynamiken des Saurestressantwort-Netzwerkes integriert.



Summary

The impact of posttranscriptional regulation in stress response systems and differentiation processes in
prokaryotes are increasingly recognized and investigated in the recent years. The search for yet
unknown regulatory substrates of proteolysis faces the difficulty that regulators are usually present in
small amounts in bacteria, difficult to detect through direct staining procedures. Therefore a method
for identifying regulators subjected to proteolysis was developed using transcriptomic analysis of
protease mutants (lon and clpP) versus wildtype cells via DNA microarrays in Escherichia coli. This
way it was possible to determine several regulons which are differentially expressed in the mutants,
e.g. many o -dependent genes, and, as the most prominent, genes of the acid stress response, which

are upregulated in the /on background and downregulated in the c/pP deletion strain.

The Glutamate-dependent acid resistance system, encoded by the gadA/BC genes, is essential for
Escherichia coli to survive the passage through the highly acidic stomach. The system is induced at
low pH and during entry into stationary phase. This regulation involves the master regulator 6°, which
drives the expression of GadE and GadX, which act as the essential key activator and as a modulator,
respectively, for the expression of these genes (Weber ef al., 2005). Another transcriptional regulatory
circuit implies the EvgA/S two-component system and YdeO, which form a positive feedforward loop

regulating gadE (Foster, 2004).

While the master regulator ¢° has long been known to be under proteolytic control (Hengge-Aronis,
2002), it is established here that also GadE is controlled both at the levels of expression and
degradation. In-vivo degradation experiments show that GadE is constitutively degraded by the Lon
protease. Immunoblot and reporter fusion data indicate that the rapid increase in GadE levels upon pH
downshift is due to posttranscriptional regulation involving the small RNA DsrA, while transcriptional
induction provides the slow reactions to enduring acid threat and during entry into stationary phase.
Lon-mediated proteolysis of GadE is crucial for the rapid termination of the response shown by GadE

immunoblot and gadA/BC Northern experiments in lon™".

Other in-vivo degradation experiments and GFP fusion studies strongly support additional candidates

for proteolytic control within this system, e.g. YdeO and GadW, providing a basis for future studies.

In microarray studies and LacZ reportergen fusion studies we identified different groups of genes
either controlled by GadE and GadX together or by GadX alone. The complex regulatory architecture
could be assessed in the principal pathways and a model was developed, integrating the regulatory

mechanisms and dynamics of the acid stress response network.



2. Einleitung

2.1 Genregulation bei Escherichia coli zum Uberleben bei wechselnden

Umweltbedingungen

2.1.1 Lebensraume und Fihigkeiten von Escherichia coli

Escherichia coli ist ein Bakterium mit einem ungewdhnlich groBen Spektrum an Habitaten, und damit
einer enormen Palette an Stoffwechsel-physiologischen und Stressresistenz-Féahigkeiten. Escherichia
coli kann als fakultativ anaerobes Bakterium sowohl aerob (in der Umwelt, im oberen Magen-Darm-
Trakt) als auch mikroaerob oder anaerob (im mittleren und unteren Darmbereich, in Biofilmen etc.)
leben. Es kann auf vielerlei Kohlenstoffquellen wachsen (Zucker, Aminosduren, organische Siuren)
und ist fdhig die Metabolismusprodukte zu Kkontrollieren je nach Umweltbedingungen und
Erfordernissen. Wildtypisolate von E. coli haben keinerlei Bedarf an zusatzlichen Wachstumsfaktoren,
sie konnen also in minimalen Mediumsbedingungen iiberleben und wachsen, gleichzeitig erkdmpfen
sie sich allerdings auch in hochkonzentrierten Nahrstoffmedien wie im Darm erfolgreich ihren
Lebensraum gegeniiber anderen Bakterien, dabei wegen ihres schnellen Wachstums wichtig als
Verdrianger pathogener Bakterien. Darliber hinaus gibt es pathogene E. coli Stamme, die durch
zusdtzlich erworbene Virulenzgene fahig sind, im Intestinaltrakt oder im Urinaltrakt Krankheiten
auszuldsen. Einige Stimme konnen in Darmepithelzellen oder in Makrophagen eindringen oder 16sen
Sepsis oder Meningitis aus. Viele pathogene E. coli Stimme sind durch ihre hohe Leistungs- und
Anpassungsfahigkeit fir einige Erkrankungen Haupterreger, so bei Durchfallerkrankungen in

Entwicklungsldandern, bei neonataler Meningitis und bei aufsteigenden Urinaltraktinfektionen.

Escherichia coli ist ein Meister der Stressbewaltigung, sei es oxidativer Stress, Osmostress (hyper-
und hypoosmotisch), sehr hohe und sehr niedrige pH-Werte, Hitzeschock, UV-Strahlung etc.. Fiir alle
diese Herausforderungen hat E. coli Antwortsysteme, welche im Vergleich mit anderen Bakterien
durchgehend herausragend sind. Dazu kommt die Fahigkeit der Adaptation. In der stationidren Phase
und bei geringeren Stressbedingungen priadaptiert E. coli sich bereits fiir das Uberleben bei hohem
Stress und wappnet sich dabei nicht nur gegen eine Bedrohung, sondern vorsorglich bereits auch
gegen andere, die in der natiirlichen Umgebung héufig mit einhergehen. Dieser Mechanismus,
bezeichnet als generelle Stressantwort, wird primir kontrolliert durch den Sigmafaktor o® (Hengge-

Aronis, 2002a).

Diese Fihigkeiten erfordern eine Vielzahl von Systemen zur Stressbewéltigung und Umstellung auf
andere Bedingungen, welche nicht unabhidngig voneinander agieren, sondern miteinander vernetzt
sind. Dies wiederum erfordert ein hochdynamisches, weit ausgreifendes und fein abgestimmtes

Regulationsnetzwerk, das auf jede mogliche Kombination von Umweltbedingung/Stress eine
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angemessene Antwort der Zelle zur Folge hat. Im Folgenden werden die Mechanismen der
Genregulation von E. coli genauer erldutert und anhand von Beispielen praktisch dargestellt. Die
Regulation von Genen, die fiir Effektoren in der Zelle kodieren, findet auf verschiedenen Ebenen statt.
Die Transkription wird kontrolliert durch Transkriptionsfaktoren, die mit dem Promotor und der RNA
Polymerase interagieren, die Translation kann durch Aktivierung/Inhibierung durch Bindung kleiner
RNAs an die mRNA, Interaktion mit dem Ribosom und Kontrolle der mRNA Stabilitdt reguliert
werden. Das fertige Protein kann gezielt von Proteasen degradiert werden und - worauf in dieser
Arbeit nicht detailliert eingegangen wird - die Enzyme/Regulatoren konnen in ihrer Aktivitét

modifiziert werden.

2.1.2 Transkriptionsregulation

Die Transkription von Genen ist ein dreistufiger Prozess, der aus der Transkriptionsinitiation, der
Elongation und der Termination besteht. Bei der Initiation bindet die DNA-abhdngige RNA
Polymerase (RNAP) an den Promotor des Genes, schmilzt den DNA Doppelstrang auf und beginnt
mit der Synthese der mRNA. Dieser Initiationsprozess beinhaltet mehrere Schritte, die reversibel sind
und deren erfolgreiche Abfolge dariiber entscheidet, ob eine stabile Initiation vollendet werden kann,
die dann in die Elongationsphase fithrt (Busby et al., 1994, Gaal et al., 1996). Der Promotor besteht
primdr aus zwei Hexanukleotidsequenzen, bezeichnet nach ihrer Lage beziiglich des
Transkriptionsstartpunktes als -10 und -35 Region (Record et al., 1996). Das Kernenzym (E) der
RNAP besteht aus den Untereinheiten o,pp @, wobei besonders die o-Untereinheiten mit
Transkriptionsregulatoren und regulatorischen Promotorsequenzen wie dem UP Element
stromaufwarts der -35 Region interagieren (Estrem et al., 1999, Gaal et al., 1996, Gourse et al., 2000).
Die B-Untereinheiten sind prinzipiell fiir die Katalyse der RNA Synthese zustindig und B° fir die
unspezifische Bindung an die DNA (Helmann & Chamberlin, 1988, Ishihama, 1993). Die o-
Untereinheit rekrutiert das Kernenzym an die Promotoren und bewirkt das Aufschmelzen der DNA
zur Transkriptionsblase. Die Sigmafaktoren sind fiir die Spezifizierung zustdndig (Landick, 1999). Bei
Eintritt in die Elongationsphase fillt o vom Kernenzym ab und beginnt ecinen neuen
Transkriptionsinitiationszyklus (Young et al., 2002). Nur die o-Untereinheit kommt in
unterschiedlichen Versionen in der Zelle vor. Escherichia coli besitzt im Gegensatz zu Eukaryoten nur
eine einzige RNA Polymerase. In die verschiedenen Stadien der Transkriptionsinitiation greifen
regulatorische Mechanismen ein, in erster Linie durch die Sigmafaktoren, zum anderen durch globale
oder spezifische Transkriptionsfaktoren, die ebenfalls die Bindung der RNAP und die erfolgreiche

Initiation der Transkription fordern oder verhindern.
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2.1.2.1 Sigmafaktoren in Escherichia coli

Die Sigmafaktoren sind fiir die spezifische Erkennung der Promotoren durch die RNAP zustdndig. Der
so genannte Haushalts- oder vegetative Sigmafaktor ¢’ von Escherichia coli ist fiir das Uberleben der
Bakterien essentiell. Er rekrutiert die RNAP zu den Promotoren der Gene, welche fiir die
Aufrechterhaltung des vegetativen Metabolismus und des Wachstum unter nicht-bedrohlichen
Bedingungen mit ausreichend Néhrstoffen kodieren. Der Sigmafaktor der generellen Stressantwort °
hingegen ist wichtig fiir das Leben unter Stressbedingungen oder in der stationidren Phase, Zustdnde
wie man sie im natiirlichen Habitat von E. coli eher vorfindet als die optimale Wachstumssituation
(Hengge-Aronis, 1996, Tanaka e al., 1993). Transkriptomstudien haben gezeigt, dass o° fiir die
Expression von bis zu 10% der ca. 4200 Gene von E. coli unter diesen Bedingungen verantwortlich
ist, darunter 140 Kerngene, die unter allen getesteten Bedingungen - Osmo- und Sdurestress und in der
stationdren Phase - 6°-abhiingig exprimiert werden (Weber et al., 2005). Zusitzlich besitzt E. coli noch
vier weitere Sigmafaktoren: o (RpoH, o¢°°) und o (RpoE, o°*) sind massgeblich an der
Hitzeschockantwort beteiligt (Yura & Nakahigashi, 1999). Der Sigmafaktor " reguliert vor allem
Gene mit Produkten, die extracytoplasmatische Funktionen haben (Lonetto ef al., 1994, Mecsas et al.,
1993). ¢ (FliA, o) ist der flagellare Sigmafaktor, der die Transkription der Flagellen- und
Chemotaxisgene initiiert (Helmann, 1991, Arnosti & Chamberlin, 1989). Der Sigmafaktor o™ (RpoN,
0°*) hingegen ist fiir die Transkription der Stickstoffgene verantwortlich (Kustu et al., 1989). Die
Anzahl an freiem, also nicht an der DNA gebundenen Kernenzym der RNA Polymerase in der Zelle

ist in Bezug auf die Anzahl der Promotoren und der Sigmafaktoren der limitierende Faktor fiir die

Reduced growth high cell low high pH carbon phosphate heat
rate / energy density temperature osmolarity down- starvation starvation shock
Limitation (20°C) shift
\< \‘\4 v >\\\l /
Transcription Translation Proteolysis
rpoS » poS mRNA » RpoS >
SRNAs/Hfq £ ClpXP

N = IS -
RDOO

NN
RpoS-dependent genes

(approx. 10 % of the E.coli genes)

Abbildung 2.1: Modell zur Regulation des zelluliren o® Gehaltes. Alle Ebenen der
Regulation werden durch zahlreiche Umweltsignale beeinflusst. Aus: (Klauck et al., 2007)
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Transkriptionsinitiation eines Genes (Ishihama, 1993, Ishihama, 2000, Grigorova et al., 2006), was
eine starke Kompetition der Sigmafaktoren um das Kernenzym und dementsprechend eine
Kompetition der Promotoren um die RNAP bedingt. Ansatzpunkte fiir globale Verdnderungen des
Transkriptoms durch die Sigmafaktoren sind also die Kontrolle ihrer zelluldren Konzentration, ihrer
Affinitdt zum Kernenzym und zu den Promotoren und ihre Bindung und damit Sequestrierung durch
Anti-Sigmafaktoren (zur Ubersicht iiber Anti-Sigmafaktoren: (Hughes & Mathee, 1998)). Der
zelluldre Gehalt von ¢® wird zum Beispiel, abhingig von verschiedenen Umweltbedingungen, auf
allen Ebenen der Synthese und des Abbaus perfide kontrolliert (Abbildung 2.1), genauso wie die

Synthese der anderen alternativen Sigmafaktoren.

Um das raffinierte Wechselspiel der Sigmafaktoren untereinander besser zu verstehen, ist es hilfreich,
die Kompetition zwischen ¢’° und ¢° genauer zu betrachten, denn sie ist in den letzten Jahren immer
besser aufgeklirt worden (zur Ubersicht: (Gross et al., 1998)). Beide Sigmafaktoren weisen eine hohe
Sequenzhomologie auf, interessanterweise speziell in den Regionen zur Promotorbindung (Lonetto et
al., 1992), und folglich erkennen sie sehr dhnliche Promotorsequenzen. In vitro haben beide
Sigmafaktoren stark iiberlappende Promotorspezifitit (Tanaka et al., 1995, Nguyen et al., 1993,
Tanaka et al., 1993), trotzdessen bedienen sie in vivo sehr klar abgegrenzte Regulons und zeigen
unabhingig von ihrem relativen Vorhandensein in der Zelle, sehr variable Aktivitdt. Fiir dieses
"Sigmafaktor Paradoxon" gibt es mittlerweile Erkldrungen, die auf Ebenen der intrinsischen
Promotorsequenz-Spezifizierung, der DNA Topologie, dem Einfluss globaler, in trans agierender
Regulatoren und der Kompetition der beiden Sigmafaktoren um das Kernenzym der RNAP ansetzen

(Typas et al., 2007b).

Was die Promotorsequenz angeht, kann zusammenfassend gesagt werden, dass o° eine hohere
Toleranz gegeniiber kleineren Abweichungen von der Konsensussequenz aufweist, z.B. in der
Spacerldange (Typas & Hengge, 2006) und der Konservierung der -10 und -35 Region (Wise et al.,
1996, Gaal et al., 2001, Lacour et al., 2003, Typas & Hengge, 2006). Der Sigmafaktor o° zicht
ausserdem weitere spezifische Sequenzen ausserhalb der Kernpromotorsequenzen heran, z.B. C(-13),
T(-14), (Becker & Hengge-Aronis, 2001) und nutzt andere nicht spezifizierende Motive, welche die
Expressionsaktivitdt stimulieren, um trotz der laxeren Promotoren seine Gene in ausreichender Hohe
zu induzieren, z.B. AT-reiche Sequenzen zum leichteren Aufschmelzen der DNA (Ojangu et al., 2000,

Pruteanu & Hengge-Aronis, 2002).

In trans agierende globale Transkriptionsregulatoren wie CRP, Lrp, H-NS koénnen ebenfalls zur
Promotorselektivitit von ¢° und o'’ beitragen, indem sie unterschiedlich mit ihnen und der RNAP
interagieren. Als Beispiel sei H-NS genauer beschrieben, welches als Histon-ghnlicher, an AT-reiche
Sequenzen der DNA-bindender genereller Silencer vieler Gene, durch Aufbau grofer Nukleoprotein-
Komplexe bevorzugt Ec’’ behindert, wihrend Ec® die H-NS reprimierten Promotoren durch

verschiedene Mechanismen dereprimieren kann (Shin et al., 2005, Giangrossi et al., 2005, Germer et
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al., 2001). Globale Regulatoren beeinflussen auch die DNA Topologie, dariiberhinaus verdndert diese
sich aber auch in verschiedenen Wachstumsphasen. Ec® bevorzugt cher entspannte, wenig
supergecoilte DNA, was dem Zustand der DNA in der stationiren Phase entspricht, wihrend Ec’®
besser an stark negativ supergecoilte DNA bindet (Kusano et al., 1996, Bordes et al., 2003). Die DNA
Topologie kann jedoch auch lokal durch DNA-Assoziation von Proteinen verdndert werden, was
ortlich begrenzte Kompetitionsverschiebung unabhédngig vom globalen Topologiezustand zuldsst

(Jeong et al., 2006, Postow et al., 2004, Moulin et al., 2005) .

Abbildung 2.2:
Konsensusequenzen,

die bevorzugt von Ec™ Tocatod a positions 25 035 and 32 1018
(obere) und Ec®

(untere) transkribiert
werden. Fett gedruckt
sind die Sequenzen die

Spacer: ¢° is more compatible than 6™ with
sub-optimal spacer lengths (17+2bp)

A/T-rich discriminator: conserved
feature of ¢°-dependent promoters:
increases ¢° promoter selectivity: allows
easier promoter melting?

Distal UP-element: selective stimulation
of ¢°-dependent transcription at promoters
carrying a =35 element: ¢° cannot use
proximal UP-element sub-sites

vor allem konserviert — :
sind, kursiv sind o
degenerierte Eo®- UP-element 235 ext-10  -10 +1

0

AWWWTWTTTT NNARAA - 4bp- TTGACA |- 12bp - TRTG N TATAAT - 5-8bp - R E(TJ‘

Sequenzen in den -10
und -35 Elementen (die

WTTTT - 10bp- -10-14bp- TRT TAYaCT Taa-2-5bp - R EG>

. I-rich (W-rich)
am wenigsten
konservierten Nukleotide
in Kleinbuchstaben) R
less conserved in -10 element:minor degenerations

sind Purine, Y sind
Pyrimidine, K bedeutet

o°-dependent promoters: susceptible
to degenerations in its sequence
and location

are usual in 6%-dependent promoters
and thus more tolerated by ¢°

T/G, W A/T und M A/C.
Aus: (Typas et al.,
2007c)

hallmark of 6°-dependent promoters;
introduces ¢° promoter selectivity

enhances ¢° promoter selectivity

activity stimulating feature: no influence
in promoter selectivity

Bei der Kompetition dieser beiden Sigmafaktoren um die Bindung an das Kernenzym der RNA
Polymerase spielen Faktoren eine Rolle, die einerseits die Bindungseffektivitit von ¢’® schwichen.
Dazu gehéren das Alarmon ppGpp, welches die Formierung von Ec'’ inhibiert (Jishage et al., 2002,
Laurie et al., 2003, Costanzo et al., 2008), die 6S RNA, eine kleine RNA, induziert in der stationiren
Phase, die o'’-abhingige Promotoren imitiert und damit Ec’® sequestriert (Wassarman et al., 2001,
Trotochaud & Wassarman, 2005), 2000 und Rsd, der Anti-c'’-Faktor, der ebenfalls ¢”° "wegfangt"
(Ilag et al., 2004, Jishage & Ishihama, 1998). Crl ist ein kleines Protein, das wiederum die
Bindungseffektivitdt von o> an E steigert, indem es, an 6" bindend, auf bisher im Detail nicht
verstandene Weise das Gleichgewicht der Formierung von RNAP Holoenzym von Ec° zu Ec®

verschiebt (Typas et al., 2007a).

Allein diese beiden Sigmafaktoren, ¢° und o’’, spielen also bereits ein exakt komponiertes, von vielen
Faktoren beeinflusstes Konzert, welches fiir einige Gene bereits eine ausreichende Regulation
beinhaltet. Fiir die Transkriptionskontrolle der meisten Gene sind allerdings noch weitere DNA-

bindende Transkriptionsfaktoren notwendig.
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2.1.2.2 Regulation durch globale und spezifische Transkriptionsfaktoren

E. coli enthidlt mehr als 300 Gene, die fiir Transkriptionsfaktoren kodieren (Perez-Rueda & Collado-
Vides, 2000). Sieben davon haben Einfluss auf 50% der Gene (CRP, FNR, IHF, Fis, ArcA, NarL,
Lrp), wahrend etwa 60 nur ein einziges Gen kontrollieren (Martinez-Antonio et al., 2003). Es wurden
fiinf Familien von Regulatoren nach Sequenzanalysen definiert, die AraC, Lacl, LysR, CRP und
OmpR Familien.

Transkriptionsfaktoren werden ihrerseits reguliert, um daraufthin ihr Regulon als Antwort auf ein
Signal zu kontrollieren. Dies kann auf der Ebene der Synthese, der Degradation oder der Aktivitat
geschehen. So kann die DNA-Bindeaffinitdt durch Bindung eines Liganden verdndert werden, zum
Beispiel bindet Allolactose als Reporter von Lactose im Medium an den Lac Repressor und deaktiviert
ihn dadurch (Muller-Hill, 1975). Kleine Molekiile, die durch Bindung an einen Regulator dessen
Aktivitdt verdndern, sind auch cAMP, welches bei Glucosemangel zu hohen Konzentrationen ansteigt
und, an CRP bindend, z.B. den Katabolithaushalt reguliert. Die Aktivitdt eines Regulators kann auch
durch Modifikation, z.B. durch Phosphorylierung veridndert werden. In Zwei-Komponenten Systemen,
den primdren Signaltransduktions-Systemen in Prokaryoten, phosphoryliert eine membranstindige
Sensorkinase, nach Aktivierung durch ein externes Signal, ihren dazugehérigen, cytoplasmatischen
Response Regulator, meist ein Transkriptionsfaktor, der dadurch aktiviert wird (zur Ubersicht iiber

Zwei-Komponenten Systeme: (Bekker et al., 2006).

Als kleines Molekiil, das regulatorisch wirksam ist, sei noch das Alarmon ppGpp (3°,5 -Bisphosphat)
erwihnt. Neben der bereits erwihnten Rolle in der o%/c’’-Kompetition vermittelt es die stringente
Antwort bei Aminosduremangel, indem es an den Promotoren fiir Gene, die die
Translationsmaschinerie kodieren, die offene Komplexbildung der RNA Polymerase destabilisiert.
Das cyclische di-GMP, welches erst in den letzten Jahren als wichtiger Second Messenger entdeckt
wurde, spielt z.B. bei der Biofilmbildung eine prominente Rolle (Jenal, 2004, Romling ef al., 2005).
Die Tatsache, dass E.coli eine grosse Anzahl c-di-GMP synthetisierende GGDEF Proteine
(Diguanylatcyclasen) und ebenfalls viele c-di-GMP abbauende EAL Proteine (Phosphodiesterasen)
besitzt, zeigt die Wichtigkeit dieses kleinen Molekiils in der Regulation, auch wenn die Suche nach
den Zielgenen noch ganz am Anfang steht. Im Falle der Biofilmbildung aktiviert c-di-GMP die
Transkription von CsgD, dem Aktivator der Curli Fimbrien, nach einem bisher nicht verstandenen

Mechanismus (Weber et al., 2006).

Transkriptionsfaktoren - Aktivatoren oder Repressoren - interagieren mit der RNA Polymerase, um
diese bei der Transkriptionsinitiation zu behindern bzw. zu unterstiitzen. Fiir eine einfache Aktivierung
unterscheidet man drei generelle Mechanismen. Beim ersten Mechanismus, der Klasse I Aktivierung,
interagiert der Aktivator, der stromaufwirts der -35 Region des Promotors bindet, mit der C-

terminalen Doméne der o-Untereinheit der RNA Polymerase (aCTD) und ermoglicht/verstéarkt



Einleitung 9

dadurch die Bindung der RNAP an den Promotor. Die aCTD ist durch einen flexiblen Linker mit der,
an die RNA Polymerase B-Untereinheiten bindenden, N-terminalen Doméne (aNTD) verkniipft und ist
Haupt-Interaktionsort mit Transkriptionsfaktoren oder dem UP Element vom Promotor (Gaal et al.,
1996, Estrem et al., 1999, Gourse et al., 2000). Bei der Klasse II Aktivierung Uberlappt die
Aktivatorbindestelle mit der -35 Region und der Aktivator interagiert mit der Region 4 der o
Untereinheit, teilweise auch mit der aNTD, dadurch die RNA Polymerase zum Promotor rekrutierend
(Dove et al., 2003) Beim dritten Mechanismus verdndert der Aktivator die Konformation der
Promoter-DNA, indem er direkt daran oder sehr nahe bindet. Ein Beispiel dafiir sind MerR-&hnliche
Aktivatoren, die an die Spacersequenz zwischen -10 und -35 Region binden, die DNA dadurch
verbiegend, um die Promotorelemente in eine zur Erkennung durch die RNA Polymerase adequate

Stellung zu orientieren (Brown et al., 2003).

Bei der Repression kann man ebenfalls drei generelle Mechanismen finden. Der erste beinhaltet
einfach die Verhinderung der Bindung der RNA Polymerase durch Uberlappung der Bindestelle des
Repressors mit dem Promotor, prominentes Beispiel ist wieder der Lac Repressor (Muller-Hill, 1975).
Bei GalR findet man einen anderen Mechanismus, ndmlich die Bildung eines DNA-Loop durch distale
stromaufwarts und stromabwirts des Promotors gelegene Bindestellen und Tetramerbildung von
GalR. Durch den Loop wird ebenfalls die Bindung der RNA Polymerase verhindert (Choy, 1996).
Desweiteren kann Repression auch durch Anti-Aktivierung verwirklicht werden. CytR z.B. ist ein
Anti-Aktivator und interagiert an zahlreichen Promotoren mit CRP, das als Aktivator gebunden ist,

dabei dessen Interaktion mit der RNAP verhindernd (Valentin-Hansen ef al., 1996).

Die meisten Promotoren werden durch mehr als einen Faktor kontrolliert, meist durch Aktivator und
Repressor oder mehrere Aktivatoren, selten nur durch Repressoren. Dabei gibt es alle moglichen
Varianten der oben beschriebenen Mechanismen, ergidnzt durch Interaktionen zwischen den
Transkriptionsfaktoren. So konnen verschiedene Aktivatoren sich zum Beispiel durch sukzessive
Bindung zur richtigen Positionierung gegeniiber der RNAP verhelfen. Ein Beispiel hierfiir findet man
bei MalT am malK Promotor, welches durch CRP zur richtigen Position "geschubst" wird (Richet et
al., 1991). Es kann auch ein Aktivator eine DNA-Biegung verursachen, die es einem anderen
Aktivator ermdglicht, trotz weit entfernt liegendem DNA-Bindungsort, mit der RNAP zu interagieren
(Schroder et al., 1993). Die Bindung der Faktoren kann kooperativ erfolgen oder sich gegenseitig
behindern oder unabhingig voneinander sein. Durch das Zusammenspiel mehrerer Regulatoren
konnen verschiedene Signale integriert werden. So ist beim /ac Promotor der Aktivator CRP sensitiv
fiir Glucosemangel im Medium und der Lac Repressor wird bei Vorhandensein von Lactose im
Medium deaktiviert. Es findet also hier die Integration eines globalen und eines spezifischen Signales
statt, welche beide notwendige Informationen zur Induktion der Synthese der

Lactosemetabolismusenzyme sind (Muller-Hill, 1975).

Viele Proteine wie H-NS, HU, StpA, Dps, IHF und Fis binden relativ unspezifisch an viele Orte des



Einleitung 10

Chromosoms, dadurch seine Konformation, das Supercoiling, verdndernd und es kompaktierend
(Azam & Ishihama, 1999). Auch die Transkription wird dadurch beeinflusst. Am besten erforscht ist
H-NS, welches an AT-reiche Regionen - ein degeneriertes Motiv wurde definiert (Lang et al., 2007) -
bindet und ausgedehnte Protein-Nukleoid Komplexe bilden kann (Schnetz, 1995, Petersen et al.,
2002). Trotz seiner degenerierten Konsensussequenz wurde in Chlp-Chip Experimenten festgestellt,
dass H-NS ganz bevorzugt in der Umgebung von Promotoren bindet, was seine direkte Beeinflussung
der Transkriptionsinitiation bestétigt (Grainger et al., 2006). Viele Gene wie bg/ und proU werden
durch H-NS komplett still legt und konnen nur durch Anti-Silencer, die hohere Affinitét als H-NS zu
den Promotorsequenzen haben, induziert werden. Ein Beispiel dafiir ist auch der gad4 Promotor, der
durch H-NS reprimiert wird und nach Verdrangung von H-NS durch GadX aktiviert wird (Giangrossi
et al., 2005, Tramonti ef al., 2006).

2.1.2.3 Transkriptionsregulationsnetzwerke: Motive und Module

Transkriptionsregulationsnetzwerke kontrollieren als Antwort auf externe oder interne Signale durch
Interaktion zwischen den Transkriptionsfaktoren und den Effektorgenen, die Konzentration und
zeitliche Abfolge der bendtigten Proteine. In den letzten Jahren hat sich die Untersuchung von
Regulationsnetzwerken durch systematische experimentelle Datensammlung und die Anwendung von
mathematischen Computermodellen verfeinert. Dabei konnte man wiederkehrende Motive definieren,
welche in allen Organismen zu finden sind. Escherichia coli stellt dafiir ein perfektes
Forschungsobjekt dar, da es am detailliertesten erforscht ist. Interessant ist vor allem das Erkennen der
Funktionen, die jedes Motiv ausiibt, im entsprechenden Kontext in silico und deren experimentelle

Verifizierung in vivo (zur Ubersicht: (Seshasayee et al., 2006, Alon, 2007).

Ausgehend von einem Signal, das einen Regulator aktiviert, welcher ein Gen aktiviert, gibt es als
einfachstes Motiv die einfache Regulation (Abb. 2.3 A). Diese fiihrt bei Einsetzen des Signales zu
einem Anstieg des Genproduktes bis zu einem Sattigungspunkt, bestimmt durch Abbau des Produktes
oder wachstumsbedingte Ausdiinnung, und einem Abfall desselben nach Ausbleiben des Signales mit
der gleichen Geschwindigkeit. Etwa die Hélfte der Repressoren von E. coli repremieren sich selbst,
bezeichnet als negative Autoregulation (Abb. 2.3 B) (Thieffry ef al., 1998, Rosenfeld ef al., 2002).
Negative Autoregulation in Kombination mit einem starken Promoter fiihrt zu einer héheren Dynamik
der Antwort, das heisst ein schnellerer Anstieg und ein schnelleres Eintreten in den Sattigungspunkt,
der dem Schwellenwert entspricht, bei welchem der Repressor an den eigenen Promoter bindet
(Rosenfeld et al., 2002). In Escherichia coli wurde diese Modellierung zum Beispiel beim LexA
Repressor der SOS Antwort experimentell bestdtigt (Camas ef al., 2006). Dazu sorgt die negative
Autoregulation fiir eine geringe Variation zwischen den Zellen in der Konzentration des Produktes.

Eine solche Variation wird hervorgerufen durch fluktuierende Produktionsraten zwischen den Zellen.
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Bei negativer Autoregulation titriert die Konzentration des Genproduktes seine eigene Produktion und
wirkt dadurch ausgleichend auf Variationen (Dublanche et al., 2006). Positive Autoregulation (Abb.
2.3 C) dagegen, also die Aktivierung durch das eigene Produkt, fiihrt zu einer verringerten Dynamik
der Antwort, denn der Regulator muss erst den Schwellenwert erreichen, bevor er seinen eigenen
Promotor aktiviert (Maeda & Sano, 2006). Dies fiihrt auch zu starkerer Zell-Zell Variation (Becskei et
al., 2001), welche bis zu einer differenzierungsartigen Populationsteilung werden kann. Dies kann von

Nutzen sein, um in einer stochastischen Umgebung einen gemischten Phénotypen aufrecht zu erhalten

(Wolf & Arkin, 2003).
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Abbildung 2.3: Darstellung verschiedener Netzwerkmotive und -module A Einfache Regulation
B Negative Autoregulation C Positive Autoregulation D Inkoharenter Feedforward Loop Typ | E
Koharenter Feedforward Loop Typ | mit "und" Funktion F Schematische Darstellung der Kinetik
eines Systemes, das in E dargestellt ist G Single Input Modul H Multi Input Modul. Aus: (Alon,
2007)

Eine weitere Gruppe Netzwerkmotive bilden die Feedforward Loops (FFL). Ein primérer Regulator
reguliert einerseits direkt ein Gen, andererseits einen weiteren sekundiren Regulator, der ebenfalls
dasselbe Gen reguliert. Bei dieser Konstruktion gibt es theoretisch acht Moglichkeiten von
Interaktionsmustern, wenn man bedenkt, dass bei allen drei Interaktionen Aktivierung oder Repression
vorliegen konnen. Diese Anzahl erhoht sich noch dadurch, dass das Ausgangssignal am Promotor des
kontrollierten Genes entweder eine "und" Funktion des primdren und sekundiren Regulators sein
kann, das heisst, der Promotor braucht beide Regulatoren, um aktiviert/reprimiert zu werden, oder eine
"oder" Funktion, das heisst, einer der Regulatoren ist ausreichend. In E. coli iberwiegen bei weitem
der Kohirente FFL Typ 1 (C1-FFL) (Abb. 2.3 E) und der Inkohédrente FFL Typ 1 (I1-FFL) (Abb.
2.3 D) (Mangan & Alon, 2003). Mit einer "und" Funktion am Genpromotor bewirkt der C1-FFL eine
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Signal-sensitive Verzogerung. Nach Signaleingang findet eine Verzogerung der Promotoraktivierung
statt, denn die Konzentration des zweiten Regulators muss zuerst die Aktivierungsschwelle erreichen.
Hingegen wird der Promotor bei Ausbleiben des Signales schnell ausgeschaltet. Dieser Aufbau kann
als Rauschfilter fungieren, denn kurzzeitige Signale erlauben keine ausreichende Akkumulation des
zweiten Regulators, um das Gen zu aktivieren (Abb. 2.3 F) (Alon, 2007). Diese Form des Feedforward
Loops liegt zum Beispiel beim Arabinose System vor und die erwarteten Effekte wurden dort auch in
vivo gemessen (Mangan ef al., 2003). Mit einer "oder" Funktion zeigt dieser Typ des Feedforward
Loops genau den gegenteiligen Effekt, ndmlich eine schnelle Stimulation, jedoch ein verzdgertes
Abschalten des Promotors. Bei einem voriibergehenden Verlust des Signales wird also das Gen nicht
sofort deaktiviert. /n vivo findet man diese Struktur zum Beispiel bei der Kontrolle der
Flagellenmotorgenen und die hier festgestellte Verzogerung des Abschaltens des Signales ermdglicht
vermutlich die vorherige Fertigstellung des Flagellenmotors (Kalir et al., 2005). Der 11-FFL bewirkt
eine schnelle, aber voriibergehende Antwort auf ein Signal, zu finden z.B. im Galactose-System

(Mangan et al., 2006).

Bei Modulen spricht man im allgemeinen iiber weiter verzweigte oder kombinierte Motive. Ein
solches Modul ist z.B. das Single Input Modul (SIM) (Abb. 2.3 G), bei welchem ein Regulator eine
groflere Anzahl von Genen reguliert. Dies dient der koordinierten Expression von mehreren Genen,
die verwandte Funktion haben. Dabei kann durch unterschiedlich starke Bindungsaffinitit des
Regulators zu den Promotoren eine zeitliche Abfolge der Expression gewahrleistet werden, die mit der
tempordren Funktionsabfolge der Produkte iibereinstimmt. Beispiele sind das Arginin-Biosynthese-
System oder andere lineare Biosynthese-Systeme (Zaslaver et al., 2004). Wenn ecine Anzahl
Regulatoren eine Anzahl von Effektorgenen kombiniert kontrolliert, dann spricht man von einem
Multi Input Modul (MIM) (Abb. 2.3 H). Multiple Input Signale werden iibersetzt in zahlreiche
Outputs. Diese Anordnung findet man bei der generellen Stressantwort oder bei anaerobem
Wachstum. Alle diese beschricbenen Module organisieren sich global zu komplexen
Regulationsmodulen, wobei Signaltranskriptionskaskaden in Bakterien normalerweise flach gebaut
sind, mit meist nur einer bis maximal drei Instanzen, um schnelle Reaktionen zu gewihrleisten.
Hingegen sind Entwicklungstranskriptionskaskaden, welche iiber das Zellschicksal iiber eine oder
mehrere Generationszeiten entscheiden, meist aus mehreren Instanzen aufgebaut und beinhalten
irreversible Schritte, zum Beispiel durch eingebaute Feedback Loops, welche ermdglichen, dass auch
nach Ausbleiben des Signales eine "Erinnerung”, also ein fortgesetzter Output aufrecht erhalten bleibt

(zur Ubersicht: (Levine & Davidson, 2005)).

Eine schone Gesamtiibersicht fiir das globale Transkriptionsregulationsnetzwerk von Escherichia coli

nach den bisherigen Erkenntnissen befindet sich in der Online Version von (Shen-Orr ef al., 2002).
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2.1.3 Kleine RNAs und Regulation auf mRNA Ebene

Kleine RNAs (sRNA=small RNA) oder nicht-kodierende RNAs sind eine Klasse von in trans an der
Genexpression beteiligten, zwischen 50 und 400 nt langen RNA Sequenzen, welche keinen offenen
Leserahmen enthalten. Es gibt auch sRNAs, die die Aktivitdt von Proteinen beeinflussen, worauf hier
allerdings nicht weiter eingegangen wird. Wahrend bis vor kurzem nur wenige nicht-kodierende
RNAs bekannt waren, die man mehr oder weniger zuféllig entdeckt hatte, wurden mittlerweile durch
gezielte, die modernen Chip- und Computer-basierten Methoden einsetzende Suche (zur Ubersicht:
(Vogel & Sharma, 2005)) eine grosse Anzahl potenticller SRNAs auf dem Chromosom von E. coli
identifiziert, was vermuten ldsst, dass ihre Anzahl in die Hunderte gehen konnte. Dies verdeutlicht,
dass es sich hierbei um einen globalen Mechanismus in der Regulation von Genexpression handelt,
auch wenn bisher nur von wenigen sRNAs bekannt ist, auf welche Zielgene sie wirken. Kleine RNAs
beeinflussen die Translationseffzienz oder mRNA Stabilitit, in der Regel durch Basenpaarbindung an
die Ziel-mRNA, wodurch sie entweder die Shine-Dalgarno-Sequenz maskieren oder durch Entfaltung
der Sekundarstruktur fiir das Ribosom zuginglich machen oder indem sie RNasen zum Abbau der
mRNA rekrutieren. Der primédre Signalinput zur Regulation findet auf Ebene der Synthese der sSRNAs
statt. Die meisten regulatorisch wirksamen sRNAs gehdren zu gut definierten Regulons, wie zum
Beispiel dem 6" Regulon, wozu RybB und MicA gehoren (Johansen et al., 2006, Udekwu et al., 2005)
oder RyhB und PrrF gehdren zum Fur Regulon (Masse & Gottesman, 2002, Wilderman et al., 2004,
Davis et al., 2005) , das bei Eisenmangel induziert wird. Viele SRNAs werden prozessiert (Argaman
et al., 2001, Repoila & Gottesman, 2001, Sledjeski et al., 2001, Vogel et al., 2003, Opdyke et al.,
2004), wobei bisher wenig liber die Aktivitit der verschiedenen Fragmente bekannt ist.. Das fiir die
Aktivitat fast aller SRNAs essenticlle RNA-Chaperon, ist Hfq (Zhang et al., 1998, Sledjeski et al.,
2001). Es bindet sSRNAs (Wassarman et al., 2001, Zhang et al., 2003), stabilisiert sie dadurch (Moller
et al., 2002, Antal et al., 2005) und unterstiitzt sie bei der Bindung an ihre Ziel-mRNA (Moller et al.,
2002, Lease & Woodson, 2004, Geissmann & Touati, 2004, Kawamoto et al., 2006, Zhang et al.,
2002).

Abschliessend sei der Vollstandigkeit halber erwéhnt, dass Translation auch ohne weitere Faktoren,
allein durch umweltabhéngige Verdnderung der mRNA Sekundirstruktur reguliert sein kann. Dazu
gehoren zum Beispiel die so genannten "RNA Thermometer”, komplexe Stem-Loop-Strukturen der
mRNA, die die Shine-Dalgarno-Sequenz maskieren, aber bei hoheren Temperaturen aufschmelzen,

damit den Ribosomen den Zugang ermoglichend (Narberhaus ef al., 2006).
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2.1.3.1 Kontrolle der mRNA Stabilitét

Kleine RNAs konnen die schnelle und komplette Degradation von spezifischen mRNAs bewirken. In
der Regel wird dieser gezielte Abbau durch die Endonuklease RNaseE bewerkstelligt, welche AU-
reiche, einzelstrangige Sequenzen schneidet. Dadurch ermdglicht sie anderen Exonukleasen den
vollstindigen Abbau (zur Ubersicht: (Kennell, 2002)). Hiufig steht die Destabilisierung der mRNA im
Zusammenhang mit der Bindung der sSRNA an die Ribosomenbindestelle. Daher vermutet man, dass
die fehlenden translatierenden Ribosomen eine interne Erkennungsstelle fiir RNaseE frei legen
konnten (Deana & Belasco, 2005). Eine andere Moglichkeit wire, dass die Bindung der sSRNA die
sekundire Struktur der mRNA derart verdndert, dass RNaseE stimuliert wird. Die Erkennungssequenz
von RNase E beinhaltet ndmlich auch Sekundarstrukturen, so wurde eine AU-reiche Abfolge als
Schnittstelle meist in der Nédhe einer stabilen Haarnadelschleife gefunden (Ehretsmann ef al., 1992,
Coburn et al., 1999). Es wurde auch eine direkte Interaktion zwischen Hfq und RNase E nachgewiesen
(Morita et al., 2005), was vermuten ldsst, da beide dhnliche Erkennungssequenzen haben, dass Hfq
RNase E hilft, auch degeneriertere Motive zu erkennen. Insgesamt ist iiber den Mechanismus des

RNA Abbaus, der iiber kleine regulatorische RNAs gesteuert wird, noch vieles unklar.

Eines der besser untersuchten Beispiele fiir RNA-vermittelten mRNA Abbau findet man im Fur
Regulon. Bei Eisenmangel wird die Synthese Eisen-enthaltender Proteine und Ferritine inhibiert,
wihrend sie bei viel Eisen im Medium induziert wird. Zu viel Fe*' ist fiir die Zellen toxisch, wihrend
es allerdings normalerweise der limitierende Faktor in der Umwelt (vor allem im Darm) ist und die
Zelle daher besonders starke Eisen-aquirierende Systeme besitzt (Escolar et al., 1999, Hantke, 2001,
Kadner, 2005). Die Kontrolle von Eisenaquisition/-protektion muss deshalb sehr exakt reguliert
werden. Fur ist ein Repressor, der durch hohe Fe?*-Konzentration aktiviert wird, um die hochaffinen
Eisenaufnahmesysteme (wie Enterobactin) unter Kontrolle zu halten. Wie er indirekt auch
aktivatorisch auf eine Anzahl Gene wirkt, wurde erst kiirzlich entdeckt. Interessanterweise ist dieser
posttranskriptionale Mechanismus ganz dhnlich auch in Sdugetierzellen zu finden (Rouault, 2002). Fur
reprimiert die kleine regulatorische RNA RyhB (Masse & Gottesman, 2002). Ist wenig Fe*"
vorhanden, wird RyhB dereprimiert und bindet an zahlreiche mRNAs, wie diejenigen, die fiir die
Enzyme des TCA-Zyklus kodieren (Fe-S Proteine) oder find und bfr, welche fiir Eisen-speichernde
und zellprotektive Ferritine kodieren, oder sodB, kodierend fiir die Superoxid-Dismutase. Fiir sodB ist
die Bindung mit RyhB gezeigt worden. Sie iiberlappt mit der Ribosomenbindestelle (Vecerek et al.,
2003, Geissmann & Touati, 2004). Neben der daher vermuteten Blockade der Translation, wurde auch
der schnelle Abbau aller mRNAs dieses Regulons festgestellt. Erstaunlicherweise wird RyhB ebenfalls
selbst degradiert, wobei fiir dessen Abbau die Bindung an die mRNA essentiell ist. Fiir beide RNA
Arten ist der Abbau RNase E abhingig (Afonyushkin et al., 2005, Morita et al., 2006, Masse et al.,
2003).
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2.1.3.2 Kontrolle der Translation

Mehr als iiber den regulierten Abbau der mRNAs durch kleine RNAs ist iiber die Kontrolle der
Translation bekannt, jedenfalls in den bereits gut untersuchten Féllen, welche schon vor ldngerer Zeit
entdeckt wurden, da sie einen erheblichen Einfluss auf die globale Regulation ausiiben. So soll hier

beispielhaft die Translationsregulation der rpoS mRNA ndher beschriecben werden. Die

Abbildung 2.4: Struktur und
Hairpin regulatory stem-loop Basenpaarbindung von DsrA
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Translationseffizienz von rpoS steigt bei hoher Osmolaritét, niedrigem pH, niedriger Temperatur und
hoher Zelldichte (Hengge-Aronis, 2002b). Dieser Anstieg ist abhdngig von Hfq (Muffler et al., 1996b)
und einer Sequenz weit stromaufwérts des rpoS Startkodons, welche dafiir sorgt, dass sich eine stabile
Haarnadelschleifenstruktur der rpoS mRNA bildet, die die Shine-Dalgarno-Sequenz in
Basenpaarbindung "gefangen" hilt (Brown & Elliott, 1997). Die sRNAs DsrA und RprA wurden als
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Aktivatoren der Translation identifiziert (Sledjeski ef al., 1996, Majdalani et al., 2001), indem sie an
die stromaufwirts gelegene Sequenz mit hoherer Affinitdt binden und damit die Haarnadelstruktur
zerstoren (Majdalani et al., 1998, Majdalani et al., 2002). Die sRNA OxyS hingegen inhibiert die
Translation nach einem noch nicht genauer verstandenen Mechanismus, der ebenso direkt wie auch
indirekt sein kann (Zhang et al., 1998). Wo findet der Signalinput statt? DsrA gehdrt zum
Kalteschockregulon, d.h. sein zelluldrer Gehalt steigt bei 25°C etwa 30 fach an im Vergleich zu 42°C.
Dieser Anstieg ist ein Resultat aus erhohter Transkription (Repoila & Gottesman, 2001, Majdalani et
al., 1998) und verringerter Prozessierung zur in Bezug auf rpoS inaktiven, kiirzeren Form (Repoila &
Gottesman, 2001). Das primére Transkript von DsrA ist 85 Nukleotide lang, wihrend das am 5 Ende
(dem Teil, der mit der rpoS mRNA interagiert) prozessierte nur 61 Nukleotide lang ist. Da von DsrA
auch noch andere Ziel-mRNAs bekannt sind (vor allem #hns), die andere Sequenzabschnitte zur
Basenpaarung bendtigen, kann DsrA wahrscheinlich gleichzeitig auch Temperatur-unabhingig
regulatorisch aktiv sein. Ausserdem wurde LeuO als Repressor der dsrA Transkription identifiziert
(Klauck et al., 1997, Repoila & Gottesman, 2001). RprA agiert mit dem gleichen Mechanismus wie
DsrA an der rpoS mRNA. Die rprdA Transkription wird, wahrscheinlich als Antwort auf
Zelloberflaichen-Stress durch den Response Regulator RcsB, phosphoryliert durch die RcsC
Sensorkinase, induziert (Majdalani et al., 2002). Die Steigerung der rpoS Translationseffizienz bei
Osmoschock ist stark abhidngig von RprA und DsrA, obwohl beide nicht signifikant induziert werden
(Hengge-Aronis, 2002a, Majdalani et al., 2001). Dies zeigt, dass der regulatorische Signalinput nicht
nur iiber die Syntheseregulation der sRNAs gehen muss. Gerade bei RNAs kann man sich gut
vorstellen, dass die Verdnderung ihrer Sekundérstruktur in Abhédngigkeit von Verdnderungen der
Temperatur, lonenkonzentration etc. grossen Einfluss auf ihre Aktivitidt und Interaktion mit anderen

RNAs haben.

2.1.4 Proteolyse als Regulationsmechanismus

Abgesehen von der Rolle der Proteolyse zur Beseitigung nicht benétigter denaturierter, missgefalteter,
unvollstdndiger oder nicht funktionstiichtiger Proteine (Gottesman, 1996, Gottesman et al., 1998), hat
sic grosse Bedeutung bei der gezielten und spezifischen Kontrolle zelluldrer Prozesse. In
eukaryotischen Zellen ist die Rolle der Proteasomen, hauptsdchlich des 26S Proteasoms, bei der
Anpassung an verdnderte Umweltbedingungen und bei der Kontrolle zeitabhingiger zellulédrer
Programme (z.B. im Zellzyklus und bei der Apoptose) lange bekannt und gut dokumentiert. Auch bei
Prokaryoten ist mittlerweile der regulierende Einfluss der Proteolyse auf vielerlei Zellereignisse
beschrieben (Gottesman, 1999, Jenal & Hengge-Aronis, 2003, Hengge & Bukau, 2003, Gottesman,
1996). Die beiden am besten charakterisierten Beispiele in Escherichia coli sind die Rolle der
Proteolyse bei der generellen Stressantwort und bei der Hitzeschockantwort, in beiden Fillen den

kontrollierten Abbau eines Sigmafaktors betreffend. Der Stress-Sigmafaktor o¢® wird wéhrend
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exponentiellen Wachstums unter Nicht-Stress Bedingungen schnell abgebaut durch die ClpXP
Protease und bei Eintritt eines Stresses (Osmostress, Kohlenstoffmangel, Saurestress, Hitzeschock)
stabilisiert, wodurch o°-abhéingige Gene schnell hochreguliert werden (Lange & Hengge-Aronis,
1994, Muffler et al., 1997, Muffler et al., 1996a, Schweder et al., 1996, Takayanagi ef al., 1994). Bei
der Hitzeschockantwort wird der Abbau des Hitzeschock-Sigmafaktors 6" durch die membranstindige
FtsH Protease mit DnaK als Adaptor. Durch das massive Auftreten denaturierter Proteine bei
Hitzeschock und der daraus resultierenden Titration von DnaK als wichtigstes Chaperon wird der
Abbau von o' inhibiert und der ¢" -Spiegel steigt schnell an, woraufhin das Hitzeschock-Regulon
induziert wird (Bukau, 1993, Yura ef al., 2000). In beiden Fillen bewirkt also das Signal eine
Stabilisierung des Aktivators der entsprechenden Antwort. Ein weiterer kiirzlich als instabil entdeckter
Sigmafaktor ist der flagellare Sigmafaktor o' (FliA), der unter proteolytischer Kontrolle durch Lon
steht, jedoch durch Bindung an seinen Anti-Sigmafaktor FIgM vor dem Abbau geschiitzt wird. Durch
diese Doppelfunktion von FIgM als Inhibitor der Aktivitit und als Protektor vor dem Abbau fiir c©
wird einen 1:1 Stéchometrie (c':FlgM) in der Zelle aufrecht erhalten, die nur fiir eine kurze
Zeitspanne ins Ungleichgewicht gerdt, wenn FlgM exportiert wird und die Klasse 3 Gene der
Flagellenkaskade durch freies o' induziert werden. Durch o' -Proteolyse, Stop des FlgM-Exports und
einsetzende FlgM-Synthese jedoch, wird die Stochiometrie schnell wieder hergestellt und die
Transkription der Flagellengene abgeschaltet (Barembruch & Hengge, 2007). Zur Ubersicht iiber die
Flagellenkaskade: (Chilcott & Hughes, 2000).

Escherichia coli verfiigt iiber zahlreiche Proteasen, die sich in ihrem Energiebedarf, ihrer Lokalisation,
den katalytischen Aminosdureresten (Serin, Threonin, Cystein, Aspartat) bzw. lonen bei den
Metalloproteasen und darin, ob sie ihre Substrate vollstindig abbauen oder lediglich spalten,
unterscheiden (zur Ubersicht: (Rawlings & Barrett, 1995a, Rawlings & Barrett, 1995b, Rawlings &
Barrett, 1994a, Rawlings & Barrett, 1994b, Rawlings et al., 2004)). Nicht-prozessive Proteolyse kann
zur Reifung eines Regulators beitragen oder durch Spaltung interne Erkennungsstellen zum weiteren
Abbau freilegen, also ein Schritt in einer sequentiellen Abbaukaskade sein. Beispiel dafiir ist der LexA
Repressor der SOS Gene, welcher sich autokatalytisch spaltet, aktiviert durch RecA, und dadurch
beide entstehenden Teile zum vollstdndigen Abbau durch ClpXP zugénglich werden (Neher et al.,
2003). Ein anderes Beispiel sequentieller Proteolyse findet man bei der Aktivierung des ¢© Regulons
durch extracytoplasmatischen Stress, der sich durch Akkumulation ungefalteter periplasmatischer
Proteine dussert. Die periplasmatische DegS Protease schneidet, aktiviert durch freigelegte Enden
ungefalteter Proteine, den Anti-o"-Faktor RseA, ein integrales Cytoplasmamembran-Protein, am
periplasmatischen N-Terminus. Dieser Schritt ist essentiell zur Rekrutierung der membranintegralen
RseP Protease zu RseA, welche ebenfalls den Antisigmafaktor schneidet, welcher darauthin o" auf der
cytoplasmatischen Seite entldsst, woraufhin das entsprechende Regulon exprimiert werden kann

(Kanehara et al., 2002, Alba et al., 2002).
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Die prozessiven, cytoplasmatischen, energicabhiangigen Serinproteasen ClpAP, ClpXP und Lon sind
allerdings die am besten charakterisierten Proteasen in E. coli und prominent, da sie in einer
besonderen Vielzahl von Zellprozessen eine Rolle zu spielen scheinen. Sie sind zusammen fiir den
Abbau von iiber 70% der Proteine in E. coli verantwortlich (Maurizi, 1992). Daher beschéftigt sich die

vorliegende Arbeit besonders mit diesen Proteasen und sie werden im weiteren ndher beschrieben.

2.1.4.1 Clp und Lon Proteasen: Struktur und Rolle in der Regulation

CIpAP, ClpXP und Lon beinhalten die Funktionen der spezifischen Substraterkennung, der ATP-
verbrauchenden Entfaltung der Proteine sowie der Katalyse des vollstindigen Abbaus der Proteine
(zur Ubersicht: (Sauer et al., 2004)). Wihrend die Lon Protease alle diese Funktionen in einem
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o ) ) ) und -prozessierung. Substrate konnen direkt
die, je zwei Hexamerringe bildend, an den  grkannt werden (rot) oder Uber Adaptorproteine
indirekt (griin) an der N-terminalen Domane der
ClpA ATPase, gefolgt von ATP verbrauchender
Multimeres bindend (Beuron ef al, 1998, Entfaltung und Translokation in die CiIpP

Protease und vollstandigem Abbau. Aus: (Mogk
Grimaud et al, 1998) und fir die g 2007) g (Mog

gegeniiberliegenden  Enden  des  ClpP-

Substraterkennung, ATP-abhéngige

Entfaltung und Weitergabe der Polypeptidkette an das proteolytische Zentrum zustdndig sind
(Wojtkowiak et al., 1993, Wawrzynow et al., 1995, Weber-Ban et al., 1999, Kim ef al., 2000, Baker &
Sauer, 2006) (zur Ubersicht: (Maurizi et al., 1990)). Mithilfe einer ClpP Mutante, die eine Mutation

im aktiven Zentrum trigt, welche bewirkt, dass Substrate zwar binden, aber nicht abgebaut werden -
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der CIpP" - wurden zahlreiche potentielle ClpXP Substratproteine isoliert (Flynn et al., 2003). Viele
davon spielen in Stressbedingungen und bei Umweltverinderungen eine Rolle (der Abbau von o°
durch ClpXP wurde bereits erwidhnt), darunter einige Stationdrphasenproteine und Proteine, die den
Zellen bei oxidativen Stress helfen und beim Ubergang von aeroben zu anaeroben Bedingungen. Von
der CIpAP Protease wird angenommen, dass sie unspezifischer ist und echer in der
Proteinqualitdtskontrolle eine Rolle spielt. Sie baut vor allem N-End-Regel Substrate ab (s.u.) und
missgefaltete Proteine, wihrend ClpXP die spezifischere Protease zu sein scheint, die in regulatorische
Prozesse cingreift. Beide Proteasen und auch die Lon Protease zeigen jedoch auch iiberlappende
Substratspektren, z.B. bei Regulatoren wie ¢ oder MazE, wobei sich meist entweder die Priferenz je
nach Bedingung verschiebt oder eine Protease primér fiir den Abbau zustdndig ist (Gottesman, 1996,

Tsilibaris et al., 2006).

Lon hat drei Doménen: eine N-terminale Substrat-Erkennungs- und Bindungs-Doméne (Ebel et al.,
1999), eine zentrale ATPase-Domane mit Walker Motiv (Fischer & Glockshuber, 1994), zusétzlich
Polyphosphat- und DNA-bindend (Nomura et al., 2004) und eine C-terminale proteolytische, die
katalytisch aktive Serin-Lysin Dyade enthaltende Doméne (Amerik et al., 1994). Zusitzlich gibt es
noch eine Signal- und Substrat-Diskriminierungsregion, welche ebenfalls bei der Erkennung eine
Rolle spielt (Smith et al, 1999). Strukturhomolog zu den Clp Proteasen bildet Lon
hochstwahrscheinlich mit sechs Untereinheiten eine ringférmige Struktur, in welcher sich das
proteolytische Zentrum innerhalb einer abgeschirmten Kammer befindet (Park et al., 2006, Rotanova
et al., 2006). Lon ist in erster Linie massgeblich in der Proteinqualitdtskontrolle (Maurizi et al., 1985),
aber auch Regulatoren werden durch diese Protease spezifisch abgebaut (zur Ubersicht: (Tsilibaris et
al., 2006)). Phianotypisch gut identifizierbar werden so zum Beispiel RcsA, der Aktivator der
Kapselpolysaccharid-Synthesegene  (Torres-Cabassa &  Gottesman, 1987) und  SulA,
Zellteilungsinhibitor in der SOS Antwort (Mizusawa & Gottesman, 1983) von Lon abgebaut. Diese
Substrate fiihren bei lon Mutanten zu verminderter Wachstumsrate und einem "schleimigen" Phanotyp
durch stark induzierte Kapselsynthese. Dariiberhinaus hat Lon eine wichtige Rolle bei
Néahrstoffmangel inne, indem es freie ribosomale Proteine abbaut, um die frei werdenden
Aminosduren fiir die Synthese in dieser Situation benétigter Enzyme zugénglich zu machen. In seiner
Spezifitdt wird Lon dafiir durch Bindung von Polyphosphat, welches bei Eintritt von "Hunger"
akkumuliert, verdndert (Kuroda et al., 2001).

2.1.4.2 Substratspezifizierung durch Clp und Lon

Die spezifische Substraterkennung der Proteasen wie auch die Modifikation des Substratspektrums in
Abhangigkeit von &dusseren Bedingungen ist bei Prokaryoten noch weniger bekannt als bei

Eukaryoten, bei welchen spezifische E3 Ubiquitin-Ligasen verschiedene Substrate ubiquitinieren und
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einer zentralen cytoplasmatischen Protease, dem 26S Proteasom, zufiihren (Hershko & Ciechanover,
1986, Tasaki et al., 2005). Die prokaryotische Proteolyse ist dezentraler. Es gibt mehrere
Proteasefamilien und die Substratspezifizierung findet auf verschiedenen Ebenen statt, auch durch die
Protease selbst. In vielen Féllen sind spezifische Adaptorproteine nétig, die den Signalinput bilden,
indem sie zum Beispiel durch Phosphorylierung aktiviert werden, an das Substrat binden und es der

Protease zufiihren (Dougan et al., 2002).

Im Falle von CIpP war es moglich, auf Substratebene N- und C-terminale Sequenzen zu definieren,
die fiir die Erkennung relevant sind. Die sogenannte N-End-Regel bezeichnet den Befund, dass
Proteine mit bestimmten N-terminalen Aminosduren instabil sind (Varshavsky, 1996). In Escherichia
coli sind primidr destabilisiernde N-terminale Aminosduren Leucin, Tyrosin, Tryptophan und
Phenylalanin. Die Aminosédurereste Arginin und Lysin sind N-terminal sekundér destabilisierend,
indem sie die Leucyl/Phenylalanyl-tRNA-Transferasen rekrutieren, welche Phenylalanin oder Leucin
an den N-Terminus konjugieren (Tobias et al., 1991) Die destabilisierenden Aminosdurereste werden
von ClpS erkannt, welches Strukturhomologie zu N-Recognin aufweist, welches in Eukaryoten
zustandig ist fiir die Erkennung der N-terminal destabilisierenden Aminosdurereste (Erbse ef al.,
2006). ClpS fiihrt die so markierten Proteine der CIpAP Protease zu. Durch Bindung von ClpS an
CIpAP wird also dessen Spezifitdt weg von ssrA-markierten Substraten (siche unten) hin zu N-End-

Regel Substraten dirigiert.

Auch C-terminal hat man fiir ClpXP und CIpAP Erkennungssignale definieren kénnen, dazu gehdren
das ssrA- und das MuA-dhnliche Degradierungssignal. In Escherichia coli gibt es einen
kotranslationalen Markierungsmechanismus, der einsetzt, wenn die Translation blockiert ist. Er dient
der Befreiung der blockierten Ribosomen, der Degradierung fehlerhafter mRNA und der Beseitigung
unvollstindiger Polypeptide (zur Ubersicht: (Dulebohn et al., 2007)). An die unvollstindigen Proteine
wird ein 11 Aminosduren langes Degradierungssignal gehangen mithilfe der tmRNA oder SsrA, einer
sRNA, welche gleichzeitig als tRNA und als ORF-kodierende RNA fungiert (Tu ef al., 1995). Diese
ssrA-Markierung fiihrt die Proteine dem Abbau durch die ClpXP Protease zu. auch ClpAP, FtsH, Tsp
(eine periplasmatische Peptidase) und Lon koénnen offensichtlich zu einem gewissen Teil ssrA-
markierte Proteine abbauen (Keiler ef al., 1996, Gottesman et al., 1998, Herman et al., 1998, Choy et
al., 2007), wobei zumindest CIpAP und ClpXP jeweils unterschiedliche Aminosdurereste innerhalb
der Markierung erkennen (Flynn et al., 2001, Levchenko et al., 2003). In vivo {iberwiegt jedoch der
Abbau durch ClpXP, was im Falle von Tsp und FtsH auf die schwierig zugéngliche Lokalisation im
Periplasma und an der Membran zuriickgefiihrt werden kann. Im Falle der beiden Clp Proteasen wurde
SspB bei der Degradierung ssrA-markierter Proteine als Spezifitidts-Modulator entdeckt. SspB bindet
an das Degradierungssignal, dabei die Aminosdurereste abschirmend, die vor allem durch ClpA
erkannt werden (Flynn et al., 2001), und fiihrt die so markierten und gebundenen Proteine der ClpXP
Protease zu (Levchenko et al., 2000). SspB verstérkt so also den ClpXP-abhéngigen Abbau gegeniiber
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dem ClpAP-abhéngigen. Der Mechanismus dieser Markierung kann jedoch auch sehr elegant zur
Regulation von Genexpression eingesetzt werden, wie im Falle des Lacl-Repressors. Dessen eigene
Translation wird gestort durch einen durch den Repressor selbst gebildeten RNA-Loop-Komplex, was
bewirkt, dass die unvollstindige Peptidkette durch SsrA markiert und daraufhin abgebaut wird (Abo et
al., 2000). Das Replikationsprotein MuA des Bakteriophagen Mu wird von ClpXP abgebaut und an
den letzten acht C-terminalen Aminosduren von der Protease erkannt (Levchenko ef al., 1995). Beide
C-terminalen Abbaumotive - ssrA und MuA - sind in einigen identifizierten Substraten intrinsisch

[ .
" wurden die

vorhanden. Im globalen Ansatz mit der oben bereits beschricbenen ClpP
"eingefangenen" Substrate nach N- und C-terminalen Sequenzvergleichen und in vitro
Abbauexperimente mit GFP, fusioniert zu diesen Enden, zu fiinf Gruppen von Erkennungsmotiven
geordnet, zwei C-terminale, welche ssrA- oder MuA-dhnlich sind und drei N-terminalen, bei welchen

zumindest das N-Motiv 2 sehr gut mit der N-End-Regel iibereinstimmt (Flynn et al., 2003).

Es sind verschiedene Fille bekannt, bei welchen die gleichen Sequenzen von verschiedenen Proteasen
bzw. Erkennungsfaktoren erkannt werden. Das stimmt mit der Tatsache lberein, dass es viele

Substrate gibt, die von mehreren Proteasen erkannt und abgebaut werden konnen.

Allein ein Sequenzmotiv ist nicht immer ausreichend fiir die Substraterkennung durch die Protease. In
manchen Fillen werden zusdtzliche Komponenten - Adaptoren - bendtigt, die spezifisch an die
Substrate binden und sie so der Protease préasentieren (Pratt & Silhavy, 1996). Ein gut dokumentiertes
Beispiel ist die Erkennung von ¢® und dessen Abbau durch ClpXP (Schweder et al., 1996) vermittelt
durch den Response Regulator RssB (Pratt & Silhavy, 1996, Muffler et al., 1996a). Hier bindet
zunichst RssB an 0°, um es der Protease zum Abbau zuzufiihren, wobei RssB selbst nicht abgebaut
wird (Becker et al., 1999, Bouche et al., 1998, Klauck et al., 2001, Zhou et al., 2001). Durch die
Bindung von RssB an ¢° wird im Sigmafaktor eine Konformationsinderung ausgeldst, die eine

kryptische ClpX-Bindestelle exponiert (Studemann et al., 2003).

An das Substrat bindende Proteine konnen die Erkennung beeinflussen. Ein Beispiel ist UmuD, eine
Untereinheit der fehlerhaft replizierenden DNA Polymerase der SOS Antwort, welche instabil
(degradiert von Lon) und inaktiv ist, solange sie nicht zu UmuD" prozessiert wird. Interessanterweise
prasentiert UmuD in der heterodimeren Form mit UmuD" dieses der ClpXP Protease (Gonzalez et al.,
2000). Das dafiir benétigte Signal befindet sich bei UmuD, welches selbst nicht durch ClpXP abgebaut
wird, also genau wie ein Adaptorprotein funktioniert. Diese in allen Bedingungen ausser solchen, in
welchen extreme DNA Schiden auftreten, fiir die Zelle schadliche DNA Polymerase wird auf diese

Weise stringent reguliert.

Fiir die Lon Protease sind die Erkennungsmotive weniger bekannt als fiir die Clp Proteasen. Es
wurden zwar in den bekannten spezifischen Substraten von Lon - SulA, UmuD, SoxS, MarA -

Aminosdurereste identifiziert, die notwendig sind fiir deren Abbau (Gonzalez et al., 1998, Griffith et



Einleitung 22

al., 2004, Nishii et al., 2002), daraus konnte jedoch bisher kein Sequenzmotiv abgeleitet werden.
Momentan geht man davon aus, dass die Gemeinsamkeit von Lon Substraten ihre nicht-globuldre
Form ist und Lon exponierte hydrophobe Oberflaichen erkennt, die normalerweise innerhalb des
Proteines versteckt sind; (Van Melderen et al., 1996, Jubete ef al., 1996). Solche Erkennungsmotive
konnen mitunter auch durch Bindung an einen protektiven Partner versteckt werden. So bindet StpA
an H-NS und wird auf diese Weise vor dem Abbau durch Lon geschiitzt (Johansson & Uhlin, 1999,
Johansson ef al., 2001).

2.1.4.3 Signaltransduktion in die Proteolyse-vermittelte Genregulation

Die Regulation der Konzentration eines zentralen Regulators durch Proteolyse ermdglicht vor allem
eine schnelle und gezielte Reaktion in Notfallen wie pldtzlich eintretende Stressbedingungen. Die
Inhibierung einer kontinuierlichen Degradation eines kontinuierlich synthetisierten Regulators, wie bei
o>, kann die Konzentration desselben innerhalb von Sekunden hochschnellen lassen, wihrend die
Neusynthese deutlich langsamer ist. Auch im Falle der Notwendigkeit, einen Regulator nach
Ausbleiben eines induzierenden Stresses schnell wieder zu entfernen, ist die Proteolyse wichtig (Jenal
& Hengge-Aronis, 2003). Dies kann erreicht werden, indem ein Regulator konstitutiv abgebaut wird,
damit das schnelle Abschalten gewdhrleistet ist, wadhrend der =zelluldre Gehalt durch andere
Mechanismen - Transkription, Translation - determiniert wird. Ein Beispiel dafiir ist der konstitutive
Abbau von SoxS, einem Response Regulator der oxidativen Stressantwort, oder MarA, mit hoher
Homologie und iiberlappendem Regulon mit SoxS, durch die Lon Protease (Griffith et al., 2004).
Allerdings kann der Abbau eines Regulators, der unter bestimmten Umstdnden stabil ist, auch
ausgeldst werden durch eine Verdnderung der Bedingungen, in welchen er nicht mehr gebraucht wird,
z.B. bei Eintritt in eine andere Wachstumsphase. Nach Nahrstoffzugabe zu hungernden, nicht
wachsenden Zellen, also in der lag Phase, entledigt sich die Zelle so zum Beispiel schnell von Dps,
einem DNA-protektiven, Nukleoid-assoziierten Protein, durch die ClpXP Protease (Weichart et al.,
2003). Dieses akkumuliert durch vermehrte Synthese und Stabilisierung in grosser Menge in der
stationdren Phase und kann effektiv nur beseitigt werden, indem es degradiert wird, da eine
Ausdiinnung durch Zellteilung in der lag Phase sehr eingeschriankt ist (Stephani et al., 2003, Flynn et
al., 2003).

Aktivitdit oder zelluldre Konzentration der Proteasen, Modifikation der Substrate, Synthese,
Modifikation oder Aktivitit von zusitzlichen Erkennungsfaktoren und Kofaktoren konnen
Ansatzpunkte fiir die Integration extra- und intrazelluldrer Signale sein. Die Kontrolle auf Ebene der
Synthese oder Aktivitdt der Protease ist wahrscheinlich fiir regulatorische Mechanismen unwesentlich,
da dadurch gleichzeitig ein grosses Spektrum an Substraten beeinflusst wiirde. Es ist allerdings eine

differenzielle Transkription von c/pXP bzw. Prozessierung der c/[pXP mRNA bekannt, welche bewirkt,
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dass sich das Gleichgewicht von ClpXP in der exponentiellen Phase zu CIpAP in der Stationdrphase
verschiebt (Li et al., 2000). Das lon Gen gehort zum Hitzeschockregulon und wird daher
dementsprechend induziert (Phillips ef al., 1984).
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Die Proteolyse des Stress-Sigmafaktors o® ist mittlerweile sehr gut dokumentiert und zeigt beispielhaft
einen Mechanismus der Signalintegration in die regulatorisch wirksame Proteolyse. Der Response
Regulator RssB, welcher im phosphorylierten Zustand ¢® bindet und der ClpXP Protease zum Abbau
zufiihrt, wird u.a. von der Sensorkinase ArcB phosphoryliert (Mika & Hengge, 2005). ArcB ist
sensitiv fiir den Redoxzustand der Quinone der Atmungskette in der Membran (Georgellis et al.,
2001). Dieser ist abhidngig vom Sauerstoffgehalt im Medium, da die Elektronen, die nicht auf O,
iibertragen werden konnen, die Quinone reduzieren. Das heisst, bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck,
aber einem hohen Energiezustand der Zelle, sind die Quinone reduziert und ArcB autophosphoryliert
sich. In diesem Zustand wird der o°-Spiegel niedrig gehalten durch zwei Effekte. Zum einen durch die
RssB-P vermittelte Proteolyse, zum anderen phosphoryliert ArcB-P auch den Response Regulator
ArcA, welcher ein Inhibitor bzw. Anti-Aktivator zu cAMP-CRP der rpoS Transkription ist (Mika &
Hengge, 2005). Bei hohem Sauerstoffgehalt, jedoch sinkender Energie wie zum Beispiel beim Eintritt

in die stationire Phase in aeroben Kulturen, wird ArcB dephosphoryliert und der ¢ Spiegel steigt
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durch verminderte Transkriptionsinhibition bzw. Proteolyse. ¢° induziert daraufhin die Synthese von
ArcA (Mika & Hengge, 2005), welches wiederum die Proteolyse inhibiert, wahrscheinlich, indem es
mit RssB um die verbleibende Phosphorylierungskapazitdt durch ArcB konkurriert, denn ArcA wird
10x schneller von ArcB phophoryliert als RssB (Mika & Hengge, 2005). Da RssB-P der limitierende
Faktor der 6°-Proteolyse ist (Pruteanu & Hengge-Aronis, 2002), wird diese dadurch direkt und schnell
inhibiert. An diesem Beispiel, zu welchem noch weitere hier nicht beschriebene Elemente gehdren,
kann man die Komplexitdt sehen, mit welcher die Proteolyse in die Regulation eingreift. In den
meisten Fillen sind diese Mechanismen noch nicht anndhernd aufgeklért. Zur weiteren Erforschung
bedarf es in erster Linie dem Auffinden weiterer spezifischer Substrate und dann des detaillierte
Studiums der Mechanismen im Zusammenhang mit den anderen Regulationsmechanismen eines

Netzwerkes.

2.2 Siurestress und das Saureresistenz-System von Escherichia coli

Escherichia coli als neutralophiles Bakterium hat eine bemerkenswert weite Spanne von pH 4,4 bis
9,2, innerhalb derer es nicht nur iiberlebt, sondern auch zum Wachstum befzhigt ist (Zilberstein et al.,
1984). Saugetiere setzen im Magen durch extreme pH-Werte zwischen 1,5 und 2,5 eine unspezifische,
chemische Barriere gegen die Besiedlung ihres Darmtraktes durch Bakterien. Die Magenpassage
bedeutet fiir pathogene sowie kommensale Bakterien, deren Infektionsort bzw. Habitat der Darm ist,
eine immense Herausforderung (Smith, 2003). Manche Bakterien, wie zum Beispiel Vibrio cholerae,
sind weniger gewappnet und bendtigen daher eine hohe Infektionsdosis, um das Uberleben einiger
Zellen und damit die Invasion der Darmepithelzellen zu gewéhrleisten. Andere Bakterien sind aktiver
und entwickeln eine Vielzahl von Abwehrstrategien, um mit diesem niedrigen pH umzugehen.
Escherichia coli steht beim Uberleben in extrem niedrigen pH-Werten selbst acidophilen Bakterien
wie Helicobacter pylori, welches im Magen lebt, nicht sehr nach. Es kann bei pH 2 fiir mehrere
Stunden iiberleben. Bei niedrigen, aber nicht bedrohlichen pH-Werten (pH 4,5 - 5,5) im Medium
adaptiert E. coli an extremen Saurestress (pH < 3), indem es spezifische Gene hochreguliert und
abwehrende Enzyme synthetisiert. E. coli Bakterien, die bei diesen moderaten pH-Werten gewachsen
sind, iiberleben darauf folgenden extremen pH-Stress sehr viel besser als Bakterien, die vorher in
neutralem Medium waren (Small et al., 1994, Lin et al., 1995). Genauso sind Stationdrphasenzellen
bereits auf Séurestress vorbereitet, ein Prozess der o°-abhiingig und CRP-, Glucose-reprimiert ist

(Lange et al., 1993, Castanie-Cornet et al., 1999).

Die Séurestressantwort ist relevant fiir enteropathogene Keime aus verschiedenen Aspekten. Die bei
Escherichia coli Stimmen untersuchten Strategien zur Sdureresistenz sind bei pathogenen
Enterobakterien hoch konserviert, denn eine effektive Abwehr der Magensdure bedeutet geringere

Infektionsdosis. Dariiberhinaus interessant sind bisher noch vereinzelte Hinweise darauf, dass
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Bakterien den extremen pH-Wert des Magens als Signal zur Lokalisation und dementsprechend
zeitlich abgestimmter Expression ihrer Virulenzgene, welche im Darm bendtigt werden, nutzen
konnen. So nutzen zum Beispiel enteropathogene E. coli Stimme (EPEC), Haupterreger der Diarrhoe
bei Kindern in Entwicklungsldndern, diesen Mechanismus. Bei diesem wird der Regulator Per der
chromosomalen Pathogenitétsinsel LEE vom sdureinduzierten Regulator GadX kontrolliert, wodurch

die zeitlich abgestimmte Induktion der Virulenzgene ausgeldst wird (Shin et al., 2001).

2.2.1 Die Biochemie des Siaurestresses

Saure definiert sich als Anzahl der Protonen im Medium und der pH ist der negative dekadische
Logarithmus der H;O" Konzentration. Fiir Escherichia coli gilt ein pH von 4 bis 6 als moderat und ein
pH unter 3 als extrem. Physiologisch gesehen machen gleiche pH-Werte jedoch einen grossen
Unterschied je nach Vorhandensein und Art anderer geladener Molekiile. So ist vor allem das
Vorhandensein kurzer Fettsduren wie Acetat, Propionat, Butyrat, welche zum Beispiel bei der
Fermentation im Diinndarm auftreten von Bedeutung, da sie bereits im moderat sauren Milieu
protoniert, also ladungsneutral vorliegen koénnen (pK, zwischen 3 und 6) und so leicht die
Cytoplasmamembran permeieren konnen. Im neutralen Cytoplasma setzen sie wieder ein Proton frei,
dabei den pH in der Zelle absenkend. Da die Carbohydrate im Luria Broth Medium - v.a. Trehalose
und Glykogen - zu solchen kurzen Fettsduren als Intermedidre verstoffwechselt werden (Kessler &
Friedman, 1998, Lin et al., 1995), ist in diesem Medium bereits moderater Saurestress fiir die Zellen
schwerer zu beheben als in Minimalmedium. Genauso ist der extreme pH im Magen unter Umstdnden

besser zu tolerieren als der moderate im Diinndarm in Anwesenheit der kurzkettigen Fettsduren.

Das Problem einer hohen Protonen-Konzentration im Medium erwichst aus mehreren Effekten. Der
Protonengradient iiber die Cytoplasmamembran steigt stark an, wenn die Konzentration ausserhalb der
Membran hoch und innerhalb neutral gehalten wird. Die hohe Protone Motive Force (PMF) hat zur
Folge, dass Protonen in verstarktem Masse in die Zelle eindringen und es viel grosserer Energie durch
die Zelle bedarf, sie mithilfe zum Beispiel der Fo/F;-ATPase hinaus zu pumpen (Richard & Foster,
2004). Diverse Bestandteile des Cytoplasmas, des Periplasmas und der Membranen kénnen durch
massive Protonierung beschiddigt werden und ihre Funktion verlieren. Ausserdem werden chemische
Stoffwechselreaktionen - DNA Transkription, Proteinbiosynthese, enzymatische Aktivitdten etc. - in

der Zelle gestort (Madshus, 1988).

Wie die Perzeption des Séauresignales stattfindet, ist bisher nicht geklart, jedenfalls wenn hypothetisch
von einem einfachen Signaleingang ausgegangen wird, zum Beispiel in Form einer membranstidndigen
Histidinkinase, die erhohte Protonen-Konzentrationen wahrnimmt. Da jedoch bereits mehrere Zwei-

Komponenten Systeme als in der Saurestressantwort involviert identifiziert wurden (s.u.), von denen
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die Signale, die sie perzipieren nicht immer bekannt sind - RcsBC, EvgAS - ist es nicht
ausgeschlossen, dass es auch einen solchen Signaleingang gibt. Auf der anderen Seite wurden vielerlei
Loci gefunden, die auf hohere Protonen-Konzentrationen reagieren. So wurde festgestellt, dass die
cAMP-Konzentration absinkt infolge niedrigen pHs. Dies bewirkt eine Derepression des rpoS Genes
und dadurch eine Aktivierung der o°-abhingigen siureinduzierten Gene (Ma et al., 2003b). Einige
Enzyme und Chaperone der Saureresistenzantwort werden erst bei niedrigem pH aktiv. So wurde
beobachtet, dass die sdureinduzierten, periplasmatischen Chaperone HdeA und HdeB im neutralen
Milieu in einer geordneten dimeren Konfiguration vorliegen, wihrend sie bei pH-Werten unter 3 bzw.
unter 2 ihre Konformation derart verdndern, dass sie als Monomere hydrophobe Oberflichen
ausbilden, an welche denaturierte Proteine binden und darauthin in ihrer Riickfaltung unterstiitzt
werden konnen (Hong et al., 2005, Kern et al., 2007). Auch die Aktivitdit der Glutamat-
Decarboxylasen GadA und GadB (Haupteffektoren der Siurestressantwort) ist abhingig von H' Ionen.
Durch Aufnahme von 4-6 Protonen dndern die beiden Isozyme ihre Konformation zu einem aktiven
Zustand und GadB assoziiert mit der Membran (Tramonti ef al., 2002a, O'Leary et al., 1994, Capitani
et al.,2003D).

2.2.2 Saureresistenz-Strategien von Escherichia coli

Escherichia coli verldBt sich nicht auf einzelne Losungen, um dem Problem durch stark saures
Medium zu begegnen, sondern hat vielmehr auf allen Ebenen Strategien entwickelt, um Schaden zu

verhindern oder auszugleichen.

Abbildung 2.7: Die drei
2 P 5 Aminoséaure-Decarboxylase-
outside £9: RO 5 RS 2 & Systeme von E. coli zur
STETANE P2 2RAEETH AW | DI XIAD Saurestressabwehr. Induziert durch
‘ ' | W | niedrigen pH und der Pufferung des
14 () R 1Y {4 internen pHs  dienend. Aus:
S IO I (Prosseda et al., 2007).
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Zum Uberleben bei extrem niedrigem pH braucht E. coli mindestens eine der drei decarboxylierbaren
Aminosduren: Glutamat, Arginin oder Lysin (Bearson et al., 1997, Lin et al., 1995). Das Glutamat-
abhéngige Decarboxylase-System ist dabei das prominenteste, weil es das effektivste der drei ist (Iyer

et al., 2002). In Abbildung 2.7 sicht man wie Glutamat in der Zelle durch die Pyridoxal Phosphat-
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abhingigen Decarboxylasen GadA und GadB zu y-Aminobuttersdure (GABA) umgesetzt wird unter
Protonen-Verbrauch und CO,-Produktion. GABA wird durch den Antiporter GadC mit Glutamat aus
dem Medium ausgetauscht (Smith ef al., 1992, Hersh et al., 1996). Genauso wird Arginin von der
Arginin-Decarboxylase AdiA zu Agmatine umgesetzt und durch den AdiC Antiporter iiber die
Membran ausgetauscht (Iyer et al., 2002, Stim & Bennett, 1993) und Lysin von CadA zu Cadaverin
und von CadB ins Medium transportiert (Park et al, 1996). Diese drei Systeme werden auch
Sdureresistenzsystem 2 bis 3 genannt (AR2-3). Als Séaureresistenzsystem 1 (ARI1) wird das
Stationdrphasen-induzierte, CRP-, Glucose reprimierte, o°-abhingige System bezeichnet (Castanie-
Cornet et al., 1999). Das Lysin-abhingige System (AR3) ist das am wenigsten wirksame.
Interessanterweise ist es bei allen enteroinvasiven E. coli (EIEC) und Shigella Stimmen still gelegt,
um die Produktion von Cadaverin zu verhindern, welches die Adhdsion an die Darmepithelzellen

inhibiert (Prosseda et al., 2007).

Wie genau die Decarboxylierungs-Systeme zum Uberleben beitragen, wird diskutiert. Die
Decarboxylierungs-Reaktion der Aminosduren in der Zelle hat wahrscheinlich zwei wichtige Folgen,
ndmlich einmal das Anheben des internen pHs und zum anderen die Umkehrung des elektrischen
Membranpotentiales AY. Der interne pH bei externem pH 2,5 betrdgt bei Vorhandensein aktiver
Glutamat-Decarboxylasen und Glutamat 4,2 + 0,1. Ohne Glutamat im Medium sinkt der interne pH
auf 3,5 (Richard & Foster, 2004). Dieses System sorgt also fiir ein Anheben des pHs, allerdings auf
ein nur moderates, jedoch offensichtlich tolerierbares Niveau fiir E. coli. Dieser interne pH entspricht
auch in etwa dem pH-Aktivitdtsoptimum der Glutamat-Decarboxylasen (Capitani et al., 2003a). Die
Arginin-Decarboxylase verhélt sich hierzu kongruent, jedoch liegt ihr pH-Optimum und entsprechend
der interne pH etwas hoher, bei etwa 4,7. Es stellt sich bei konstant niedrigem pH also ein
Gleichgewicht zwischen Decarboxylierungs-Reaktion und Protonenflux ein (Capitani et al., 2003a).
Das elektrische Transmembranpotential AW, welches im neutralen Medium negativ ist (positive
Ladung aussen, negative innen), wird im pH 2,5 Medium positiv (Matin, 1999). Durch diese Strategie,
welche auch von acidophilen Bakterien angewandt wird, kann E. coli einen iiberhohten
Protonengradienten, damit die Proton Motive Force (PMF) abschwichen (AY+ApH=PMF). Auf diese
Art und Weise kann das massive Eindringen von Protonen verringert werden, sowie der energetische
Aufwand, Protonen hinauszupumpen. Der CIC Proton-Chlorid-Austauschkanal (Accardi & Miller,
2004) und die Fy/F; Protonen-pumpende ATPase spielen dabei eine bisher noch nicht geklarte Rolle
(Richard & Foster, 2004).

Zur Saurestressabwehr findet ausserdem eine massive Verdnderung der Zellhiille statt. So vermehrt
sich der Gehalt an Cyclopropan-Fettsduren. Diese postsynthetische Modifikation der Phospholipid-
Doppelschicht wird bei Eintritt in die stationdre Phase und bei Sdureanpassung in der exponentiellen
Phase durch die CFA Synthase katalysiert, welche o°-abhingig exprimiert wird. Diese Modifikation
trigt entscheidend zum Uberleben bei extremen pH-Werten bei (Chang & Cronan, 1999). Auch
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Membranproteine wie Slp und OmpC werden sdureinduziert und verdndern dadurch die Permeabilitit
der Membran (Alexander & St John, 1994, Thanassi et al., 1997). Desweiteren wird der wca Lokus,
welcher fiir Exopolysaccharid-Synthese kodiert, durch S&ure reguliert und Verlust dieser

Exopolysaccharide bewirkt hohere Sensitivitit gegeniiber Saure (Mao et al., 2001).

Auch das DNA Schutzprotein Dps ist siureabhingig aktivierbar und wohl auch induzierbar (da o°-

abhéngig) und schiitzt die DNA vor ibermaBiger Protonierung (Choi et al., 2000).

Vor allem unter anaeroben Bedingungen wird der Metabolismus durch sauren pH stark modifiziert in
Richtung alternativer Stoffwechselwege, bei welchen weniger Sduren produziert werden bzw. statt
neutralen Kohlenstoffquellen, eher saure katabolisiert werden (Yohannes et al., 2004, Hayes et al.,

2006).

2.2.3 Regulatorisches Netzwerk des Glutamat-abhiingigen Siureresistenzsystemes

Das regulatorische Netzwerk des Glutamat-abhéngigen Saureresistenzsystemes ist dusserst komplex,
bedingt durch die Notwendigkeit, vielerlei Signale aus unterschiedlichen Umweltbedingungen und
Stress-Situationen zu integrieren. So spielen der Sauerstoffstatus, die Wachstumsphase und die
Medienzusammensetzung eine Rolle, sowie weitere Stressbedingungen wie oxidativer Stress,
Osmostress oder Hitzeschock, welche unter natiirlichen Bedingungen durchaus mit S&urestress
zusammentreffen konnen. Folglich miissen viele unterschiedliche Signale die Expression der gad/hde
Gene auf angemessene Art modifizieren konnen. Tabelle 2.1 ist eine mdglichst vollstdndige Liste aller
als in der Kontrolle der gad/hde Gene bisher beschriebenen involvierten Regulatoren. Die weiteren
Ausfiihrungen sind jedoch beschrankt auf die direkten und fiir die in dieser Arbeit untersuchten

Bedingungen als wesentlich anzusehenden Regulatoren (zur Ubersicht: (Foster, 2004)).

Die Gene gadA und gadB, kodierend fiir die hoch homologen Glutamat-Decarboxylasen, sind trotz
ihrer beinahe identischen Sequenzen erstaunlich weit voneinander entfernt auf dem Chromosom
lokalisiert, wobei gadB in einem Operon mit gadC (bei 33,8 min), kodierend fiir den Antiporter, liegt
und gadA inmitten der sogenannten Sdure-Fitness Insel (Abbildung 2.8) (~78,8 min). Das Gen gadA

arsR
yhiM pitA uspA yhiP yhiR gor arsB arsC yhiS slp yhiF  hdeD gadE yhiU yhiV treF

yhiN uspB yhiQ priC yhiD hdeA gadW gadX gadA yhjA
hdeB

Abbildung 2.8: Darstellung der Gene der Saure-Fitness Insel bei ~78,8 min. Aus: (Weber,
2007).
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liegt stromaufwirts von gadX, kodierend fiir einen AraC-dhnlichen Regulator, beide werden zum Teil
kotranskribiert, gadX weist jedoch auch einen eigenen Promotor auf und kann unabhingig von gad4
exprimiert werden. Stromabwirts von gadX liegt gadW, kodierend fiir einen weiteren AraC-dhnlichen
Regulator, und dazwischen die kiirzlich entdeckte kleine Antisense-RNA gadY, zum Teil iiberlappend
mit dem 3 transkribierten, jedoch nicht translatierten Bereich von gadX. Diese sRNA, welche o°-
abhéngig exprimiert wird, stabilisiert vermutlich die gadX mRNA durch Basenpaarung an die
homologen Bereiche (Opdyke et al., 2004). Im Promotorbereich von gadA4 bindet H-NS und reprimiert
stark die Transkription (Giangrossi et al., 2005, Ma et al., 2002, Tramonti et al., 2002b). Vor gadA
und gadB wurden GadX- und GadW-Bindestellen mittels Footprints ermittelt (Tramonti et al., 2006,
Hommais et al., 2004, Ma et al., 2003a) und eine GAD-Box, als GadE-Bindestelle prognostiziert,
(Hommais et al., 2004) sowie eine CRP-Box gefunden (Castanie-Cornet & Foster, 2001), beide

iiberlappend im typischen Klasse I Aktivierungsabstand zum Transkriptionsstartpunkt gefunden.

Alle Kerngene der Glutamat-abhingigen Saurestressantwort - gadA, BC, X, W, hdeA, B, D - zeigen oS-
abhéngige Induktion und das nicht nur bei pH 5, sondern auch bei osmotischem Stress und bei Eintritt
in die stationdre Phase (Weber et al., 2005). Die Regulatoren GadX, GadW und GadE werden vor
allem in der stationiren Phase o°-abhingig transkribiert, in anderen Situationen jedoch, wie
permanentem Wachstum bei pH 5 und auch Shift von pH 7 zu pH 5, spielt offensichtlich auch ¢”° eine
Rolle (Weber et al., 2005). Der ermittelte gadX Promotor weist zwei alternative -10 Regionen auf, von

. S . . . 70 . .
denen eine dem o -Konsensus gleicht, die andere mehr einem ¢ -abhéngigen Promotor (Tramonti et

al., 2002b).

Der Regulator GadE aus der LuxR-Familie ist der zentrale und essenticlle Aktivator der gad/hde
Gene. GadE bildet die Integrationsschnittstelle mehrerer Regulationskaskaden. Dementsprechend hat
gadE einen sehr grofen Operator, ndmlich etwa 780 Nukleotide stromaufwérts des
Translationsstartpunktes (Sayed et al., 2007). Gezeigt wurde bisher, dass daran direkt die Regulatoren
GadX, GadW, YdeO, EvgA und GadE selbst binden (Sayed et al., 2007, Ma et al., 2004). Es wurden
drei Promotoren gefunden, von denen moglicherweise in unterschiedlichen Situationen transkribiert

wird. Einer, bei -92 relativ zum Translationsstart, ist offensichtlich stark reprimiert durch H-NS, denn

GadE GadE CRP

gadE I I

GadW YdeO EvgA EvgA YdeO -
GadX

GAD-Box
* Transkriptionsstartpunkte
..... Fragmente von Bindestudien

- Bindende Regulatoren stehen darunter

Abbildung 2.9: Schemaskizze des gadE Promotors mit gesamten bekannten regulatorischen
Bereich und Regulatoren, die daran binden.
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man findet nur im Ans Hintergrund ein Transkript (Hommais ef al., 2004). Ein anderer, bei -21, ist
vermutlich fiir die Transkription zumindest bei stdindigem Wachstum bei niedrigem pH verantwortlich,
denn er ist bisher nur in dieser Situation gefunden worden (Ma et al., 2004). Ein weiterer bei -125
wird gefunden bei Shift zu niedrigem pH und Stationdrphaseneintritt (Hommais et al., 2004, Weber et
al., 2005).

Die aktivatorische Rolle des Zwei-Komponenten System EvgA/S und des AraC-dhnlichen Regulator
YdeO wurde in Uberexpressionsstudien gezeigt (Ma et al., 2004). Der Response Regulator EvgA
aktiviert dabei direkt und indirekt {iber YdeO die gadE Expression und bildet somit einen Feed
Forward Loop. Man nimmt an, dass dieser regulatorische Input vor allem bei stdindigem Wachstum bei

niedrigem pH wichtig ist (Ma et al., 2004, Masuda & Church, 2002, Masuda & Church, 2003).

GadX ist der Regulator, welcher die o°-Abhingigkeit des Systemes vermittelt (Weber et al., 2005).
GadW, ein weiterer c°-abhingiger Regulator, der aktivatorische und repressorische Wirkung zeigt,
kann mit GadX Heterodimere bilden, reprimiert jedoch auch die Transkription von gadX (Ma et al.,
2002). GadW wurde auch als Repressor von o° beschreiben (Ma et al., 2003b). Der genaue Wirkort ist
fiir beide Regulatoren umstritten, denn die Befunde der verschiedenen Forschungsgruppen, die sich
mit dem Thema beschéftigen, sind widerspriichlich und schwer zu deuten. So zeigen beide
Regulatoren teilweise repressorische Wirkung auf die Zielgene gadA und gadB, teilweise
aktivatorische. Beide Regulatoren sind AraC-ahnlich, das heisst, dass sie wahrscheinlich ein weiteres
Signal fiir ihre Aktivierung empfangen. Kiirzlich wurde entdeckt, dass Na' Ionen von GadX
wahrgenommen werden und dadurch die Expression von gadA/BC stimulieren (Richard & Foster,
2007). GadX und GadW haben auf die gadE Transkription additiven Effekt, das heisst, dass bei
Deletion beider Regulatoren die Aktivitdt des gadE Promotors weit unter der ist, die bei Deletion nur
eines der beiden erreicht wird (Sayed et al., 2007). Neuere Erkenntnisse legen nun nahe, dass beide
Regulatoren lediglich die gadE Transkription direkt kontrollieren und auf gadA/BC nur indirekt {iber
GadE wirken (Sayed et al., 2007). Diese Erkenntnisse stehen im Widerspruch zu den Analysen
verschiedener Forschungsgruppen, bei welchen Bindestellen von GadX und GadW an die gad4 und
gadB Promotoren nachgewiesen wurden (Ma et al., 2002, Tramonti et al., 2002b, Tramonti et al.,
2006) und haben die Méngel, dass die GadX-Abhéangigkeit in gadE Hintergrund iiberpriift wurde, was
nicht moglich ist, da GadE essentiell ist fiir die Expression der gad/hde Gene. Uber die Struktur des

Netzwerkes herrscht in diesem Punkt also weiterhin Unklarheit.

Tabelle 2.1 (ndchste Seite): Liste der wichtigsten Regulatoren in der Kontrolle des Glutamat-
abhédngigen Saureresistenz-Systemes.
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Regulator  Beschreibung Funktion Referenz
o Sigmafaktor der generellen  Transkription von gadX (De Biase et al., 1999)
Stressantwort Aktivator von gadABCEXW (Ma et al., 2002)
(Weber et al., 2005)
EvgA/S Zwei-Komponenten Aktivierung von ydeO und gadE (Masuda & Church, 2002)
System Ma et al., 2004)
YdeO AraC-dhnlicher Regulator ~ Aktivierung von gadE (Masuda & Church, 2002)
GadE LuxR-verwandter Essentieller zentraler Aktivator von (Ma et al., 2003)
Regulator gadA/BC, Autoaktivierung, Repression
von ydeO
GadX AraC-dhnlicher Regulator ~ Aktivator von gadE, gadA/BC, (Tucker et al., 2003,
Repressor von gadW Tramonti et al., 2002b, Shin
etal., 2001) (Weber et al.,
2005)
GadW AraC-dhnlicher Regulator ~ Inhibiert ° Synthese, Aktivator von (Ma et al., 2002)
gadFE, Regulation von gadA/BC,
Repressor von gadX
CRP cAMP Regulator Protein cAMP-CRP reprimiert rpoS (Lange et al., 1993)
Transkription (Ma et al., 2002)
cAMP sinkt bei pH| ab
H-NS Histon-ghnliches Protein Globaler Repressor. Reprimiert direkt (De Biase et al., 1999)
o°. Bindet an gadA, hdeABD (Ma et al., 2002)
Promotoren. (Giangrossi et al., 2005)
GadY Kleine RNA Aktivator von gadX (Opdyke et al., 2004)
DsrA Kleine RNA Uberexprimiert induziert es die gad/hde ~ (Lease et al., 2004, Lease et
Gene. al., 1998)
YhiF Regulator der LuxR Kontert die Bedrohung durch (Mates et al., 2007)
Familie kurzkettige Fettsduren
TrmE Era-dhnliche GTPase Aktiviert gadE mRNA Produktion, (Cabedo et al., 1999)
stimuliert Translation von gad4 und
gadB
TorR Response Regulator zu Negativer Regulator von gadE (Bordi er al., 2003)
TorS
YmgB Strukturelle Homologie zu ~ Reprimiert gad/hde Gene in Biofilmen (Lee et al., 2007)
Hha
RcsCDB/  His-Asp RcsB aktiviert gadE, wenn basal (Castanie-Cornet et al.,
AF Signaltransduktion exprimiert. Nach Induktion reprimiert es ~ 2007)
Phosphorelay System die gad Gene
PhoP Response Regulator im Aktiviert gadW-Transkription (Zwir et al., 2005)

PhoQ/P Zwei-
Komponenten System
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In der regulatorischen Region bei -93 bis zu -131 Nukleotiden stromaufwirts der Startkodons von
gadA, gadB, gadE sowie 7 weiteren Genen, die in Microarray-Studien als GadX/W-abhéngig
identifiziert wurden - hdeA, hdeD, slp, ybaS, yhiM, yhiN und gadX selbst - wurde eine 18 bp lange
Konsensussequenz definiert, welche als GAD-Box bezeichnet wird (Tucker ef al., 2003, Ma et al.,
2003b, Castanie-Cornet & Foster, 2001). Diese Region wurde bei den Promotoren gadA4, gadB und
gadE als Bindestelle von GadE identifiziert. GadX und GadW haben vor gadA und gadB mit der
GAD-Box iiberlappende Bindestellen (Tramonti et al., 2002b, Tramonti et al., 2006, Shin et al., 2001,
Ma et al., 2002, Ma et al., 2003D).

Harald Weber aus unserer Arbeitsgruppe untersuchte das 6°/GadX/GadE-Netzwerk mittels Microarray
Studien. Er ermittelte die Regulons von GadE und GadX jeweils in An- und Abwesenheit des anderen
Regulators. Dabei konnte er drei Gruppen von Genen identifizieren. Die gad/hde Gene werden von
beiden Regulatoren aktiviert, jedoch ist GadE absolut essentiell fiir ihre Expression, wiahrend GadX
modulatorische Funktion hat. Eine weitere Gruppe wird nur von GadX aktiviert und ist GadE-
unabhingig. Zu dieser gehort als prominentestes Beispiel slp, kodierend fiir das membranintegrale
Starvation Lipoprotein (Alexander & St John, 1994), welches cine Rolle bei der Abwehr von
kurzkettigen Fettsduren spielt (Mates et al., 2007). Eine weitere Gruppe ist ebenfalls von beiden

Regulatoren abhingig, jedoch von beiden in moderatem Malie (Weber, 2007).

Ausgehend von dieser Arbeit war es nun interessant und wurde in dieser Arbeit untersucht, wie dieses

Netzwerk 6°—GadX—GadE— Effektorgene im Detail strukturiert ist.

RpOS Abbildung 2.10: Regulatorisches
Modell der Struktur der
6°/GadX/GadE - Kontrollkaskade
bei Ubergang in die stationire
. * Phase in LB Medium nach den
Thase yburs < GadX* - e bien Ergebnissen von Transkriptom
(arcA* gadW*) | | ' Studien.
: Gene mit * gehoéren laut o°-
: Microarray  Studien  zum o°-
\J : Regulon. Pfeile symbolisieren
GadE* - positive Kontrolle und die Dicke gibt
Uber die Starke der Aktivierung
Auskunft. Gestrichelte Linien
bedeuten  weitere  regulatorisch
Inputs, welche nicht weiter
untersucht  wurden. Klammern
v bedeuten, dass die Gene zum
aidB* cnu*  cbpA* gadA* gadB* Regulon gerechnet werden, weil
dsbC hyaA* hyaB* gadC* hdeA* sie im Operon mit einem anderen
hyaD* mdtE* mdtF* hdeB* hdeD* dazugehdrigen Gen liegen und
narG™ narJ* putA Ratios nahe des Schwellenwertes

putP  sufA* tdcC hatten (Weber, 2007).
yhiM* yjju*  (puuA?)
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2.3 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zum einen, einen globalen Ansatz zu verfolgen, proteolytisch
kontrollierte Regulatoren zu finden, um im weiteren Verlauf Mechanismen zu entschliisseln, mit
welchen die Proteolyse in die Genregulation eingreift. Mit dem Versuch des direkten Nachweises von
instabilen Regulatoren mittels 2D Gelelektrophorese ist man schnell an der Nachweisbarkeitsgrenze
(Weichart et al., 2003), denn Regulatoren liegen, anders als Syntheseenzyme oder Zellbausteine, in
geringer Konzentrationen in der Zelle vor. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher ein globaler Ansatz
zum Aufspliren proteolytischer Substrate entwickelt werden, der auf Microarray-basierter
Transkriptomanalyse beruht. Es wurden die Abweichungen in der Transkriptionsstirke von
Gengruppen beim Escherichia coli Wildtypstamm MC4100 im Vergleich zu den isogenen
Proteasemutanten von Lon und ClpP untersucht, um dadurch Riickschliisse auf eine mdgliche

proteolytische Kontrolle der entsprechenden Regulatoren zu ziehen.

Eine erstaunlich deutliche Korrelation zwischen Proteasemutanten und Expressionsstarke wurde fiir
die Gene des Glutamat-abhingigen Saureresistenzsystemes gefunden. Im weiteren Verlauf der Arbeit
konzentrierten wir uns daher auf dieses hoch komplexe Regulationsnetzwerk, welches unter Kontrolle
einer Vielzahl von Regulatoren steht. Unter anderem stellt es ein Subregulon des o°-Netzwerkes dar
(Weber et al., 2005). In erster Linie sollten die proteolytisch kontrollierten Regulatoren identifiziert
werden, welche fiir den Einfluss der Proteasen verantwortlich sind, indem mit spezifischen
Antikorpern zu den Regulatoren GadE, GadW und YdeO Abbaustudien durchgefiihrt wurden.
Insbesondere wurde desweiteren die Regulation von GadE, dem zentralen, essentiellen und positiv
autoregulierten Aktivator der gad Effektorgene untersucht, dessen zelluldrer Gehalt stringent reguliert
werden muss, um ein schnelles An- und Abschalten der Saurestressantwort zu gewahrleisten. Um die
Regulation von GadE mdoglichst vollstindig zu erfassen, sollte diese auf den Ebenen der
transkriptionalen Regulation, der translationalen und der Kontrolle durch Proteolyse untersucht

werden.

Die Erforschung dieses Systemes erforderte eine umfassende Rekonstruktion des zentralen Teiles des
Netzwerkes mit Deletionsmutanten, LacZ-Reportergen-Fusionsstimmen und Antikdrpern zu
Schliisselregulatoren unter den bei uns verwendeten Medien-, Wachstums- und Stammhintergrund-

Bedingungen.

Vorangegangene Transkriptomstudien im Rahmen der Dissertation von Harald Weber zeigten, dass
GadE mit GadX zusammen die gad/hde Gene aktiviert, wihrend es weitere Gene gibt, die allein von
GadX, nicht von GadE aktiviert werden. Es galt daher auch, diese Ergebnisse weiter zu untersuchen
und die generelle Netzwerkstruktur sowie einzelne Netzwerkmotive von

0°/GadE/GadX—Effektorgengruppen systematisch aufzukléren.



3. Material und Methoden

3.1 Grundlagen und allgemeine Methoden

3.1.1 Medien und Kultivierung

Als Komplexmedium wurde LB (5g Hefeextrakt; 10g Trypton; 5g NaCl) verwendet. Als definiertes
Medium kam M9 (10fach konzentriert: 60 g Na,HPOy4; 3 g KH,PO,; 5 g NaCl; 1 g NH4Cl; ad 1 L mit

destilliertem Wasser) mit 0,1% oder 0,2% Glucose als C-Quelle zum Einsatz.

Antibiotika wurden in den folgenden Konzentrationen eingesetzt: Ampicillin (100 pg/ml),

Chloramphenicol (25 pg/ml), Kanamycin (50 pg/ml) und Tetracyclin (5 pg/ml).

Fiir Agarplatten wurde 5% Agar hinzugefiigt und zur Blaufirbung von LacZ Fusionsstimmen wurde

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f-D-galactopyranosid) hinzugefugt.

Fiir Standardexperimente wurden Fliissig-Kulturen in Glaskolben mit dem S5fachen Volumen des
Kulturvolumens mit einer im gleichen Medium gewachsenen Ubernachtkultur auf eine ODs75=0,05

angeimpft und bei 300 rpm, bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

Saureshift-Experimente wurden durchgefiihrt, indem LB bzw. M9 Kulturen bei ODs;5 = 0,5 mit 170
mM MES (Endkonzentration) supplementiert wurden, was den pH-Wert auf 5,0 (LB) bzw. 5,5 (M9
mit 0,2% Glucose) absenkt. Fiir permanentes Wachstum bei pH 5 bzw. pH 5.5 wurde das Medium
entsprechend bereits mit 170 mM MES angesetzt.

3.1.2 Stammbhaltung

Es wurden 5 ml LB Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und bei 37° C iiber Nacht im Roller
bebriitet. Von dieser Kultur wurde 1 ml als Suspension mit 7% DMSO in Stammhaltungsréhrchen

iiberfiihrt und bei -80°C gelagert.

3.1.4 Plasmid-Transformation

Die Transformation von gereinigten Plasmiden erfolgte nach dem TSS-Verfahren (Chung et al.,
1989). Es wurden 200 pl Logphasenkultur mit 200 pl TSS Medium (20 g PEG 6000/8000; 2,03 g
MgCl, x 6 H,O; 90 ml LB; 10 ml DMSO) und 1 pl Plasmid DNA versetzt und dann zuerst 30 min
auf Eis und anschlieBend 1 h bei 37° C inkubiert. SchlieBlich wurden die Ansitze auf LB Platten mit
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entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und {iber Nacht bei 37° C bebriitet.

3.1.5 P1-Transduktion zur Herstellung von Mutanten

Zur Herstellung eines P1 Phagenlysates wurde der Stamm, von dem das Lysat hergestellt werden
sollte, in LB Medium bis zu ca. ODs7;5=0.3 kultiviert. Anschliefend wurde die Kultur mit einem
Tropfen 1 M CaCl, und 2 Tropfen E. coli MC4100 Wildtyplysat versetzt. Dann wurde die Kultur bis
zur Lyse flir ca. 3 bis 8 Stunden weiterinkubiert. Zur vollstdndigen Lyse wurden zum Rohlysat 5 bis
10 Tropfen Chloroform hinzupipettiert und anschlieBend nochmals fiir 10 Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurde bei 4000g fiir 15 min abzentrifugiert, der Uberstand in ein neues Glasrohrchen

iiberfiihrt und mit 5 Tropfen Chloroform versetzt und das fertige Lysat bei 4°C gelagert.

Die Transduktion erfolgte, indem eine Ubernachtkultur abzentrifugiert wurde und das Pellet in 1 ml 10
mM MgSO, resuspendiert wurde. Nach Hinzugabe von 2 Tropfen 1M CaCl, und mehreren Tropfen
Phagenlysat wurde bei Raumtemperatur fiir 15 min inkubiert. Anschliessend wurden 2 Tropfen 1M
Natriumcitrat und 500 pl LB hinzupipettiert und der Ansatz im Roller bei 37° C fiir eine Stunde
inkubiert. SchlieBlich wurde der Ansatz auf LB Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert
und iiber Nacht bei 37° C bebriitet.

3.2 DNA-Analytik

3.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR wurde nach Standardprotokollen durchgefiihrt (Sambrook & Gething, 1989). Die Primer wurden
von Metabion (Miinchen) synthetisiert. Als DNA Polymerase wurde Vent (NEB), fiir Kontroll PCRs
Taq Polymerase (NEB) eingesetzt. Die PCR Produkte wurden mit Agarose-Gelelektrophorese
untersucht. Fiir praparative Zwecke wurden PCR Produkte mit Gelextraction Kit (Qiagen) aus dem

Agarosegel gereinigt.

3.2.3 Priparation von Plasmid-DNA

Die Préaparation von Plasmid DNA erfolgte mit Plasmid Mini Kit nach den Protokollen des Herstellers
(Qiagen).
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3.2.4 Klonierung
3.2.4.1 Restriktionsverdau, Ligation

Restriktionsverdaus erfolgten mit Restriktionsenzymen der Firma NEB (USA) nach den Angaben des
Herstellers. Zur Vermeidung von Religationen wurden geschnittene Plasmide durch Zugabe von 1 pl
Shrimp Alkalische Phosphatase (NEB) und Inkubation fiir 1 h bei 37°C dephosphoryliert. Zum
Ligieren wurden 10 pl Insert-DNA, 2 pl Plasmid-DNA, 1,5 pl 10xLigationspuffer und 1 pl T7
Ligase (NEB) zusammenpipettiert. Dies wurde {iber Nacht bei 4°C gelagert oder fiir 2 Stunden bei

20°C, wonach der Ansatz durch Elektroporation in kompetente Zellen transformiert wurde.

3.2.4.2 Herstellung kompetenter Zellen, Elektroporation

Zur Herstellung kompetenter Zellen wurde der Rezipientenstamm in LB bis zu einer ODs7g von 0,5
kultiviert. Die Kultur wurde dann fiir 30 min auf Eis inkubiert, anschliessend bei 4° C abzentrifugiert
und das Zellpellet zuerst mit 0,5 vol. eiskaltem Aqua dest. und dann mit 10 ml eiskaltem 10%igem
Glycerin gewaschen. Das Pellet wurde in 1/1000 Volumen (bezogen auf die urspriingliche Kultur)
10%igem Glycerin resuspendiert und dann zu 100 pl in Reaktionsgeféfle aliquotiert und bei -80°C
eingefroren. Zur Elektroporation wurden zu einem Aliquot kompetenter Zellen 5 pl DNA
hinzugegeben, gemischt und kurz auf Eis inkubiert. Dann wurde die Suspension in vorgekiihlte
Elektroporationskiivetten iiberfiihrt und mit Gene Pulser Xcell (BioRad) elektroporiert. Der Ansatz
wurde mit 0,4 ml LB aufgefiillt, in Reagenzgléser iiberfithrt und zur phénotypischen Expression 1 h im

Roller inkubiert. SchlieBlich wurde auf LB Platten mit entsprechendem Antibiotikium ausplattiert.

3.2.4.3 Plasmidpréparation, Sequenzierung

Positive Klone wurden durch Vereinzelungsaustrich auf Selektivmedium gereinigt. Von
Einzelkolonien wurden dann Ubernachtkulturen angeimpft und aus diesen die Plasmid-DNA isoliert
und dann bei -20°C gelagert. Aliquote der Plasmid-DNA wurden zur Sequenzierung des Inserts an die

Firma Agowa (Berlin) geschickt, um die Richtigkeit des Klonierungsproduktes zu iiberpriifen.

3.2.4.4 Plasmidklonierungen von gadE, gadW und ydeO zur Analyse

Um GadW und YdeO detektierbar zu machen, wurden die Gene auf pRH800 (Plasmide in
Plasmidverzeichnis am Ende dieses Kapitels) kloniert hinter einen IPTG induzierbaren tac Promotor.

Dafiir wurde der gesamte ORF und die native Shine Dalgarno Sequenz per PCR mit MC4100 DNA
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als Matrize amplifiziert (Primer in Primerliste am Ende des Kapitels) und in das geschnittene Plasmid

eingefiihrt.

GadE wurde, um es von der transkriptionalen Kontrolle abzukoppeln und die posttranskriptionale
Kontrolle zu untersuchen, mit seiner gesamten mRNA auf pRH800 kloniert. Dafiir wurde, ausgehend
vom Transkriptionsstartpunkt bei -124 relativ zum Startkodon (Weber et al., 2005) bis zu einer rho-
unabhingigen Terminationsstelle stromabwérts des ORF amplifiziert wie oben beschrieben (Primer in
Primerliste am Ende des Kapitels). Desweiteren wurde gadE hinter einen synthetischen, stark o°-
abhéngigen Promotor, synp9 (Becker & Hengge-Aronis, 2001), auf einen Vektor mit niedriger
Kopienzahl (pACYC184) kloniert, um die Expression von gadE ausschliesslich ¢ -abhingig zu
exprimieren und GadE in physiologischen Mengen in der Zelle vorliegen zu haben.. Dafiir wurde
ebenfalls ausgehend von oben erwédhnten Transkriptionsstartpunkt bis zum Ende des ORF von gadE
amplifiziert und das erhaltene Fragment in die Schnittstellen in die Chloramphenicol-Resistenz-
Kassette von pACYC184 eingefiigt, wobei diese zerstdrt wurde. Die Klonierungen von gadFE sind in
Abbildung 3.1 zu sehen.

GadE GadE CRP

nnnnnnnnnnnnnnnnn :LF*M gade F—E—

GadW YdeO EvgA  EvgA YdeO

GadX : ! E

E kurze gadE: lacZ E3u5ion i e lacZ i i

H | i i

lange qadE::iachfusion ; veeep lacz E E

= GAD-Box ptacr gadE mRNA mit tac Promotor 5 E
% weitere beschriebene ?T gadE auf pACYC 184 mit synpd E

Transkriptionsstartpunkte

—__ Binderegionen fiir Regulatoren

Abbildung 3.1: Schemaskizze von gadE und seinem regulatorischen Bereich und den
angefertigten Klonierungen.

3.2.4.5 GFP-Klonierungen

Fiir die Klonierung von unterschiedlich C-terminal markiertem GFP wurde das Plasmid pGFPssrA
von (Dougan et al., 2002) verwendet. Mithilfe der Schnittstellen Pstl/Hindlll kann der ssrA-Tag
herausgeschnitten werden und die C-terminale YdeO-Oligonukleotidsequenz, welche von Kodon- und
Antikodonstrang bei Metabion angefertigt wurde und ir vitro hybridisiert wurde (mit iiberlappenden
Enden, die den Schnittstellen entsprachen), konnte in den Vektor ligiert werden (Oligonukleotide
dafiir in Primerliste am Ende des Kapitels). Das Ergebnis wurde per Sequenzierung iiberpriift. Zur

Verfiigung gestellt wurde uns von der Gruppe Dougan zusitzlich noch als Kontrolle pGFPssrAPP.
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Zur Feststellung der Fluoreszenz wurden die mit den GFP*-Plasmiden transformierten Stimme in
verschiedenem Stammbhintergrund auf LB Platten mit ImM IPTG ausgestrichen, liber Nacht bei 37°C
inkubiert und auf UV-Durchleuchttisch bestrahlt und fotografiert.

3.3 RNA-Analytik

3.3.1 RNA-Priparation
3.3.1.1 Zellernte

Eine geeignete Menge Bakterienkultur (zur Priaparation fiir Microarrays: M9 Medium, logarithmische
Phase, 70 ml) wurde mit 1/10 Vol. eiskalter Stoplosung (10% v/v Phenol in Ethanol) (Bernstein et al.,
2002) versetzt, dann bei 5000 rpm/4°C fiir 4 min abzentrifugiert und das Pellet sofort in fliissigem N,

eingefroren und bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

3.3.1.2 RNA-Aufreinigung

Die RNA Priparation erfolgte mit dem Rneasy Midi Kit gemd dem Protokoll des Herstellers
(Qiagen). Nach der Elution der gereinigten RNA von den RNeasySaulen wurde diese mit 1/10 vol.
DNasePuffer (10 fach konzentriert: 1 M Natriumacetat; 50 mM MgSO,; pH 5,0) und 3 pl Rnase
freier DNase (Roche) versetzt und fiir 20 min bei 37°C und anschliessend fiir 10 min bei 70° C
inkubiert. Danach erfolgte eine Phenolextraktion mit 1 Vol. Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol
(25:24:1) (Roth) und anschlieBend eine weitere Extraktion mit 1 Vol. Choroform:Isoamylalkohol
(24:1) (Roth). Anschliessend wurde die gereinigte RNA mit 20 ul Natriumacetat pH 5,2 und 3 Vol.
96% Ethanol bei -20°C iiber Nacht gefillt. Danach wurde die RNA bei 4° C und 14000 rpm fiir 30
min abzentrifugiert, das RNA Pellet mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen und dann bei Raumtemperatur
getrocknet. Das trockene RNA Pellet wurde schlieBlich in 10 bis 20 pl RNase freiem Wasser gelost
und die geloste RNA bei -80°C gelagert.

3.3.1.3 RNA-Konzentrationsbestimmung und -Qualitdtskontrolle

Die Konzentration und Reinheit von RNA Proben wurde durch photometrische Messung bei 260 nm
und 280 nm bestimmt (Sambrook & Gething, 1989). Weiterhin wurde die Qualitdt der Proben in
Hinsicht auf RNA Degradation und DNA Kontamination mit denaturierender Agarose-
Gelelektrophorese untersucht. Dazu wurden 1 pg RNA mit 1 vol. RNA Probenpuffer (6,5 ml
Formamid; 1,2 ml Formaldehyd; 2 ml 10x MOPS; 0,4 ml 50% Saccharose; 20 mg
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Bromphenolblau; 20 mg Xylencyanol) gemischt und bei 65° C fiir zehn Minuten denaturiert.

Die Proben wurden in einem denaturierenden Agarosesegel (3 g Agarose; 146 ml A. dest; 2 ml 10x

MOPS; 34 ml Formaldehyd) aufgetrennt und schlie8lich mit Ethidiumbromid gefarbt.

3.3.2 Microarray-Technik

Die Microarray-Analysen wurden mit Microarrays mit 50mer Oligonukleotidsonden (ssDNA) von der

Firma MWG wie folgt durchgefiihrt:

3.3.2.1 Reverse Transkription mit fluoreszierenden Nukleotiden (,,Labeling*)

Die reverse Transkription der gereinigten RNA wurde als direkte Markierung mit Cy3-dCTP/Cy5-
dCTP (Amersham) nach dem Protokoll fiir bakterielle Microarrays der Firma MWG durchgefiihrt. Zu
50 pug RNA wurden 3 pl Random Hexamere (3 pg/ul; Invitrogen) gegeben, der Ansatz wurde
zuerst fiir 10 min bei 65° C und anschlieBend fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und
schlieSlich 2 min auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurden zu diesem Ansatz 4 pl 5x RT
Reaktionspuffer, 2 pl dANTP Mastermix (dATP, dGTP, dTTP jeweils 5 mM; dCTP 2mM), 2 pl
Cy3-dCTP oder Cy5-dCTP, 2ul DTT und 1 pl Superscript Il (alle Komponenten von Invitrogen,
auler den Cy Nukleotiden) hinzugegeben, gemischt und fiir 2 h bei 42° C inkubiert. Danach wurde der
Ansatz mit 5 ul 1 M NaOH versetzt und fiir 10 min bei 65° C inkubiert. Nach der Neutralisierung mit
5 ml 1 M HCI und 200 pl TE Puffer pH 7,5 erfolgte die Aufreinigung der cDNA mit PCR
Purification Kit (Qiagen). Entsprechende Cy3 und Cy5 markierte Ansdtze wurden vereinigt und in der
Vakuumzentrifuge auf ein Volumen von ca. 10 pl eingeengt und schlieBlich auf Eis (fiir maximal

2h) gelagert.

3.3.2.2 Uberpriifung der Labeling Effizienz

1 ul Labeling Ansatz in maximal 100 ul H,O bei 260 nm (¢cDNA Konzentration) und 550 nm (Cy3-

Absorption) bzw. 649 nm (Cy5-Absorption) messen.

Cy3:  Amax =550 nm
e (cm-1 M-1) = 150000 (gqye)
CFy (Correction Factor) = 0.08
Cy5:  Amax =649 nm
e (cm-1 M-1) =250000 (gqye)
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CFy0 (Correction Factor) = 0.05
ssDNA: € (cm-1 M-1) = 8920 (epase)

Abase = A26() - (Adye X CF260) A= AbSOI‘ptiOl’l

Verhiltnis base/dye: (Apase X €dye)/(Adye X Ebase)

Der Quotient base/dye sollte zwischen 8 und 65 liegen, wobei die Inkorporation der Cy dyes umso
besser ist, umso niedriger der Wert liegt. Cy5 wird bekanntermaB3en schlechter inkorporiert als Cy3,
fiihrt auch haufiger zum Abbruch der Synthese. Noch dazu ist es empfindlicher gegen Zerstorung
durch Licht.

cDNA Konzentration: c(mg/ml) = (Apase X 330 (MWhase))/( €vase X Pfadldnge)

3.3.2.3 Hybridisierung, Detektion und Auswertung

Die ¢cDNA wurde gegen Escherichia coli K12 Microarrays V2 (MWG) hybridisiert. Diese
Microarrays sind mit 4288 Gen-spezifischen 50mer Oligonukleotiden gespottet und decken damit alle
offenen Leseraster des Genomes ab. Hybridisierung, Waschen und Trocknen der Microarrays erfolgte
nach der Anleitung des Herstellers. Die Fluoreszenz Detektion der Microarrays bei 532 nm (Cy3) und
635 nm (Cy5) erfolgte mit einem Genepix 4100 A (Axon) Laserscanner und der Software Genepix Pro
4.1 und Acuity (Axon). Fiir ein einzelnes Microarray-Experiment wurden Gene nur dann in die
weitere Auswertung aufgenommen, wenn die detektierten Signale eine Mindestqualitdt aufwiesen.
Dazu musste das Signal-Rausch-Verhiltnis (,,signal to noise ratio*) in mindestens einem Kanal > 3
und die Summe der Intensitdtsmediane (,,sum of medians®) > 200 betragen. Experimente wurden mit
insgesamt drei biologisch unabhédngigen Microarray-Analysen durchgefiihrt. Gene wurden als
differenziell reguliert betrachtet, wenn in allen drei Analysen die Unterschiede der relativen RNA
Mengen > 2 oder < 0,5 war. Die Angabe der Ratios in den Tabellen beruht auf den

Durchschnittswerten der drei Experimente.

Die Rohdaten der Microarrays, die in dieser Arbeit gemacht wurden, befinden sich auf dem
Arrayexpress Server (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress). Die Lon"-Array Daten sind &ffentlich

zuganglich unter der Expressionsnummer E-MEXP-1484

3.3.3 Northern Blot-Analyse

Gesamtzell-RNA zur Northern Blot-Analyse von gadA4 und gadBC mRNA wurde genau so prapariert
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und weiter prozessiert wie in (Weber et al., 2006) beschrieben. Als Sonde wurde ein DIG-markiertes
PCR-Fragment verwendet, das mit folgenden Oligonukleotiden hergestellt wurde: 5°-
GGTTCTTCCGAGGCCTGTATG-3" und 5'-CAGGTGTTGTTTAAAGCTGTTCTG-3". Diese Sonde
basenpaart an homologen Abschnitten von gadA4 und gadBC, da es sich um fiir Isozyme kodierende

Gene handelt und sie praktisch identische DNA-Sequenz haben.

3.4 Protein-Analytik

3.4.1 Immunoblot-Analyse (Westernblot)
3.4.1.1 Protein-Préparation

Zur Standardisierung der Proteinkonzentration in den Proben, wurde nach folgender Formel entweder
berechnet, wieviel Probenvolumen aus den Kulturen entnommen werden musste, oder wieviel SDS-

Probenpuffer hinzugegeben werden muss:
0,374/ ODs73 = Probenvolumen in pl (entspricht 40ug Gesamtprotein).

Zur Extraktion der Proteine wurden Proben von M9 Bakterienkulturen mit 1/10 vol. 100%
Trichloressigsdure versetzt, die Proben von LB Kulturen wurden vorher abzentrifugiert und dann
direkt in 10% Trichloressigsdure resuspendiert. Die Féllung der Proteine erfolgte fiir mindestens 20
min auf Eis. Anschliefend wurde bei 4°C 10 min abzentrifugiert und das Prézipitat mit Aceton
gewaschen. Nach Trocknung fiir 10 min bei Raumtemperatur wurde die Proteinpraparation in einem
solchen Volumen SDS Probenpuffer (0,06 M Tris [pH 6,8]; 2% SDS; 10% Glycerin; 3% B-
Mercaptoethanol; 0,005% Bromphenolblau) resuspendiert, dass die Gesamtprotein Endkonzentration

in der Probe 2pg/ul betrug.

3.4.1.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS PAGE erfolgte nach Standardmethoden (Laemmli, 1970, Sambrook & Gething, 1989) in einer
MiniProteanlIApparatur (Biorad). Dazu wurde ein 15 %iges Trenngel (2,5 ml LT [36,34 g Tris; 0,8 g
SDS; 200 ml A. dest; pH 8,8]; 5 ml Gelstock [30% Acrylamid; 0,8% Bisacrylamid]; 2,45 ml A. dest;
5 ul TEMED; 50 pl 10% APS [Ammoniumperoxidosulfat]) mit einem 4%igen Sammelgel (1,25 ml
UT [6,06 g Tris; 0,8 g SDS; 100 ml A. dest; pH 6,8]; 0,65 ml Gelstock; 3,07 ml A.dest.; 5ul TEMED;
25 ul 10% APS) iiberschichtet. Proteinproben in SDS-Probenpuffer wurden 5 min bei 100° C erhitzt
und nach kurzem Abzentrifugieren aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 25 mA pro Gel in SDS
PAGE Elektrophoresepuffer (25 mM Tris; 0,19M Glycin; 0,1% SDS).
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3.4.1.3 Blotten des Proteingels und Immunodetektion

Nach der Auftrennung mit SDS PAGE wurden Proteine in einer MiniProteanll Apparatur (Biorad) auf
eine Roti PVDF Membran iibertragen. Dazu wurde die Membran in Methanol, Wasser und
Transblotpuffer (25 mM Tris; 192 mM Glycin; 20% Methanol) dquilibriert und gemeinsam mit dem
Proteingel und Whatmanpapieren (Schleicher & Schuell) in einer entsprechenden Vorrichtung
assembliert. Das Blotten erfolgte in eiskaltem Transblotpuffer fiir 1 h bei 100 V. Nach dem Blotten
wurde die Membran fiir mindestens 1h in Blocking Puffer inkubiert. Fiir die Detektion von o°, GFP,
Hiss, LacZ war das TBSTM (5% Magermilchpulver in TBST [20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NacCl;
0,05% Twen20]) fiir die Detektion von GadE, YdeO und GadW ist der Blocking Puffer TBSTB (3%
BSA, 10% eines 50 x Lysates einer Stationdrphasenkultur der entsprechenden Deletionsmutante in
TBST). Danach wurde fiir mindestens 2 h mit dem primiren Antikérper (Anti-GadE, -YdeO, -GadW
[diese Arbeit]: 1:10000; Anti-o° [Laborsammlung, Lange & Hengge-Aronis, 1994], -GFP [Sigma], -
Hiss [Qiagen] oder -LacZ [Laborsammlung] 1:5000 in Blocking Puffer) inkubiert. Nach drei
Waschschritten zu je 10 min in TBST wurde fiir 2 h das Ziege-Anti-Kaninchen-IgG-Alkalische-
Phosphatase Konjugat bzw. fir Hiss das Ziege-Anti-Maus-IgG-Alkalische-Phosphatase Konjugat
(Sigma; 1:7500 in TBSTM bzw. TBSTB) hinzu gegeben. Danach wurde die Membran mit TBST und
AP Puffer (100 mM Tris pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl,) jeweils 10 min gewaschen.
Entwickelt wurde durch Zugabe von 33 ul BCIP Lésung (50 mg/ml in Dimethylformamid) und
33 ul NBT Losung (50 mg/ml in 70% Dimethylformamid) in 10 ml AP Puffer. Die Reaktion der
alkalischen Phosphatase wurde gestoppt durch mehrmaliges Waschen in A. dest. und schlieBlich
wurden die Westernblots auf Filterpapier im Dunkeln getrocknet. Zur Quantifizierung der
eingescannten Westernblotbanden wurde das Image Gauge Programm verwendet, wobei eine

Standardbande (soweit eine solche vorhanden war) und der Hintergrundwert mit einberechnet wurden.

3.4.2 Nichtradioaktive Bestimmung der Protein Stabilitat

Die Bestimmung der Proteinstabilitdt von GadE, YdeO, GadW, GadE-LacZ und den GFP-Derivaten

in vivo erfolgte in einem nicht-radioaktiven Immunoblot Ansatz.

GadE wurde in diversen Mutantenhintergriinden und Wachstumsbedingungen auf seine Stabilitdt hin
untersucht (Angaben im Ergebnisteil im entsprechenden Abschnitt). Die Stabilitdt von GadE-LacZ
wurde in M9/Glucose, ODs73=0,5 untersucht. YdeO und GadW wurden - da sie nativ nicht
detektierbar war - ektopisch von einem IPTG-induzierbaren Promotor exprimiert (50 pM IPTG
(YdeO) und 1mM IPTG (GadW) bei ODs73=0,5 in M9/Glucose (YdeO) oder LB (GadW) fiir 20 min).
GFP und seine Derivate sind ebenfalls auf Plasmid kodiert hinter einem IPTG-induzierbaren Promotor

(Dougan et al., 2002) (1 mM IPTG bei ODs75=0,5 in M9 fiir 15 min).
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Die Proteinbiosynthese wurde mit 50 pg/ml Tetracyclin bzw. 0,25 mg/ml Chloramphenicol
(Endkonzentrationen) gestoppt und Proben zur TCA-Féllung zum Zeitpunkt 0 und weiteren, bei den

Versuchen angegebenen Zeitpunkten entnommen.

3.4.4 Proteiniiberexpression, Proteinaufreinigung und Antikorperherstellung

Fiir die Proteiniiberexpression von GadE, YdeO und GadW wurden PCR Produkte (siche Primerliste
am Ende des Kapitels) der vollstindigen offenen Leseraster in den Uberexpressionsvektor fiir N-
terminales Hiss-Tagging pQE30 Xa lacl (basierend auf pQE30 Xa von Qiagen mit lac/ Gen an die
Xbal Stelle kloniert). Dieser besitzt zwischen N-terminaler Hiss-Sequenz und MCS eine Xa Protease
Schnittstelle und hat ein TS5  Transkriptions-Translations-System. Es  wurden die

Restriktionsschnittstellen Stul und HindIII benutzt.

MC4100 mit den Uberexpressionsvektoren in LB mit Ampicillin (100 pg/ml) bei 37°C bis ODs73=0,6.
Dann wurden 1 mM IPTG hinzugefiigt und bei 25°C iiber Nacht weiter inkubiert. Nach Zellernte
wurde die Reinigung nach dem Qiagen Protokoll zur Reinigung unter denaturierenden Bedingungen
durchgefiihrt Fiir weitere Aufreinigung wurde mit den vorgereinigten Proteinen eine 15% SDS-PAGE
Elektrophorese gemacht und die ausgeschnittene Proteinbande mithilfe des Electro-Eluter (BioRad)

eluiert.

Dieses Eluat wurde zur Herstellung eines polyklonalen Antiserums in Kaninchen (Pineda Antikorper-
Service, Berlin) verwendet. Das Antiserum wurde dann gereinigt, mithilfe eines Ganzzellextrakt einer

entsprechenden Deletionsmutante zum Wegfangen unspezifischer Antikorper.

3.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Coomassie Plus (Pierce) nach den Angaben

des Herstellers.

3.5 Genetische Methoden

3.5.1 Herstellung von Deletionsmutanten

Die Deletion chromosomaler Gene (,,onestep inactivation®) und gegebenenfalls Entfernung der
Antibiotika Resistenz Kassette wurde nach der Methode von Datsenko und Wanner (Datsenko &

Wanner, 2000) durchgefiihrt. Die genspezifischen Primer zur Generierung der PCR Produkte fiir die
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Deletionen sind am Ende dieses Kapitels gelistet. Es wurden Deletionsmutanten von gadFE, gadW,
gadY (es wurde nur der Promotorbereich und die ersten transkribierten Nukleotide deletiert, um keine

gadX Deletion zu erhalten) und ydeO angefertigt.

3.5.2 Konstruktion von chromosomalen lacZ-Reporterfusionen

Translationale Fusionen wurden durch Klonierung von PCR Produkten in die Fusionsvektoren
pJL28,29 oder 30 generiert (Lucht et al., 1994). In der Regel wurden nur ein kurzer Abschnitt des 5'
Endes des offenen Leserasters des Zielgenes mit lacZ fusioniert. Solche kurzen translationalen
Fusionen reflektieren daher vor allem die transkriptionale Regulation, sind aber aufgrund hoéherer
Signalstdrke besser zu messen als transkriptionale Fusionen. Fiir die Inserts wurden Primer mit
entsprechenden Restriktionsschnittstellen abgeleitet (siche Primertabelle am Ende des Kapitels) und in
der PCR mit chromosomaler DNA von MC4100 als Matrize eingesetzt (fiir Details siehe den
Abschnitt ,,Klonierung*). Translationale Fusionen wurden in transkriptionale Fusionen umgewandelt
unter Verwendung der Hindlll/Clal Fragmentes von pFS1, welches die Stopkodons in allen drei
Leserastern, eine Shine Dalgarno Sequenz und einen Teil von lacZ enthidlt (Mika & Hengge, 2005).
Dieses Fragment wurde mit dem HindlIl/Clal Fragment des jeweiligen Vektors mit der translationale

Fusion ausgetauscht, so dass LacZ unabhéngig translatiert wird.

Die Plasmid-kodierten Fusionen wurden in den Phagen ARS45 gekreuzt und mit diesem MC4100
lysogenisiert (Simons et al., 1987). Auf Einzellysogenitit wurde mit PCR nach (Powell ef al., 1994)
getestet.

Es wurden translationale LacZ Fusionen von gadE, gadX, gadW und slp angefertigt und

transkriptionale Fusionen von gadA und gadB.

3.6 Biochemische Methoden

3.6.1 Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitit

Die B-Galaktosidase-Aktivitdt wurde nach (Miller, 1972) mit o-Nitrophenyl-8-D-Galactopyranosid

(ONPQG) als Substrat bestimmt und in pumol o-Nitrophenol pro min pro mg Protein angegeben.

3.7 Bioinformatische Analysen

3.7.1 Genannotationen und Gensequenzen
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Angaben von Gennamen und Genprodukten beruhen auf den Angaben von der Datenbank
Encyclopedia of Escherichia coli K-12 Genes and Metabolism (EcoCyc) (http://ecocyc.org/).
Gensequenzen von E. coli stammen aus der Genbank Datei von  Colibri

(http://genolist.pasteur.fr/Colibri/).

3.7.2 Bestimmung der mRNA Faltung von gadE

Die Vorhersage der Sekundirstruktur-Faltung der gadE mRNA wurde mithilfe des MFold
Programmes von Martin Zucker angefertigt (http://mfold.bioinfo.rpi.edu/) (Zucker, 1999). Es wurden
dafiir die ersten 250 Nukleotide ab Transkriptionsstartpunkt (Weber et al., 2005) fiir die Berechnung

herangezogen.

3.8 Verzeichnisse der Materialien, Primer, Plasmide und Stimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in der fiir die molekularbiologische Forschung
angemessenen Qualitdt bei den einschldgigen Herstellern (Roth, Merck, Sigma) bezogen. Angaben zu
Materialien, die nicht nachfolgend gelistet sind, finden sich in dem entsprechenden Abschnitten im

Methodenteil.
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Substanz Hersteller
Blotmembran PVDF Roth
Bromphenolblau Biorad

Dig-UTP Labeling Mix Roche

DNA Liangenmarker ADNA-BstEIl New England Biolabs
DNase Boehringer

DTT Pharmacia PlusOne
Harnstoff Pharmacia PluOne
IPTG Peqlab

Klen Taqg DNA Polymerae und Puffer Sigma

Milli Q Millipore

(Mini) Protean II Biorad

NBT und BCIP Boehringer

ONPG Serva

Plasmid Mini und Midi Kit Qiagen
Proteingrofenstandard Biorad/Invitrogen
Protein Assay Kit Pierce

Qiaquick Gel Extraction Kit Qiagen
Restriktionsenzyme New England Biolabs
RNeasy Mini Kit Qiagen

PCR Purification Kit Qiagen

SDS 10% Biorad

Sekundére Antikorper Sigma

Shrimp Alakline Phosphatase Amersham Biosciences
T4 DNA Ligase Boehringer

TEMED Roth

Tris Base Applichem

Vent Polymerase und Puffer New England Biolabs
Cy3-dCTP, Cy5-dCTP Amersham

MES Sigma

Nukleotide fur Microarrays Invitrogen
Nukleotidmix fur PCR Qbiogene

Random Primers Invitrogen
Superscript II Reverse Transkriptase Invitrogen

X-Gal Roth
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3.8.2 Verzeichnis der Oligonukleotide
Name Sequenz 5°-3° Konstruktion
gadA(B)-u-(+138)Sall GATAATCTGAAAGTCGACATCATCGC gadA(B)::lacZ
gadA-d-(-281)EcoR] GTGGATGAATTCGTAGCTTTCCTGC gadA::lacZ
gadB-d-(-231)EcoR] GTGAGAATTCAGGAGACACAGAATGC gadB::lacZ
gadE-u-(+1165)Sacll CATGCCCGCGGTCAATTTCAGTTG gadFE auf pACYC184

gadE-d-(+1)phos

ATGATTTTTCTCATGACGAAAGATTC

gadFE auf pQE30 Xa lacl

gadE-u-(728)HindIll

ACATAAGCTTCTAAAAATAAGATGTGATACCCAGGGT
GAC

gadFE auf pQE30 Xa lacl

Ncol-synp9-gadE-d- CGCTGCCATGGATTAATCATCCGGCTTCTATACTTAA | gadE auf pACYC184 mit

(-143) TAGGTATTGATTAGTGTTAATAGACG synp9 Promotor

gadE-d-(-146)BamH1 GAAGTATTGATTAGGATCCATAGACG gadE mRNA auf pRH800

gadE-u-(+758)Sacl GGGATACAGGCACAGAGCTCGACATGG gadE mRNA auf pRH800

gadE-d-(+1)P1 ATAATGAAAAGGATGACATATTCGAAACGATAACGGC | gadE::kan
TAAGGAGCAAGTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

gadE-u-(+529)P2 TCTGCATCCCTCGTCATGCCAGCCATCAATTTCAGTT | gadE::kan
GCTTATGTCCTGACATATGAATATCCTCCTTAG

gadE-u-(+45)Hindlll ATCTATAAGCTTTATCTTTCAACTGCCAAAAGC gadE::lacZ

gadE-d-(-791)BamHI CGGTTGTCACCCGGATCCTAGTCAC gadE::lacZ (lange Fusion)

gadW-d-(+1)phos ATGACTCATGTCTGCTCGGTGATCC gadW auf pQE30 Xa lac/

gadW-u-(+729)Hindlll CATAAGCTTTCAGGAAAAGGTACCTGGCGAATGTTGC | gadW auf pQE30 Xa lacl
G

gadW-d-(-11)EcoR1 GTATGAATTCTAAGGGATAATCATGAC gadW auf pRH800

gadW-u-(+756)Hindlll | GAGATCCTGACCAAGCTTCAAATGCG gadW auf pRH800

gadW-d-(+1)P1 TCATTAGTATACTGAAATTGAAATAATCGCAGTATGA | gadW::kan
AATATAAGGGATAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

gadW-u-(+730)P2 TCACATGAAGCAGGTGTGAGATCCTGACCAATATTCA | gadW::kan
AATGCGAAATATGCATATGAATATCCTCCTTAG

gadW-d-(-318)EcoRl GGACCGGGAATTCGATAGTCTGCCG gadW::lacZ

gadW-u-(+33)Sall CGAATGGTCGACGAATGAGGATCAC gadW::lacZ

gadX-d-(-192)EcoR] GCTTACTATGAATTCCCCTGTGTTC gadX::lacZ

gadX-u-(+39)Sall CTTGCATACGCAAGTCGACAATTCC gadX::lacZ

gadY-d-(-102)P1 GATAATAAGTAAATGCAGCACGAATATATTTTCGCAC | gadY::kan
AGCGTATAGCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

gadY-u-(+46)P2 CCGTTATAACACTCCCTGTTGGCACGGGAAACTTTGT | gadY::kan
GCTCTCCATATGAATATCCTCCTTAG

ydeO-cterm-d- GGCCGCAAATACGGGCAACACGATGAATGCTTTAGCT | pGFPydeO"

Pstl/Hindll ATTTGAA

ydeO-cterm-u- AGCTTTCAAATAGCTAAAGCATTCATCGTGTTGCCCG | pGFPydeO"

Pstl/Hindll1 TATTTGC

slp-d-(-463)BamH] CTCCGGATCCAATAAAATTCAAACATGG slp::lacZ

slp-u-(+14)Hindlll CCTTTTGTAAGCTTCATGTTACTATCC slp::lacZ

ydeO-d-phos ATGTCGCTCGTTTGTTCTGTTATATTT ydeO auf pQE30 Xa lacl

ydeO-u-(+763)Hindlll GCAAAGCTTCAAATAGCTAAAGCATTCATCGTGTTGC | ydeO auf pQE30 Xa lacl
CCG

ydeO-d-(-44)BamHI GTTAAAAAAGGATCCATAAAAACTTTATTG ydeO auf pRH800

vdeO-u- GGTTGACTACTCGTAAGCTTATAATCAAATAGCTAAA | ydeO auf pRH800 mit C-

(+795)HindIIII(LAI) GC terminalem LAI

vdeO-u- GGTTGACTACTCGTAAGCTTATAATCAATCATCTAAA | ydeO auf pRH800 mit C-

(+795)HindIIII(LDD) GC terminalem LDD

ydeO-(+763)P2 CCATTTAATTCTTACGCAGCGTGTGTGGTTGACTACT | ydeO::kan
CGTTAGCAAATAACATATGAATATCCTCCTTAG

vdeO-(-1)-P1 GAAATGTTAAAAAAGTATCGATAAAAACTTTATTGTT | ydeO::kan

TTAAGGAGATAAAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
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Plasmid Beschreibung Referenz
pACYC184 Zur Klonierung von Genen mit niedrigem Spiegel. Low copy Plasmid mit | NEB
ori, Cm®, TcR
pGFPssrA pUHE21-2fdA12 mit GFP mit C-terminaler ssrA-Markierung statt Hiso (Dougan et al.,
(Nofl-Pstl Fragment) 2002)
pGFPssrAPP pGFPssrA mit Austausch der letzten 2 Aminosdurereste am C-Terminus (Dougan et al.,
der ssrA-Markierung (AA—DD) 2002)
pJH1 pJL30-Derivat mit (gadA(-)281 bis gadA138)::lacZ diese Arbeit
pJH2 pJL30-Derivat mit (gadB(-)231 bis gadB138)::lacZ diese Arbeit
pJH3 pJH1 mit HindllI-Clal Fragment Austausch aus pFS1, dadurch (Weber et al.,
Einfiihrung von Translationsstops in allen drei Leserastern und Shine- 2005)
Dalgarno-Sequenz stromaufwirts von lacZ, um Operonfusion zu
erhalten.
pJH4 pJH2 mit Hindll1-Clal Fragment Austausch aus pFS1 (s.pJH3) (Weber et al.,
2005)
pJHS5 pQE30 Xa lacl mit (gadW1 bis gadW729) in Hindll1-Stul Schnittstelle diese Arbeit
pJH6 pQE30 Xa lacl mit (gadX1 bis gadX826) in Hindl11-Stul Schnittstelle diese Arbeit
pJH7 pQE30 Xa lacl mit (gadE1 bis gadES528) in Hindl11-Stul Schnittstelle diese Arbeit
pJH12 pRH800 mit gadW(-)12 bis gad W746 in EcoRI-Hindlll Schnittstelle diese Arbeit
pJH14 pGFP mit ydeO727 bis ydeO764 am C-Terminus statt His;o (NofI-Pst1 diese Arbeit
Fragment)
pJH15 pQE30 Xa lacl mit (ydeO1 bis ydeO761) in Hindl11-Stul Schnittstelle diese Arbeit
pJH16 pJL29-Derivat mit (gadW(-)318 bis gadW33)::lacZ [hybr.] diese Arbeit
pJH17 pJL29-Derivat mit (slp(-)463 bis sip14)::lacZ [hybr.] diese Arbeit
pJH18 pJL29-Derivat mit (gadX(-)176 bis gadX29)::lacZ [hybr.] diese Arbeit
pJH19 pRH800 mit (gadE(-)124 bis gadE740) in BamHI-Sacl Schnittstelle diese Arbeit
pJH20 pRH800 mit (ydeO(-)30 bis ydeO765) diese Arbeit
pJH21 pRH800 mit (ydeO(-)30 bis ydeO765) mit Mutation im C-Terminus diese Arbeit
(AI—=DD)
pJH22 pACYC184 (gadE(-)124 bis gadE553) hinter synthetischem Promotor diese Arbeit
synp9 in Neol-Sacll Schnittstelle.
pJH23 pJL28-Derivat mit (gadE(-)774 bis gadE60)::lacZ [hybr.] diese Arbeit
pJL28,29,30 Vektoren zur Herstellung von Genfusionen mit lacZ, bla” (Amp") (Lucht et al.,
1994)
pPQE30 Xa lacl | Uberexpressionsvektor mit Polylinker mit N-terminalem Hiss und Qiagen
dazwischen Xa Protease Schnittstelle und /ac/ Gen in Xbal Schnittstelle
pRH800 PBR322-Derivat: pLSKS5 (pJF118EH mit dnaAd in Smal/Sall im Fischer D. und

Polylinker) mit ausgetauschtem Polylinker EcoR1/HindIll von
pSPTBM20 (Boehringer Mannheim) vermutlich laciq nicht funktionell,
daher leaky

Hengge-Aronis R.
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Stamm Genotyp Referenz

MC4100 E.coli K12 F- araD139 A(argF-lac)U169 deoC flbB5301 (Silhavy et al., 1984)
relA1 rpsL150 ptsF25 rbsR

AM106 MC4100 rssB::Tnl0 (Muffler et al., 1996)

AM125 MC4100 clpP1::cat (Muffler et al., 1997)

AM135 MC4100 clpP1::cat rssB::Tnl0 Laborsammlung

ASS8 MC4100 lon-146::ATnl0 Laborsammlung

DDS1201 MG1655 dsrAl::cat (Sledjeski & Gottesman, 1995)

FI11202 W3110 Lacl® lacL8 gInG::Tn5 0202 Fiedler, 1995

GB117 MC4100 [ARS45:synp9::lacZ(hybr)] (Becker & Hengge-Aronis, 2001)

HW113 MC4100 [ARS45:gadE(-)463 bis gadE45::lacZ(hybr)] (Weber et al., 2005)

HW115 MC4100 gadX::cat (Weber et al., 2005)

KS7 MC4100 [ARS45:dps(-) bis dps::lacZ] (Stephani ef al., 2003)

KY2347 MG1655 A(clpXP-lon)1169::cat Laborsammlung

RH90 MC4100 rp0S359::Tnl0 (Lange & Hengge-Aronis, 1991)

RO151a MC 4100 f(osmY(csi-5::1acZ)(AplacMu55) (Lange et al., 1993)

SUB26 MC4100 evgA::cat Laborsammlung

JK14 MC4100 (ARS45:0tsB(-)238 bis otsB264::lacZ) Laborsammlung

JK86 MC4100 (ARS45:gadA(-)281 bis gadA138::lacZ) (Weber et al., 2005)

JK87 MC4100 (ARS45:gadB(-)231 bis gadB138)::lacZ) (Weber et al., 2005)

JK88 JK86 rssB::Tnl0 diese Arbeit

JK89 JK87 rssB::Tnl0 diese Arbeit

JK90 JK86 clpP1::cat diese Arbeit

JK91 JK87 clpP1::cat diese Arbeit

JK92 JK86 clpP1::cat rssB::Tnl0 diese Arbeit

JK93 JK87 clpP1::cat rssB::Tnl0 diese Arbeit

JH19 MC4100 gadE::kan diese Arbeit

JH20 MC4100 gadW::kan diese Arbeit

JH34 MC4100 AgadX diese Arbeit

JH43 MC4100 A(clpXP-lon)1169::cat diese Arbeit

JH44 HW113 Jon::Tnl0 diese Arbeit

JH46 JK14 lon::Tnl0 diese Arbeit

JH47 KS7 lon::Tnl0 diese Arbeit

JH49 JK86 lon::Tnl0 diese Arbeit

JH50 JK87 lon::Tnl0 diese Arbeit

JHS52 ROI151a lon::Tnl0 diese Arbeit

JHS53 MC4100 gadE::kan clpP1::cat diese Arbeit

JH54 F11202 clpP1::cat diese Arbeit

JHS5 F11202 lon::Tnl0 diese Arbeit

JH67 MC4100 AgadE diese Arbeit

JH68 MC4100 gadE::kan lon::Tnl0 diese Arbeit

JH69 MC4100 gadE::kan A(clpXP-lon)1169::cat diese Arbeit

JH81 HW113 clpP1::cat diese Arbeit

JH82 HW113 gadW::kan diese Arbeit

JHS83 JK86 gadW::kan diese Arbeit

JH84 JK87 gadW::kan diese Arbeit

JHS85 MC4100 ydeO: :kan diese Arbeit

JH86 MC4100 (ARS45:gadW(-)318 bis gadW33)::lacZ) diese Arbeit

JH87 HW113 rssB::Tnl0 diese Arbeit

JH8S HW113 rssB::Tnl0 clpP1::cat diese Arbeit

JH89 JK86 rssB::Tnl0 clpP1::cat gadW: :kan diese Arbeit

JH90 JK87 rssB::Tnl0 clpP1::cat gadW: :kan diese Arbeit

JHI1 JK86 rssB::Tnl0 gadW::kan diese Arbeit

JH92 JK87 rssB::Tnl0 gadW::kan diese Arbeit

JH93 HW113 rssB::Tnl0 clpPl::cat gadW::kan diese Arbeit

JH103 JK86 gadE::kan diese Arbeit
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JH104 JK86 gadX::cat diese Arbeit
JH105 JK87 gadE::kan diese Arbeit
JH106 JK87 gadX::cat diese Arbeit
JH107 MC4100 [ARS45:5/p(-)463 bis sipl4::lacZ (hybr.)] diese Arbeit
JH108 JH107 gadE: :kan diese Arbeit
JH109 JH107 gadX::cat diese Arbeit
JH110 JH107 gadW::kan diese Arbeit
JH111 HW113 gadE: :kan diese Arbeit
JH112 HW113 lon::Tnl0 gadW::kan diese Arbeit
JH113 HW113 lon::Tnl0 gadE::kan diese Arbeit
JH115 HW113 ydeO: :kan diese Arbeit
JH116 HW113 ydeO: :kan rssB::Tnl0 diese Arbeit
JH117 HW113 ydeO: :kan rssB::Tnl0 clpP1:.cat diese Arbeit
JH118 JK86 ydeO::kan diese Arbeit
JH119 JK87 ydeO: :kan diese Arbeit
JH120 JK86 ydeO: :kan rssB::Tnl0 diese Arbeit
JH121 JK87 ydeO: :kan rssB::Tnl0 diese Arbeit
JH122 JK86 ydeO: :kan rssB::Tnl0 clpP1.:cat diese Arbeit
JH123 JK87 ydeO: :kan rssB::Tnl0 clpP1.:cat diese Arbeit
JH126 JK87 rssB::Tnl0 gadX::cat diese Arbeit
JH127 HW113 gadX::cat diese Arbeit
JH128 JK87 rssB.:Tnl0 AgadX diese Arbeit
JH129 HW113 rssB::Tnl0 gadW::kan diese Arbeit
JH130 JK87 rssB.:Tnl0 AgadX clpP1.:cat diese Arbeit
JH131 HW113 rssB::Tnl0 gadX::cat diese Arbeit
JH132 HW113 evgd.:cat diese Arbeit
JH133 JK87 evgA::cat diese Arbeit
JH134 HW113 rp0S359::Tnl0 diese Arbeit
JH135 JK87 rp0S359::Tnl0 diese Arbeit
JH136 HW113 rssB.:Tnl0 AgadX diese Arbeit
JH137 JH107 ydeO: :kan diese Arbeit
JH138 HW113 rssB::Tnl0 AgadX clpP1::cat diese Arbeit
JH140 JH107 rpoS359::Tnl0 diese Arbeit
JH141 JH107 evgA::cat diese Arbeit
JH142 MC4100 rp0S359::Tnl0 gadE: :kan diese Arbeit
JH143 MC4100 gadE: :kan gadX::cat diese Arbeit
JH144 MC4100 [ARS45:gadX(-)176 bis gadX29::lacZ (hybr.)] diese Arbeit
JH145 JH144 gadE: :kan diese Arbeit
JH146 JH144 rpoS359::Tnl0 diese Arbeit
JH147 JH144 rssB::Tnl0 diese Arbeit
JH148 JH144 gadW::kan diese Arbeit
JH149 JH144 ydeO: :kan diese Arbeit
JH150 JH144 clpP1::cat diese Arbeit
JH151 JH144 clpP1.:cat rssB::Tnl0 diese Arbeit
JH152 MC4100 ydeO::kan clpP1:.cat diese Arbeit
JH153 MC4100 ydeO::kan lon::Tnl0 diese Arbeit
JH154 MC4100 gadY::kan diese Arbeit
JH156 MC4100 AydeO diese Arbeit
JH157 MC4100 gadE: :kan dsrAl::cat diese Arbeit
JH158 JK87 gadE::kan gadX::cat diese Arbeit
JH159 JK86 gadE::kan gadX::cat diese Arbeit
JH160 JH107 gadE: :kan gadX::cat diese Arbeit
JH161 MC4100 [ARS45:gadE(-)774 bis gadE45::lacZ(hybr)] diese Arbeit
JH162 JH161 gadE: :kan diese Arbeit
JH163 JH144 gadX::cat diese Arbeit
JH164 MC4100 dsrAl:.cat diese Arbeit
JH165 JH161 evgA::cat diese Arbeit
JH166 JH161 rpoS359::Tnl0 diese Arbeit
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JH167 JH161 ydeO: :kan diese Arbeit
JH168 JH161 gadW::kan diese Arbeit
JH170 JH161 gadX::cat rpoS359::Tnl0 diese Arbeit
JH171 JH161 lon::Tnl0 diese Arbeit
JH172 JH161 rssB::Tnl0 diese Arbeit
JH173 JH161 rssB::Tnl0 ydeO: :kan diese Arbeit
JH174 JH161 clpP1.:cat rssB::Tnl0 diese Arbeit
JH175 JH161 clpP1::cat rssB::Tnl0 ydeO: :kan diese Arbeit
JH176 JH107 gadX::cat rpoS359::Tnl0 diese Arbeit
JH177 JH144 clpP1::cat rssB::Tnl0 ydeO: :kan diese Arbeit
JH178 GB117 lon::Tnl0 diese Arbeit
JH179 JH144 rssB::Tnl0 ydeO: :kan diese Arbeit




4. Ergebnisse

4.1 Globale Suche nach durch Proteolyse regulierten Regulons mittels DNA

Microarray-Analyse

Die Bedeutung der Proteolyse als regulatorischer Mechanismus in Prokaryoten ist mittlerweile
unumstritten (Jenal & Hengge-Aronis, 2003). Einzelne Félle von Proteolyseregulation wurden bereits
detailliert beschrieben. Um weitere Proteasesubstrate, die regulatorische Auswirkung haben, zu
finden, gibt es verschiedene Moglichkeiten, wobei ein Problem ist, dass Regulatoren nur in geringer
zellularer Konzentration vorhanden sind und daher mit direkten Gelfarbeverfahren oft nicht

nachzuweisen sind.

Daher wird hier ein indirekter Ansatz verfolgt, bei welchem global die Expressionsstirke aller Gene
von Escherichia coli mittels DNA Microarray-Analyse im MC4100 Wildtypstamm im Vergleich zu
den isogenen ClpP- und Lon-Deletionsmutanten untersucht wird. Abweichungen in der
Expressionsstiarke von mehreren Genen eines Regulons geben damit einen Hinweis auf den Abbau des

entsprechenden Regulators durch die entsprechende Protease.

Als Bedingung zur Probennahme wiahlten wir die logarithmische Wachstumsphase (Minimalmedium
M9 mit 0,1% Glucose als Kohlenstoffquelle). In dieser Phase werden bekanntermallen einige
Regulatoren, wie zum Beispiel auch o°, die erst unter Stressbedingungen bzw. in der stationaren Phase
benotigt werden, auf der einen Seite zwar synthetisiert, aber auch schnell wieder abgebaut. Die Zelle
ermoglicht es so, bei plotzlicher Stressexposition durch Stabilisierung des Regulators eine schnelle
Antwort erfolgen zu lassen. Gerade in dieser Nicht-Stress-Situation ist also zu erwarten, dass die

Proteolyse ihre besondere Funktion in der Genregulation entfaltet.

4.1.1 Die ClpP Protease zeigt einen positiven Effekt auf die gad/hde Gene des

Saurestressregulons.

Bei der Untersuchung des globalen Einflusses der ClpP Protease auf die Regulation von Genen
begegnen wir der Schwierigkeit, dass o® selbst von der ClpXP Protease abgebaut wird. Dadurch ist zu
erwarten, dass ein Grossteil des o°-Regulons in cIpP* als differenziell reguliert sichtbar wiirde,
welches etwa 10% des gesamten Escherichia coli Genoms umfasst (Weber H. et al., 2005). Die
mogliche ClpP-Abhingigkeit von Regulatoren von o°-Subregulons wiirde dadurch kaschiert. Daher
wurde das gesamte Experiment mit der ClpP Mutante im rssB~ Hintergrund durchgefuhrt. Der

Response Regulator RssB ist essentiell und spezifisch fur den o®-Abbau, weil er o® der ClpP Protease
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zufuhrt (Pratt & Silhavy, 1996, Muffler et al., 1996). Es sind bislang keine weiteren Targets von RssB
bekannt. Im rssB~ Hintergrund in M9/Glucose Medium bei logarithmischem Wachstum ist ¢® mit

unveranderlicher, leicht erhohter zellularer Konzentration vorhanden.

Fur die Transkriptomanalyse wurden Proben der Stimme MC4100 rssB" und MC4100 rssB™ clpP" bei

ODs78=0,5 - also in der logarithmischen Wachstumsphase in M9 + 0,1% Glucose entnommen.

Da fur die Auswertung aus gerade beschriebenen Griinden essentiell ist, dass der o°-Spiegel in den zu
vergleichenden Stammen gleich hoch ist, wurde mit denselben Proben, die zur RNA Praparation

verwendet wurden auch ein Westernblot mit o°-Immunodetektion durchgefithrt (Abbildung 4.1).

] Abbildung 4.1: Die zellulidre o°-Menge ist in den
A 1 Proben fiir die DNA Microarray-Studien (rssB’

3t ] und rssB” clpP" in M9 + 0,1% Glucose,
r 1 logarithmische Phase) gleich hoch.

Westernblot mit GS-Antikérper. Mittelwerte aus drei

biologisch unabhangigen Experimenten.

relative RpoS-Menge
n
T
1

1

rssB- rssB- clpP- wt

rssB | clpP wit
rssB

oS-

Tatsichlich ist keine signifikante Abweichung im o°-Gehalt zwischen den fur die Microarrays

verwendeten Staimmen zu beobachten.

Es wurden drei Microarrays ausgewertet und dabei nur Spots mit einer Signal-Intensititen ausgewahlt,
die mindestens dreifach uber dem Hintergrundrauschen lag (Signal-to-Noise-Ratio>3), und nur Gene,
welche in allen 3 Microarrays als mindestens zweifach differenziell reguliert auftauchten (genaueres

zur Datenanalyse in Material und Methoden).

Tabelle 4.1: (Nachste Seite) Mehr als 2 fach differenziell regulierte Gene in clpP in rrsB’
Hintergrund.

Die Ratio ist der relative mRNA-Spiegel in prP//prP+; Alle Ratios stellen die Durchschnittswerte aus
drei biologisch unabhangigen Microarray-Analysen dar. Probennahme erfolgte in Zellen, die
auf M9/0,1% Glucose auf ODs75=0,5 gewachsen waren (sich also in der logarithmischen
Wachstumsphase befanden).
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Gen Ratio

Genprodukt

Gene, die in der clpP Mutante reduziert exprimiert sind

Saurestressantwort, GadE und o® -abhangig

gadA/B 0.232
gadC 0.188
hdeB 0.246

Glutamat Dekarboxylase Isozym
Glutamat-GABA Antiporter
Saurestresschaperon

Zelloberflachenstrukturen

fimD 0.342 Hauptuntereinheit der Typ 1 Fimbrien

flgA 0.270 Flagellenbiosynthese; Zusammenbau des periplasmatischen P Ring
Basalkorpers

Regulatoren

hcaR 0.416 HcaR Transkriptionsregulator, negative Autoregulation, Aktivator des 3-
Phenylproprionat Katabolismus

htgA 0.243 Positiver Regulator der Sigma 32 Hitzeschockantwort

SdiA 0.334 Transkriptionsregulator des ftsQAZ Gencluster

Phagenbezogen

rzpR 0.182 vermutlich Prophage Lambda Endopeptidase

Membranlokalisation

proV 0.202 ATP-bindende Komponente des Transportsystems fiir Glycin, Betain und
Prolin

tauB 0.377 Taurin ATP-bindende Komponente des Transportsystems

Metabolismus

frc 0.234 Formyl-CoA Transferase Monomer

Anaerobe Atmung

nrfA 0.441 Untereinheit des Nitritreduktasekomplexes

pfiD 0.485 Format Acetyltransferase 2

Nicht klassifiziert

ybfB 0.297 vermutlich Innenmembranprotein

ycbQ 0.341 vermutlich fimbriendhnliches Adh&sionsprotein

ydaT 0.462 Hypothetisches Protein, in Operon mit rzpR

ydfA 0.210 Qin Prophage, vermutliches Protein

ydfQ 0.318 Qin Prophage, vermutliches Lysozym

ydiP 0.274 vermutlicher DNA-bindender Transkriptionsregulator AraC Typ

ydjF 0.236 vermutlicher DNA-bindender Transkriptionsregulator DeoR Typ

yfbL 0.364 vermutliche Peptidase

yfhR 0.473 vermutliche Peptidase

ygeW 0.219 vermutliche Carbamoyl Transferase

ygiS 0.328 vermuliches periplasmatisches Transport Protein

ygjl 0.304 APC Transporter

yjgL 0.299 vermutliches Protein

yjhC 0.296 KpLE2 Phagenahnliches Element; vermutliche Oxidoreduktase

yjiY 0.143 vermutlich Innenmembranprotein

ynfH 0.336 vermutliche DMSO Reduktase Anker Untereinheit

Gene, die in der clpP Mutante verstarkt exprimiert sind

mopB 2.395 Untereinheit GroES Chaperon

narV 2.164 kryptische Nitratreduktase 2, gamma Untereinheit

nohA 2.266 Qin Prophage Packprotein NU1

ybelL 2.815 vermutliches alpha-helikales Protein

ydcN 3.070 vermutlicher DNA-bindender Transkriptionsregulator

ygeQ 2.676 vermutliches Protein

yqhD 3.092 NADP-abhangige Alkoholdehydrogenase
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In dieser Situation zeigten sich insgesamt 37 Gene als ClpP-abhangig reguliert, davon nur sieben
hochreguliert, also ist die Mehrzahl der differenziell regulierten Gene vermindert im clpP”
Hintergrund. Neben dem Befund, dass uberraschend wenige Gene differenziell reguliert sind, ist
ausserdem auffallig, dass die Ratios moderat sind, diese bewegen sich hochstens im Bereich 3 bis 7
fach. Etwa die Halfte der identifizierten Gene sind y*** Gene, zu denen ausser einigen

Funktionsvorhersagen nichts genaueres bekannt ist, insbesondere nichts zu ihrer Regulation.

Die einzige sehr auffillig koregulierte Gruppe von Genen ist das Saurestress-induzierte gad/hde
Regulon, welches mit den Vertretern gadA/BC und hdeB Expressionsstarken von etwa 4 bis 5 facher
Reduktion im c/pP Hintergrund zeigt. Die ClpP Protease hat also einen positiven Effekt auf das
Saurestressregulon und man kann daraus schlieBen, dass dieser Effekt moglicherweise durch den
Abbau eines Repressors dieser Gene zustande kommt, welcher von ClpP abgebaut werden kann.

Durch das Fehlen der ClpP Protease wird er stabilisiert und entfaltet seine repressorische Wirkung.

4.1.2 Globaler Einfluss der Lon Protease auf das Transkriptom von Escherichia coli

Es ist zu erwarten, dass die Effekte auf Transkriptomebene in einer /on Mutante im Vergleich zum
Wildtypstamm sehr grof3 sind. Lon Mutanten haben bereits eine auffallende Wachstumsverzogerung,
wie in Abbildung 4.2 zu sehen ist. Die Verdopplungszeit betragt bei ihnen etwa 67 min, wahrend sie
im MC4100 Wildtyp ungefdhr 55 min betragt. Daruberhinaus ist die lon Mutante stark schleimend,
wegen der stark ansteigenden Kapselpolysaccharid-Synthese, denn Lon degradiert RcsA, den

zentralen Aktivator der Kapselsynthesegene.

1 Abbildung 4.2: Die fon Mutante hat ein
3 ﬁ E verlangsamtes Wachstum.
F Probenahme ]

Wachstumskurven von Escherichia coli
MC4100 (Quadrate) und der isogenen lon
Mutante (Kreise). M9 + 0,1% Glucose.
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Die Proben wurden also wiederum wahrend der logarithmischen Wachstumsphase genommen,
zeitversetzt, da die lon Mutante langer brauchte, um die entsprechende optische Dichte zu erreichen
(Abbildung 4.2). Es wurden drei Microarrays gemacht mit biologisch unabhéngigen Proben, die Spots
wiederum selektiert auf eine Signal-to-Noise Ratio von mindestens 3fach iiber dem Hintergrund und
einer mindestens zweifach differenziellen Intensititsstirke. Gene, die in allen 3 Arrays die genannten

Kriterien erfullten. Sie sind mit ihrer durchschnittlichen Ratio in Tabelle 4.2 aufgelistet.
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Insgesamt sind 106 Gene mindestens zweifach erhoht in der /lon Mutante und 70 zeigen verminderte
Expression. Die Ratios sind teilweise sehr hoch, bis zu 180 fach, vor allem das Gen-Cluster der
Kapselpolysaccharid-Synthese ist extrem hochreguliert im [on~ Hintergrund, was eine interne
Verifizierung dieses experimentellen Ansatzes zur Identifizierung von Proteasesubstraten durch
Transkriptomanalyse darstellt. Herunterreguliert werden die Gene nur maximal 5 fach in der lo’

Mutante.

Es zeigten sich viele o®-abhingige Gene mit erhohten Werten in der lon” Mutante, auch das rpoS Gen
selbst sowie das stromaufwirts davon gelegene und teilweise koregulierte nlpD Gen haben Ratios von
ttber 2. Natiirlich liegt die Vermutung nahe, dass der o°-Gehalt aufgrund des pleiotropen
Wachstumsdefektes bei Deletion der Lon Protease ansteigt. Jedoch lasst sich feststellen, dass dies
nicht der Fall ist, wie man in Abbildung 4.4 (im néichsten Kapitel) sehen kann. Aus diesem Befund -
keine Erhohung des o°-Gehaltes, aber Erhohung der Expressionsaktivitit vieler o°-abhingiger Gene -
lassen sich nun verschiedene Hypothesen ableiten. Einmal konnte es sich um einen multiplen Effekt
handeln, namlich dass die Lon Protease verschiedene Subregulatoren des o°-Regulons abbaut. Zum
anderen konnte es sein, dass die Lon Protease zwar nicht die Synthese, jedoch die Aktivitit von o®
negativ beeinflusst. Auf diese Fragestellung wird in Abschnitt 4.1.2.1 experimentell n#her

eingegangen.

Das Gad/Hde Siurestressregulon, welches ebenfalls von o° reguliert ist, zeigt sich deutlich als
koregulierte Gengruppe mit hohen Ratios. Auch kann von den zwei oben genannten Hypothesen
ausgegangen werden. Die Tatsache, dass dieses Regulon einmal in den ClpP*-Arrays und zum
anderen in den Lon"-Arrays mit so hoher Signifikanz auftaucht, machte es interessant, um den
Einfluss der Proteolyse auf dieses System im Detail weiter zu untersuchen. Im folgenden wurde das
Saurestressregulon rekonstruiert, indem LacZ-Reportergenfusionen zu den wichtigen Effektor- und

Regulatorgenen hergestellt wurden und Antikorper zu den Schluisselregulatoren in der Kaskade.

Tabelle 4.2: Mehr als 2fach differenziell regulierte Gene in lon".

Die Ratio ist der relative mRNA Spiegel lon™/lon"; Alle Ratios stellen die Durchschnittswerte aus drei
biologisch unabhangigen Microarray-Analysen dar. Probennahme erfolgte in Zellen, die auf
M9/0,1% Glucose auf ODs73=0,5 gewachsen waren (sich also in der logarithmischen
Wachstumsphase befanden).

Gen Ratio Genprodukt
Gene, die in der lon Mutante verstarkt exprimiert sind
Kapselpolysaccharid Synthese, nachgewiesene RcsA-Kontrolle

wcaB 25.086 vermutliche Transferase

wza 28.266  AuRenmembran Hilfsprotein, vermutliches Polysaccharide Exportprotein
wzb 12.840 wahrscheinlich Protein-Tyrosine-Phosphatase

wzc 26.191  Tyrosin Kinase involviert in die Colansaure Biosynthese

Weitere Kapselgene

cpsB 31.832 Mannose-1-Phosphat Guanyltransferase

cpsG 31.320 Phosphomannomutase
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galu 7.818  Glucose-1-Phosphat Uridylyltransferase

gmd 70.328 GDP-D-Mannose Dehydratase

ugd 58.705 UDP-Glucose 6-Dehydrogenase

wcaD 181.172 vermutlich Colansaure Polymerase

wcaF 31.027  vermutliche Transferase

wcaG 62.985 vermutliche Nukleotid di-P-Zucker Epimerase oder Dehydratase

wcal 3.493  vermutliche Colansaure Biosynthese Glykosyltranseferase

wcad 17.536  vermutliche Colansaure Biosynthese UDP-Glucose Lipidtrager Transferase

wcal 16.487 vermutliche Colansaure Biosynthese Glykosyltransferase

wcaM 60.707 Hypothetisches Protein

wzxC 5.263  wahrscheinlich Exportprotein

SOS Antwort

lexA 2.628 Regulator fir SOS (LexA) Regulon

recA 3.513 DNA Strangaustausch und Rekombinationsprotein, mit Protease und
Nuklease Aktivitat

uspE 4.212 Universelles Stressprotein mit Rolle bei der UV Resistenz

Generelle Stressantwort, o>-abhéngig

cpxP 2.563 Regulator der Cpx Antwort und méglicherweise Chaperon invoviert in
Resistenz gegen extracytoplasmatischen Stress

dps 12.242  Stationarphase Nukleoid Protein das Eisen sequestriert und DNA vor
Schaden schitzt und

elaB 5.860 Konserviertes Protein

gadA/B 16.751  Glutamat Dekarboxylase Isozym

gadC 7.458  Glutamat-GABA Antiporter

gadE 4.686  Transkriptionsaktivator

hdeA 6.846  Saureresistenzprotein,moglicherweise Chaperon

hdeB 6.221 Saurestresschaperon

hdeD 5.618  Saureresistenz Membranprotein

himA 2.885  alpha UE von IHF

katE 8.130 Katalase; Hydroperoxidase HPII(III)

IdeC 2.469 UE der Lysin Dekarboxylase 2

mscS 2.240 Kleiner Mechanosensitiver lonen Kanal

msyB 2.765  Saures Protein unterdriickt Mutanten, denen Funktionen des Proteinexport
fehlen

ompA 2.391 AulRenmembranprotein 3a (II*;G;d)

osmC 5513  Osmotisch induzierbares Protein

osmY 6.976 Hyperosmotisch induzierbares periplasmisches Protein

OtsA 3.162  Trehalose-6-Phosphat Synthase

otsB 10.723  Trehalose-6-Phosphat Phophatase

poxB 3.314 Pyruvate Oxidase

sip 5.205  Aulenmembranprotein induziert nach Kohlenstoffmangel

sodC 3.396  Superoxid Dismutase Vorlaufer (Cu-Zn)

yaeR 3.070  Wahrscheinlich Lyase

yaiA 3.377  Wahrscheinliches Protein

ybdK 2.313  Gamma-Glutamyl:Cystein Ligase

ybdR 6.531 Wahrscheinliche Oxidoreduktase, Zn-abhangig und NAD(P)-bindend

ybgS 30.182 Madglicherweise Hombobox Protein

ybiO 2.639  Wahrscheinlich mechanosensitiver Kanal

ycaP 3.008 Konserviertes hypothetisches Protein

yced 2.247  Wahrscheinliches Protein

yciG 4976  Wahrscheinliches Protein

yegP 2.445  Wahrscheinliches Protein

ygd| 3.427 Méglicherweise Lipoprotein

yghA 3.627  Wahrscheinlich Glutathionylspermidine Synthase, mit NAD(P)-bindender



yhbW 3.256
yhhA 3.398
yjbJ 4.650
ytfK 6.302
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Rossmann-Faltungs Domane
Konserviertes Protein

Konserviertes Protein
Wahrscheinlich Stressantwort Protein
Konserviertes Protein

Sonstige Schutz/Stress Gene

bacA 3.543 Undecaprenyl Diphosphatase; Bacitracin Resistenz

yeaE 7.465 Methylglyoxal Reduktase

Membranlokalisiert

cydB 2.639  Cytochrom d terminale Oxidase Polypeptid UE Il

mitD 4.857 Membrangebundene lytische Murein Transglykosylase

nlpD 2.233  Vermutliches Auflenmembran Lipoprotein

tdcC 4.854  TdcC Threonin STP Transporter

vacJ 2.859 Lipoprotein Vorlaufer

yadG 2.516 UE des YadG/YadH ABC Transporter

yiaB 13.756  Konserviertes Innenmembranprotein

Biofilmbildung

bdm 2.206 Biofilm-abhangiges Modulationsprotein

bssS 6.108 Regulator der Biofilmbildung

Phagenbezogen

PSPA 2.999 Regulatorisches Protein flir das Phagenschock Protein Operon

pspB 3.121 stimuliert PspC vermittelte Transkriptionsaktivierung des psp Operons,
Antitoxin des PspC-PspB Toxin-Antitoxin Paares

yiiK 3.096  CP4-57 Prophage; konserviertes Protein

Transkriptionsregulatoren

rpoS 2.849 RNA Polymerase, Sigma S UE, Generelle Stressantwort

slyA 6.077  Transkriptionsaktivator

metR 3.682  Transkriptionsregulator

Chaperone

mopA 2444  GroEL, Chaperone Hsp60, Peptid-abhangige ATPase, Hitzeschockprotein

mopB 3.484  GroES, 10 Kd Chaperon bindet an Hsp60 in Gegenwart von Mg-ATP,
unterdrickt seine ATPase Aktivitat

clpB 4198  Chaperon

Translation

sra 2.375  30S ribosomale UE S22

pheT 2.967 Phenylalanine tRNA Synthetase, beta UE

Kohlenstoffverwertung

agaS 6.250  Vermutliche Tagatose-6-Phosphat Aldose/Ketose Isomerase

fbaB 3.876 UE der Fruktose Bisphosphat Aldolase Klasse |

galF 2.902 UE der Glucose-1-Phosphat Uridylyltransferase

galu 7.818  Glucose-1-Phosphat Uridylyltransferase

manA 3.026 Mannose-6-Phosphat Isomerase

UCPA 2.331 Wahrscheinlich Oxidoreduktase, Sulfatmetabolismusprotein

Weitere Metabolismusgene

nrdF 2.279 UE der Ribonukleosid-Diphosphat Reduktase 2
sseA 2.597  3-Mercaptopyruvate:Cyanid Sulfurtransferase
talB 3.305 Transaldolase B

Nicht klassifiziert

yajD 3.505 Konserviertes Protein

ybfA 3.123  Wahrscheinliches Protein

ybiS 2.193 Konserviertes Protein

ychC 3.583 Konserviertes Innenmembran Protein

ycdF 2.507  Wahrscheinliches Protein



yctJ
ychO
ydhX
yfbR
yfdC
nudK
ygdR
yjbE
yjbF
yjbG

6.371
3.868
2.260
7.606
8.147
7.352
10.745
73.925
54.581
28.247
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Hypothetisches Protein

Wahrscheinlich Invasin

Wahrscheinlich 4Fe-4S Ferredoxin-typ Protein
Deoxyribonucleoside 5'-Monophosphat Phosphatase
Wahrscheinliches Innenmembranprotein

UE der Nukleotide-Zucker Hydrolase
Wahrscheinliches Protein

Wahrscheinliches Protein

Wahrscheinliches Lipoprotein

Konserviertes Protein

Gene, die in der lon Mutante reduziert exprimiert sind

TCA Zyklus/Anaerobe Atmung, ArcA und FNR reprimiert

Nitrat Sensor, Histidine Proteinkinase, agiert an NarL Regulator
Citrat Synthase

Isocitrat Dehydrogenase, spezifisch fir NADP+

NADH Dehydrogenase |

NADH Dehydrogenase |

UE d. katalytischen Unterkomplexes der Succinat Dehydrogenase
Succinat Dehydrogenase, Cytochrom b556

Succinat Dehydrogenase, hydrophobische UE

2-Oxoglutarat Dehydrogenase

2-Oxoglutarat Dehydrogenase

Succinyl-CoA Synthetase, beta UE

Succinyl-CoA Synthetase, alpha UE

2,3-dihydroxybenzoat-AMP Ligase
mutmalflicher Auenmembran Rezeptor fir Eisentransport
Esterase, in Operon mit entE

Septumaufbau; Penicillin-bindendes Protein 3; Peptidoglycan Synthetase
L-Glutamin:D-Fruktose-6-Phosphat Aminotransferase

Diacylglycerin Kinase

Protein zur Succinyl Modifikation des osmoregulierten periplasmatischen
Glukans, osmoinduziert

Glucose-1-Phosphat Thymidylyltransferase

TDP-Fuc4NAc:lipidll Transferase; Synthese des enterobacterial common
antigen (ECA)

Membran-gebundene ATP Synthase, FO sector, UE b

vermutlich Lysogenisierungs Regulator

AulRenmembranprotein 1a (la;b;F)

Pyridin Nukleotid Transhydrogenase, alpha UE
Nukleotid/Nukleosid Konversion

Adenin Phosphoribosyltransferase

Nukleosid Diphosphat Kinase

3-Dehydroquinat Dehydratase
Aspartat-Semialdehyd Dehydrogenase
L-Histidinal:NAD+ Oxidoreduktase; L-Histidinol:NAD+ Oxidoreduktase

Phosphoribosyl-AMP Cyklohydrolase; Phosphoribosyl-ATP
Pyrophosphatase
Acetolaktat Synthase I, Valine insensitiv, kleine UE

narX 0477
gltA 0.408
icdA 0.480
nuoC 0.490
nuoH 0.491
sdhA 0.373
sdhC 0.297
sdhD 0.428
SUcA 0.387
sucB 0.498
sucC 0.309
sucD 0.319
Eisenaufnahme, Fur reprimiert
entE 0.372
fiu 0.315
ybdB 0.470
Zellwandsynthese
ftsl 0.291
glimS 0.485
dgkA 0.443
mdoC 0.481
rffH 0.364
rffT 0.473
Membran lokalisiert
atpF 0.488
hflD 0.260
ompF 0.445
pntA 0.365
apt 0.466
ndk 0.307
Aminosaure Synthese
aroD 0.315
asd 0.201
hisD 0.480
hisl 0.446
ilvM 0.450
leuC 0.375

3-Isopropylmalate Isomerase (Dehydratase) UE
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livK 0.500 hoch-affines Leucine-spezifisches Transportsystem; periplasmisches
Bindeprotein

thiM 0.424 Hydoxyethylthiazol Kinase

thrA 0.413  Aspartokinase I, Homoserin Dehydrogenase |

thrB 0.472 Homoserin Kinase

thrL 0.381 1. Peptid im thr Operon

trpD 0.448  Anthranilat Synthase Komponente II, Glutamin Amidotransferase und
Phosphoribosylanthranilat Transferase

trpE 0.285  Anthranilat Synthase Komponente |

speE 0.444  Spermidin Synthase = Putrescin Aminopropyltransferase

Translation

metG 0.453 Methionin tRNA Synthetase

rpll 0.494  50S Ribosomal UE protein L9

DNA Replikation

holE 0.410 DNA Polymerase lll, theta UE

dfp 0.475 UE der P-Pantothenate Cysteine Ligase / P-Pantothenoylcysteine
Decarboxylase

Weitere

bep 0.441 Bakterioferritin Comigrationsprotein; Thiol Peroxidase

borD 0.412 Bakteriophage Lambda Bor Protein Homolog

cybB 0.376  Cytochrom b(561)

prkA 0.341 6-Phosphofruktokinase |

modF 0.478  ATP-bindende Komponente des Molybdan Transportsystemes

Nicht klassifiziert

yafK 0.360 konserviertes Protein; in enteroaggregativen E. coli wird YafK fur
Biofilmbildung benétigt

ybhL 0.357  vermutliches Transportprotein

ybiB 0.456  vermutliche Transferase/Phosphorylase

ybil 0.469 hypothetisches Protein; in Operon mit ybiX

ybiX 0.347  vermutliches Enzym

yeaK 0.250 hypothetisches Protein

yedE 0.236  vermutliches Innenmembranprotein

yedF 0.456 konserviertes hypothetisches Protein; bindet vielleicht RNA

yedX 0.363 hypothetisches Protein

yeeN 0.480 hypothetisches Protein

yiiF 0.342 hypothetisches Protein

yfgM 0.471 hypothetisches Protein

yhbdJ 0.331 vermutliche P-loop enthaltende ATPase

yigl 0.474 hypothetisches Protein

ynfB 0.387 hypothetisches Protein

yniC 0.442  2-DeoxyGlucose-6-Phosphatase

yqaB 0.339 Fruktose-1-Phosphatase

yqiG 0.205  vermutliches Membranprotein
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4.1.2.1 Lon reprimiert zahlreiche o°-abhiangige Gene, hat aber keinen Einfluss auf ¢® -

Gehalt oder Aktivitat

In den lon*"-Microarrays sieht man eine deutlich Haufung o®-abhingiger Gene, die in der lo” Mutante
starker exprimiert sind. Zur Bestitigung dieser Daten wurde mit LacZ-Reportergen-Fusionsstimmen
o°-abhingiger Gene die Expressionsstirke unter den gleichen Bedingungen wie die der Microarray-

Studie (M9 + 0,1% Glucose, ODs73=0,5) untersucht (Abbildung 4.3).

07 r 107 Abbildung 4.3: Die Expression o° -
L O ] abhdngiger Gene (gadA, gadB,
0,6 [ O lon 57 Jo06 dps, otsB, osmY) ist im lon
r 1 Hintergrund stark erhoht.
i ] R-Galaktosidase Studie von
05 H 0.5 Genpromotoren, die fusioniert sind
- 1 zu LacZ in Form einer
oa L _ 0.4 transkriptionalen Fusion. Werte sind

Mittelwerte aus zwei biologisch
C ] unabhangigen Experimenten.
03 [ 10,3 M9 +0,1% Glucose; ODs75=0,5
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Alle untersuchten o®-abhangigen Gene sind im lon” Hintergrund mit #hnlichen Ratios wie denen in
den Microarrays hochreguliert. Im Falle von gadA und gadB muss beachtet werden, dass diese beiden
hoch homologen Gene nur mit einem Spot auf den Arrays vertreten sind, das heisst, dass sich ihre

Ratios mitteln. Die LacZ-Fusionsstudien bestéitigen also die Microarray-Ergebnisse.

Da auch das rpoS Gen etwa 2 fach erhoht ist im lon” Hintergrund, wurden zunichst der zellulire o°-

Gehalt unter den Bedingungen der Microarray Probennahme untersucht, also logarithmische Phase in
M9 Medium mit 0,1% Glucose (Abbildung 4.4). Offensichtlich ist der Gehalt von o° nicht erhoht, d.h.

es ist nicht der 0°>-Gehalt, der die verstarkte Expression o°—abhingiger Gene hervorruft.

Es ist denkbar, dass Lon zwar nicht den Gehalt von o beeinflusst, allerdings seine Aktivitit. Vor
allem bei ¢° bedeutet Vorhandensein nicht zwingenderweise auch Aktivitat. Aktivitit von o® bedeutet

in erster Linie erfolgreiche Kompetition um das Kernenzym der RNA Polymerase, welches in dieser
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Situation vor allem besetzt ist von 6’°. Ein Faktor, der das Gleichgewicht von Eo™ zu Ec® verschiebt,
ist Crl (Typas et al., 2007a). Crl ist in der ClpP"™ gefunden worden (Flynn et al., 2003), was auf eine
mogliche Proteolysekontrolle hinweist. Viele Substrate werden von mehr als nur einer Protease
erkannt. Moglicherweise konnte also Crl auch ein Lon-Substrat sein. Diese Hypothese sollte mit
bereits vorhandenen Crl-Antikorpern getestet werden. Es wurde eine nicht-radioaktive Abbaustudie
durchgefuhrt, unter den gleichen Bedingungen wie die der Microarray-Studien. Die Proteinsynthese
wurde mithilfe von Chloramphenicol gestoppt und Proben nach verschiedenen Zeitpunkten (bis zu 30
min) genommen (Abbildung 4.5A). Es konnte kein signifikanter Abbau von Crl im wt Stamm
beobachtet werden, geschweige denn in der lon Mutante, und auch keine Erhohung des zellularen Crl-
Gehaltes im /on” Hintergrund. Crl Proteolyse kann also nicht die Ursache fur die vermehrte Expression

o°-abhingiger Gene in der lon Mutante sein.

Eine andere Moglichkeit, die o°- Aktivitit zu steigern, wire die proteolytische Kontrolle von Rsd, dem
Anti-o"-Faktor, welcher ebenfalls in der ClpP"™ gefunden wurde. Mit vorhandenem Rsd-Antikorper
wurde der Rsd-Spiegel in lon*" ermittelt unter den gleichen Bedingungen (Abbildung 4.5B). Es ist

deutlich, dass die beiden Stamme auch im Rsd-Gehalt nicht voneinander abweichen

Es gibt eine Moglichkeit, durch einen direkten Nachweis die Aktivitat von o® in vivo zu untersuchen.
In vorangegangen Experimenten wurden synthetische, o°-abhingige Promotoren kloniert, um zu
untersuchen, welche Sequenzen einen Promotor o°-abhingig machen (Becker & Hengge-Aronis,
2001). Dabei wurde ein Promotor entwickelt - synp9 - welcher auch in vivo fast ausschliesslich von ¢°
transkribiert wird und nicht von ¢”°, da er alle Elemente enthalt, die Ec® gegeniiber Ec’’ bevorteilen
(Becker & Hengge-Aronis, 2001, Typas et al., 2007b). Ein solcher Promotor musste, da er von keinem

anderen Sigmafaktor effizient erkannt wird, und auch stromaufwirts keine weiteren
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Abbildung 4.5: Der zellulare Gehalt von Crl und Rsd ist nicht erhéht in der Jon Mutante. Crl
wird nicht signifikant abgebaut.

A Crl-Abbauexperiment. In M9 + 0,1% Glucose (ODs75=0,5), Zugabe von Chloramphenicol und
Probenentnahme zu angezeigten Zeitpunkten.

B Zellularer Gehalt von Rsd unter den gleichen Bedingungen.

Regulatorbindestellen enthalt, sehr deutlich und direkt eine Steigerung der o®-Aktivitat anzeigen. Es
wurde also ein B-Galaktosidase-Assay mit einem Stamm gemacht, bei welchem dieser Promotor synp9
an lacZ fusioniert ist und in einfacher Kopie im Chromsom an der art site des A Phagen vorliegt
(Stamm GB117) (Becker & Hengge-Aronis, 2001). Die Aktivitat dieses Promotors wurde in wt und
lon” Hintergrund entlang der Wachstumskurve in M9 + 0,1% Glucose gemessen (Abbildung 4.6).

Die synp9::lacZ Fusion zeigt keine dramatischen Veranderungen ihrer Expression in der [o” Mutante
im Vergleich zum wt, jedenfalls nicht annihernd in dem MaBe, wie die o*-abhingigen Gene in ihrer
Expression verstarkt sind (vergleiche Ratios in den Microarrays Tabelle 4.2 und LacZ-Studien in Abb.
4.3 und 4.7). Ware tatsachlich die Aktivitat von o betroffen, sollte sich in diesem Konstrukt ein
starkerer Effekt als in den natiirlichen o®-abhiangigen Promotoren zeigen. Wir konnen daher davon

ausgegangen werden, dass es nicht die o°-Aktivitat ist, welche von Lon beeinflusst wird.

Da also weder Aktivitat, noch Gehalt von o° durch Lon kontrolliert werden, kann also ein direkter
Zusammenhang zwischen ¢® und der Expressionssteigerung o°-abhiangiger Gene in der lon Mutante
ausgeschlossen werden. Offensichtlich wird die Regulation von Subregulons innerhalb des o°-

Netzwerkes durch Lon verandert, also moglicherweise indem deren Regulatoren abgebaut werden.
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Vor allem das Saureresistenz-Netzwerk, das mit sehr hohen Ratios koreguliert ist in der lon Mutante,
erscheint fur weitere Untersuchungen in Bezug auf eine mogliche Proteolysekontrolle seiner

Regulatoren interessant.

7194 €  Abbildung 4.6: Lon hat nur
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4.2 Einfluss der Proteolyse auf das Glutamat-abhangige Saureresistenz-

System

4.2.1 LacZ Reportergenfusions-Studien bestitigen die Microarray Ergebnisse: die

Lon Protease greift in die Expression der gad Gene ein.

Microarrays bieten eine exzellente Moglichkeit, einen globalen Uberblick uber die Expression aller
Gene zu einem bestimmten Zeitpunkt in einer speziellen Situation zu bekommen. Sie sind jedoch
ungeeignet, um Kinetiken zu messen und signifikante Daten auch uber spezifische Effekte zu
bekommen. In den vorangegangenen Microarray-Studien zeigte sich ein negativer Einfluss der Lon
Protease auf das gad/hde Saureresistenzsystem. Um diesen Einfluss detaillierter zu untersuchen und
die Ergebnisse der Microarray-Studien zu verifizieren, wurden LacZ-Reportergenfusionen konstruiert
zu den Effektorgenen gadA und gadB, welche fur die Isozyme der Glutamat-Decarboxylase (GadA
und GadB) kodieren. Ausserdem wurde die transkriptionale Expression von gadE gemessen, welches
fur den zur LysR-Familie gehorenden, zentralen und essentiellen Regulator der gad/hde Gene kodiert.

Auch dieses Gen zeigte sich in der Microarray-Studie als im lon” Hintergrund differenziell reguliert.
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Abbildung 4.7: Lon reprimiert die Expression von gadA, gadB und gadE stark.
3-Galaktosidase Studie in wt (durchgezogene Linien und /on (gestrichelte Linien) Mutante in M9 +
0,1% Glucose. Die optische Dichte wird durch offene Symbole dargestellt.

A Expression von gadA::lacZ (Kreise) und gadB::lacZ (Quadrate)

B Expression von gadE::lacZ

Es wurden also B-Galaktosidase-Studien durchgefuhrt entlang der Wachstumskurve in M9 Medium
mit 0,1% Glucose, also den Bedingungen der Microarray-Analyse. Die Reportergen-Fusionsstimme
wurden in den Mutantenhintergrinden untersucht, welche denen der Microarrays entsprachen, also

lon™"

Die Ergebnisse bestatigen die Ergebnisse der Microarrays in vollem Umfang. Die Lon Protease hat
einen permanenten reprimierenden FEinfluss auf die Transkription von gadA, gadB und gadE.
Errechnet man die -Gal-Aktivitats-Ratios lon” : lon™ in der logarithmischen Phase, so korrelieren sie
gut mit den mRNA-Ratios der Microarrays, wenn man bedenkt, dass sich die Ratios von gadA und

gadB mitteln, da diese beiden homologen Gene auf dem Microarray nur mit einem Spot vertreten sind.

4.2.2 GadE, o® und gadB werden induziert unter Bedingungen von Siureshift,
stationiarer Phase und permanentem Wachstum bei niedrigem pH, wobei GadE

generell o® folgt.

Das gad/hde Regulon wurde bereits von verschiedenen Forschungsgruppen eingehend untersucht. Es
zeigten sich jedoch, wahrscheinlich aufgrund des Gebrauchs unterschiedlicher Medien,

Saurebedingungen und Wildtypstimmen, voneinander abweichende und teilweise widerspriichliche
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Ergebnisse. Es war daher wichtig, zuerst unter den in unserem Labor etablierten Bedingungen - also
M9 Minimalmedium mit Glucose als Kohlenstoffquelle, pH 5 (LB) bzw pH 5,5 (M9) in schnellen
Shiftsituationen und bei permanentem Wachstum bei niedrigem pH, logarithmische und stationére
Phase, im MC4100 Wildtypstamm - die Bedingungen zu ermitteln, bei welchen die Glutamat-
abhangige Saurestressantwort induziert wird. Mit dieser Basis kann die Regulation auf
transkriptionaler und posttranskriptionaler Ebene unter induzierenden Bedingungen weiter untersucht

werden.

Nach Herstellung eines Antikorpers gegen den essentiellen und zentralen Regulator GadE, war es
moglich, mittels Immunoblot und B-Galaktosidase-Studien einen gadB::lacZ Fusionsstamm unter den
verschiedenen, oben genannten Bedingungen auf den Gehalt von o°, GadE und die Expression von
gadB zeitgleich zu untersuchen. Es wurden also Proben fur TCA-Fallung zur Proteinextraktion und
Proben fur die B-Galaktosidase-Studie aus denselben Kulturen entnommen. Die Ein-Punkt-Messungen
der gadB Promoteraktivitit und die Quantifizierungsdaten der Westernblots stellen Durchschnittswerte

aus zwei biologisch unabhiangigen Experimenten dar.
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Abbildung 4.8: Die Menge an o° und GadE und die Expression von gadB nimmt zu in der
stationaren Phase und bei niedrigem pH.

Die Shiftproben wurden 40 min nach Absenken bzw. Anheben des pHs enthommen (ausser
anders angegeben). Die Stationarphasenproben 1 h nach Eintritt in die stationare Phase.

A Zellularer Gehalt von ¢° und GadE unter den angegebenen Bedingungen. o° wird mit grauen
Balken dargestellt, GadE mit weissen.

B Expression von gadB::lacZ unter den angegebenen Bedingungen. Zusatzlich wurden noch
Saureshiftproben 120 min nach Absenken des pHs entnommen, denn nach 40 min war noch
keine deutliche Induktion zu beobachten. Die Werte sind Mittelwerte aus zwei Experimenten.
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Induzierende Bedingungen fur GadE und gadB sind in M9 und LB Medien gleichermassen Saureshift,
stationare Phase und permanentes Wachstum bei niedrigem pH. Eine Ausnahme ist die stationére
Phase in Minimalmedium, in der weder GadE noch gadB induziert sind. Systematische Microarray-
Studien entlang der stationaren Phase in M9/Glucose Medium zeigten, dass die gad/hde Gene nicht
unmittelbar durch Glucosemangel stimuliert werden, sondern erst 3 bis 4 Stunden nach Eintritt in die
stationare Phase induziert werden (Becker G., unverdffentlichte Daten). Die Expression von
gadB::lacZ steigt nach Saureshift langsamer an als der GadE-Gehalt, daher wurden zusatzlich spatere
Proben entnommen, um deutlich zu machen, dass gadB induziert wird durch Absenken des pHs. Unter
allen diesen Bedingungen steigt auch der Gehalt von ¢® (auch in M9 stationiare Phase). Somit kann
vermutet werden, dass die Induktion von GadE (und gadB), o°-vermittelt ist. Deutlich ist auch der
rapide Abfall des GadE- und o°-Gehaltes nach Uberfuhren der Zellen in neutrales Medium. Da die
Zellen sich noch nicht einmal verdoppeln in den anschliessenden 40 min, d.h. keine starke

Ausdinnung moglich ist, muss ein aktiver Ausschaltmechanismus dieses Systemes wirksam sein.

4.2.3 Die zellulare Menge an GadE variiert in Abhangigkeit von den ClpP und Lon

Proteasen.

Auf der Ebene der Effektorgene der Saurestressantwort zeigt sich deutlich der Einfluss der Proteasen
Lon und CIpP - negativ im Fall von Lon und positiv im Fall von ClpP (im rssB" Hintergrund). Wenn
dieser Effekt dadurch hervorgerufen wird, dass Regulatoren der gad Gene proteolytisch abgebaut
werden, sollte man erwarten, dass auf Ebene der Regulatoren deren zelluldrer Proteingehalt abhéngig
ist von den Proteasen. Der Regulator GadE ist fur die Kontrolle der gad/hde Gene essentiell. Er ist ein
Knotenpunkt, bei dem von verschiedenen Kaskaden Signale eingehen, (wie in der FEinleitung
ausfuhrlich beschrieben). GadE weist eine dusserst komplizierte Transkriptionsregulation auf, wofur
auch die sehr grosse regulatorische Region spricht, die sich uber beinahe 800 Nukleotide
stromaufwarts des Promoters erstreckt, an welcher zahlreiche Regulatoren binden (zum Uberblick:
Abbildung 2.9). All dies weist auf eine grosse Wichtigkeit der fein regulierten Dynamik des GadE-
Gehaltes hin und macht damit auch eine Kontrolle auf anderen als nur der Transkriptionsebene

wahrscheinlich. Es wurde daher Hohe und Dynamik des GadE-Gehaltes untersucht.

Der zellulare Gehalt von GadE und parallel dazu der von ¢® wurden in den Bedingungen M9 bzw. LB,
logarithmische Phase bzw. stationdre Phase, jeweils im Wildtyp und in den Proteasemutanten-

Hintergrinden (lon” und clpP") mittels Anti-GadE/Anti-o® Westernblot untersucht.
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Abbildung 4.9: Die Proteasen CIpP und Lon zeigen einen deutlichen Einfluss auf den GadE
Spiegel mit unterschiedlicher Intensitit je nach Situation und nicht immer Ulber den
Einfluss der Proteasen auf ¢° erklirbar.

Proben zur TCA-Fallung wurden in den angegebenen Situationen enthommen, log Phase
bedeutet ODs78=0,5. Stationarphasenproben 1 h nach Eintritt in die stationare Phase. GadE wird
durch die weissen Balken und o° durch graue Balken dargestellt.

Die GadE-Menge folgt in der stationdren Phase/LB, in der logarithmischen Phase/M9 und auch bei
Saureshift in der clpP Mutante der o°-Menge. In diesen Situationen erhoht sich der o*-Gehalt durch
Stabilisierung von &° in der clpP Mutante und wahrscheinlich wird die GadE-Synthese dadurch
aktiviert. Nur in LB/logarithmische Phase folgt die GadE-Menge auffilligerweise nicht dem o°-
Anstieg. Unter Umstanden ist o° hier zwar vermehrt vorhanden, aber inaktiv, zumindest am gadE
Promotor. In der lon Mutante ist der 0>-Gehalt in den meisten Bedingungen nicht signifikant erhoht,
genauso die Menge an GadE. Eine Ausnahme ist der starke Anstieg von GadE in der /on Mutante in
der stationiren Phase/LB. Da in derselben Probe ¢° nicht signifikant erhoht ist, konnte dieser Anstieg
auf Proteolyse von GadE oder einem in der Kaskade stromaufwirts liegenden Regulator (z.B. GadX)

zuruckzufuhren sein.

4.2.4 GadE, der zentrale Regulator der Saurestressantwort, ist ein konstitutives Lon

Substrat

In den vorangehend beschriebenen Experimenten haben sich die Hinweise auf eine proteolytische
Kontrolle im Saureresistenz-Netzwerk verdichtet: 1. Die verstarkte Expression der gad Gene in der
lon Mutante, sowie der erhohte GadE-Spiegel (o°-unabhangig) in der lon Mutante in LB stationire
Phase; 2. Das schnelle Ausschalten der Saurestressantwort auf molekularer Ebene nach Ausbleiben

von pH-Stress (Shift von pH 5.5 zu pH 7). Der Sigmafaktor o® selbst wird durch proteolytischen
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Abbau durch ClpXP schnell nach Ausbleiben des Stresses entfernt. Das macht die proteolytische
Kontrolle von in der Kaskade durch o°-kontrollierte Regulatoren sinnvoll, denn die Dynamik,
vermittelt durch die o®-Proteolyse ginge verloren, wenn die dadurch regulierten Regulatoren statisch
waren in ihrem Gehalt. GadE als der zentrale Knotenpunkt des S#ureresistenz-Netzwerkes, bei
welchem verschiedene Signalkaskaden zusammenlaufen, und als der essentielle Aktivator der
Effektorgene gadA und gadBC ist der ideale Kandidat fur eine solche Dynamik und wurde daher auf

seine in-vivo-Stabilitat hin untersucht.

Der Abbau von GadE wurde mithilfe eines nicht-radioaktiven in-vivo-Ansatzes untersucht. In der zu
testenden Mediumbedingung und Wachstumsphase wird ein Proteinbiosynthese-hemmendes
Antibiotikum zu den Kulturen gegeben und daraufhin in zeitlicher Abfolge Proben entnommen, die

per TCA-Fallung fur die Immunoblotdetektion aufgearbeitet werden.

Ein Problem bei der Untersuchung stellte die geringe Konzentration von GadE in den Zellen dar,
welche, vor allem was den basalen Gehalt von GadE angeht, an den Grenzen der Detektierbarkeit ist.
Gerade in den Situationen, in welchen GadE nicht gebraucht wird, also wenig vorhanden ist, ist jedoch
zu erwarten, dass es abgebaut wird, wahrend - bei einer regulierten Proteolyse - zu erwarten wire, dass
unter induzierenden Bedingungen, GadE stabilisiert wird. Da allerdings der Einfluss von Lon
permanent entlang der Wachstumskurve zu beobachten ist und weil es nicht moglich war GadE unter
nicht-induzierenden Bedingungen zu detektieren, wurden zundchst Abbauexperimente unter
induzierenden Bedingungen - LB 1 h nach Eintritt in die stationare Phase und M9 Medium 20 min
nach Shift von pH 7 zu pH 5,5 -durchgefuhrt. Es wurde im wt, in der lon und in der c/pP Mutante die
Stabilitat von GadE untersucht (Abbildung 4.10).

GadE wird unter diesen Bedingungen schnell abgebaut mit einer Halbwertzeit zwischen 4 und 6
Minuten. Auch in der c/pP Mutante erfolgt ein vergleichbar schneller Abbau, wihrend GadE in der lon
Mutante deutlich stabilisiert ist. Die Tatsache, dass selbst unter Bedingungen, unter denen GadE als
zentraler Aktivator bendtigt wird und deswegen auch vermehrt vorhanden ist, ein solch schneller
Abbau stattfindet, weist darauf hin, dass GadE konstitutiv abgebaut wird. Das heisst, dass GadE
wahrscheinlich unter allen Umstanden degradiert wird und das spezifisch von der Lon Protease und
nicht von ClpP. GadE wird also nicht unspezifisch abgebaut, sondern ist ein spezifisches Substrat von

Lon.

Es ist deutlich, dass ClpP keine Protease fur den Abbau von GadE ist, auf der anderen Seite allerdings
der GadE-Gehalt im clpP  Hintergrund deutlich erhoht ist, auch unter nicht-induzierenden
Bedingungen, aufgrund des erhohten o°-Spiegels. Um sicher zu gehen, dass es nicht doch noch andere
Situationen gibt, in welchen GadE stabilisiert wird, wurde dieser Einfluss von ClpP genutzt, um auch
unter nicht-induzierenden Bedingungen zu untersuchen, ob GadE abgebaut wird. Dies wurde in

diversen Situationen getan, M9 Medium logarithmische Phase pH7 und pHS5, 30 min nach Shift von
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Abbildung 4.10: GadE wird schnell Lon-abhdngig abgebaut unter induzierenden
Bedingungen.

Die Ausgleichsgeraden in den Graphen zeigen den exponentiellen Abbau im wt
(durchgezogene Linie, Kreise), der clpP (gross gestrichelte Linie, Quadrate) und der lon
(kleine gestrichelte Linie, Rauten) Mutante.

A M9 + 0,1% Glucose, in der logarithmischen Phase (ODs75=0,5) Shift zu pH5,5, nach 20
min Beginn des Abbauexperimentes

B LB 1 h nach Eintritt in die stationdre Phase Beginn des Abbauexperimentes.

70

pH 5 zu pH 7 oder pH 7 zu pH 5, stationédre Phase pH 5 oder pH 7 und dasselbe auch in LB Medium.

Es wurde jeweils die clpP und eine clpXP-lon Mutante, die fur aller drei, auf dem Chromosom

aufeinander folgenden Gene deletiert ist, untersucht. Eine Auswahl der Westernblots ist in der

Abb

ildung 4.11 gezeigt mit Situationen in M9/Glucose Medium.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass in allen getesteten Situationen GadE unvermindert

schnell abgebaut wird, auch in der c/pP Mutante, wihrend es in der clpXP-lon Dreifachmutante

deut

lich stabilisiert ist.
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Stamm clpP::cat clpXP-lon::cat
Bedingung min 0 10 30 0 10 30

pH7 log

pH7 stat

pH7—pH5,5

pH5 log

pH5,5—pH7

Abbildung 4.11: GadE wird in allen, auch nicht-induzierenden Situationen
abgebaut im clpP Hintergrund, und stabilisiert im c/pXP-lon” Hintergrund.
M9 + 0,1% Glucose in (von oben nach unten) logarithmische Phase (ODs75=0,5)
pH7; stationare Phase (1 h nach Eintritt) pH 7; Shift wahrend der logarithmischen
Phase von pH 7 zu pH 5,5 (Abbauexperiment 40 min nach Shift); logarithmische
Phase pH 5,5; 40 min nach Shift von pH 5,5 zu pH 7 in der logarithmischen
Phase. Die Gene clpX, clpP und lon liegen auf dem Chromosom hintereinander
und kénnen daher gemeinsam deletiert werden.

GadE wird also konstitutiv durch die Lon Protease abgebaut. Schnelle Verdnderung des zelluldren
Gehaltes von GadE wird damit offensichtlich nicht durch dessen Proteolyse determiniert. Dieser
Befund ist erstaunlich und die Frage stellt sich, wozu Escherichia coli diesen unaufhorlichen Abbau
betreibt, welcher energieaufwendig ist, denn zum einen kostet die Proteolyse die Zelle Energie in
Form von ATP, welches bei der Entfaltung der Substrate verbraucht wird und zum anderen bedarf es
einer hohen Neusyntheserate von GadE, vor allem unter induzierenden Bedingungen. Mit den
Regulatoren SoxS und MarA findet man einen vergleichbaren Fall. Diese werden ebenfalls konstitutiv
von Lon degradiert. Dadurch wird gewdhrleistet, dass sie nach Ausbleiben des Stressignales schnell
wieder auf ihr Basalgehalt absinken, schneller als das durch einfaches Abschalten der Synthese und
Ausdunnen durch Wachstum moglich ware (Griffith et al., 2004). Im Fall von GadE wurde daher
untersucht, ob sein Abbau durch Lon ebenfalls dem schnellen Abschalten der Saurestressantwort

dient.
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4.2.5 Die Proteolyse von GadE ermoglicht eine schnelle Reversibilitit des zellularen

GadE-Gehaltes und der Effektorgentranskription

Um zu untersuchen, ob der zellulare Gehalt von GadE Lon-abhangig schnell absinkt, nachdem das
Stress-Signal (pH 5,5) ausbleibt, wurden die Bakterien, die in der logarithmische Phase in M9/Glucose
pH 7 gewachsen waren, durch Zugabe von MES zu einem pH von 5,5 fur 40 min geshiftet. Unter
diesen Bedingungen steigt der GadE-Spiegel schnell auf hohes Niveau an. Daraufhin wurde durch
Abzentrifugieren das Medium ausgetauscht mit neutralem Medium und zu den Zeitpunkten 0, 2, 5, 10
und 30 min Proben zur TCA-Fallung der Proteine gezogen. Dies wurde mit einem MC4100 wt Stamm
und parallel dazu mit einer MC4100 /on Mutante gemacht. Per Immunoblot wurde der Verlauf des

Gehaltes von GadE verfolgt ab dem Shift von pH 5,5 zuriick zu pH 7 (Abbildung 4.12).

1,4 -
| B —_— Abbildung 4.12: Der GadE-Spiegel
2| O Jon sinkt schnell nach Ausbleiben des pH-
[ Stresses ab, wahrend er im Jon
1 ] — Hintergrund nur durch
° I — wachstumsbedingte Ausdiinnung
£ osll ] langsam abnimmt.
5 T I M9 + 0,1% Glucose pH 7, zuerst Shift in
i I logarithmischer Phase (ODs7¢=0,5) fir
© 06 40 min zu pH 5,5 dann Shift zu
= - neutralem pH (ab da Probennahme),
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Der zellulare Gehalt von GadE nimmt, nachdem die Bakterien wieder in neutralem Medium sind,
schnell ab, in etwa vergleichbar mit der Proteolyserate. Die Zellen schalten also ohne Verzogerung die
Saurestresskaskade ab, sobald der Stress ausbleibt. Dieses Ausschalten ist Lon-abhangig, denn in der
lon Mutante nimmt die GadE-Menge sehr viel langsamer ab und nur infolge der Ausdiinnung der sich
teilenden Zellen. Die Degradation von GadE durch die Lon Protease ist also wichtig, um bei

Nachlassen des Stress-Signales den GadE-Spiegel schnell wieder auf Basalniveau zuriickzufuhren.
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Um jedoch sicher zu sein, dass sich dieses Absenken von GadE auch auf die Effektorgene auswirkt
wurde im Northern Blot die Dynamik der mRNAs von gadA und gadBC unter den gleichen
Bedingungen beobachtet (Arbeit von Alexandra Possling). Die Stimme MC4100 lon*” wurden
ebenfalls nach Saureshift fur 40 min bei pH 5,5 belassen, bevor sie wieder in neutrales Medium
uberfuhrt wurden. Dann wurden Proben nach 0, 5 und 30 min zur RNA Préiparation entnommen und
die gadA/BC Gene durch eine DIG-markierte Oligonukleotidsonde (Abbildung 4.13). Es ist zu
beobachten, dass im wt Hintergrund der Gehat der beiden mRNAs nach Shift zuriick in neutrales
Medium rapide abnimmt und nach 30 min nicht mehr detektierbar ist. Hingegen in der lon Mutante
nimmt der Spiegel nur langsam infolge wachstumsbedingter Ausdunnung ab. Hiermit ist deutlich
gezeigt, dass sich die schnelle Lon-abhdngige Termination der Regulatorkaskade der
Saurestressantwort durch den Abbau von GadE auf die Effektorgene der Glutamat-abhéngigen

Saureresistenz iibersetzt

A wit lon” Abbildung 4.13: Der zellulare Spiegel der mRNA
. von gadA und gadBC nimmt im wt rapide und in
min 0 5 30|0 5 30 der lon Mutante deutlich langsamer ab nach Shift
zu neutralem pH (Arbeit von Alexandra Possling).

9adBC | - Northern Blot von MC4100 lon*" in M9/0,1% Glucose.
Saureshift bei ODs73=0,5 flir 40 min, dann Shift der
Zellen zurick zu pH 7. Probenahme zur RNA
gadA ; Praparation zu den angegebenen Zeiten. Detektion mit
: gadA/BC Sonde.
. A Blotbild.
' B Quantifizierung des Gehaltes der gadA mRNA. Wt

(graue Balken) und lon (weisse Balken)
C Quantifizierung von gadBC mRNA

14 - 1,4 -
B (& gadA mRNA C (o gadBC mRNA
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4.2.6 Die Lon Protease inhibiert auch die Expression von GadE

GadE wird von Lon konstitutiv abgebaut, die Dynamik des zellularen Gehaltes an GadE wird durch
Kontrolle der Expression, also Synthese von GadE reguliert. Es ist jedoch auffallig, dass eine lon
Deletion eine stark erhohte Expression von gadkE::lacZ bewirkt (siche Abbildung 4.7 B). Es wurde
deshalb untersucht, ob das Fusionsprotein GadE-LacZ, bei welchem 15 Aminosauren des N-Terminus
von GadE an LacZ fusioniert sind, abgebaut wird. Das nicht-radioaktive, in-vivo-Abbauexperiment
wurde in M9/Glucose in der logarithmischen Phase durchgefuhrt und das Fusionsprotein mithilfe von

LacZ-Antikorper detektiert.

min 0 2 5 10 30
Stamm

wt

lomr

Abbildung 4.14: Das GadE-LacZ Fusionsprotein ist
stabil.

In-vivo-Abbauexperiment mit dem gadE::lacZ
Fusionsstamm in M9/0,1% Glucose/ ODs73=0,5, wt und lon~
, Zugabe von Chloramphenicol und Probennahme nach
angegebenen Zeitpunkten. Immunodetektion mit LacZ-
Antikoérper

In Abbildung 4.14 ist zu sehen, dass GadE-LacZ stabil ist und trotzdessen, dass die Proben auf
verschiedenen Westernblots aufgetragen wurden, ist deutlich zu erkennen, dass der Gehalt des

Fusionsproteines im lon™ Hintergrund hoher ist als im wt.

Eventuell lasst sich die gesteigerte Syntheserate in der lon Mutante durch die Autoregulation von
GadE erklaren, denn im gadE::lacZ Fusionsstamm ist das native GadE ebenfalls vorhanden und kann
bei Stabilisierung durch die lon Deletion seine eigene Transkription bzw. diejenige des GadE-LacZ
Fusionsproteines positiv beeinflussen. Es wurde daher eine B-Galaktosidase-Studie der kurzen
gadE::lacZ Fusion gemacht in lon*" im gadE Hintergrund gemacht. Das Ergebnis in Abbildung 4.15A
zeigt, dass, obwohl die Gesamtexpression von gadE::lacZ in gadE sehr gering ist, jedoch immernoch
eine ca. 2fache Erhohung der Transkriptionsaktivitit in der lon Mutante zu beobachten ist (das

Experiment wurde dreimal mit dem gleichen Ergebnis durchgefuhrt).

Wird also ein Aktivator von gadE durch Lon abgebaut? Fur eine solche Proteolysekontrolle kaimen die
beiden AraC-dhnlichen Regulatoren GadX und GadW infrage, welche als Aktivatoren von gadE
beschrieben sind (Sayed et al, 2007). Leider war es uns nicht moglich, GadX mit den von uns

hergestellten Antikorpern eindeutig zu detektieren (es zeigte sich eine Sekundidrbande auf gleicher
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Hohe). Die Frage, ob GadX proteolytisch kontrolliert ist, bleibt deswegen offen. GadW ist in sehr
geringeren Mengen in der Zelle vorhanden, es war daher nicht moglich, es im Wildtyp zu detektieren.
Um wenigstens Hinweise auf eine mogliche proteolytische Kontrolle von GadW zu bekommen, wurde
gadW daher auf einen Vektor kloniert (pRH800) hinter einen heterologen, IPTG-induzierbaren
Promotor und der Abbau in vivo, nicht-radioaktiv in der logarithmischen Wachstumsphase/LLB nach
Induktion mit 1 mM IPTG fur 20 min untersucht. Das Experiment wurde in MC4100 wt, c/pP" und
lon” Hintergrund durchgefuhrt und ist in Abbildung 4.15B zu sehen. GadW wird unter diesen
Bedingungen Lon-abhédngig abgebaut. Dies ist ein erster Hinweis auf proteolytische Kontrolle von
GadW durch Lon. Allerdings muss beachtet werden, dass GadW durch die ektopische Induktion in
unnaturlich hohen Mengen in der Zelle vorkommt und daher moglicherweise von Lon als storendes
Protein im Rahmen der Proteinqualitatskontrolle abgebaut wird. Wir untersuchten daher auch noch, ob
eine gadW-Deletion eventuell den Lon-Effekt auf die gadE-Transkription supprimiert, indem wir eine
B-Galaktosidase-Studie in M9/Glucose in lon™ und gadW Hintergrund durchfithrten. In Abbildung
4.15C ist zu sehen, dass die gadW Mutation den Lon-Effekt nicht aufhebt. Dariberhinaus ist deutlich,
dass GadW offensichtlich auf die gadE-Transkription in dieser Situation eine gering repressorische

Wirkung zeigt.

Fur die Erhohung der gadE-Transkription in der lon Mutante ist also nicht die mogliche proteolytische
Kontrolle von GadW verantwortlich. Die positive Autoregulation von GadE hingegen bewirkt
zumindest partiell die Lon-abhéngige Erhohung des GadE-Gehaltes, da in der lon Mutante die extreme
Abhidngigkeit der kurzen gadE::lacZ Fusion von GadE abgeschwicht wird. Moglicherweise ist ein
weiterer Grund fur die generelle Repression der Séureresistenzkaskade durch Lon auch in einem
globalen Effekt zu finden, wie es hier auch fur den Einfluss von Lon auf weitere o°-abhangige Gene

genauer untersucht und diskutiert wird (4.1.2.1 und 5.2).
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Abbildung 4.15: Untersuchungen zum repressorischen Effekt von Lon auf die gadE-
Transkription

A GadE Autoregulation ist partiell verantwortlich fiir den Lon-Effekt.

Expression von gadE::lacZ in gadE Hintergrund, lon™". 3-Galaktosidase-Assay in M9/Glucose.
B GadW wird von Lon abgebaut, wenn es ektopisch liberexprimiert wird.
In-vivo-Abbauexperiment von MC4100 wt (durchgezogene Linie), clpP Mutante (gross
gestrichelte Linie) und /lon Mutante (kleine gestrichelte Linie) in gadW', transformiert mit pPRH800
mit gadW Gen, in LB logarithmische Phase (ODs7=0,5) nach Induktion fir 20 min mit 1mM
IPTG. Beginn des Abbauexperimentes durch Zugabe von Chloramphenicol bzw. Tetracyclin.

C GadW ist nicht verantwortlich fiir den Lon-Effekt auf die gadE-Transkription

Expression von gadE::lacZ in wt (Kreise, durchgezogene Linie), lon (Kreise, gestrichelte Linie),
gadW (Quadrate, durchgezogene Linie) und gadW lon” (Quadrate, gestrichelte Linie) entlang
der Wachstumskurve M9/Glucose.
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4.2.7 ClpP Einfluss, GadX und YdeO: Vorlaufige Ergebnisse zu weiterer

Proteolysekontrolle im Saureresistenz-Netzwerk

In den Microarray-Studien (clpP*" in rssB’) zeigte die ClpP Protease einen stark positiven Einfluss auf
die Gene des Saureresistenz-Systemes gad/hde. Dieser Einfluss kann jedoch nur unter der
Voraussetzung beobachtet werden, dass die Kontrolle von o® durch ClpP blockiert ist, indem ¢* in
einer rssB Mutante artifiziell stabilisiert wird. Ohne diese Modifikation ldsst sich nur der negative
Einfluss von ClpP erkennen, der durch den Abbau von ¢® durch ClpXP hervorgerufen wird (siehe
Abbildung 4.9). Der dominant negative ClpP-Einfluss durch die Proteolyse von ¢® iiberlagert also den
positiven Einfluss, welcher vom Abbau oder der Inhibition eines spezifischen Repressors innerhalb

des Glutamat-abhéngigen Saureresistenz-Systemes herrithren konnte.

4.2.7.1 Der ClpP Einfluss zeigt sich auf Ebene der gadA/B/E-, nicht der Ebene der

gadX-Transkription und wird in ydeO und gadX Mutanten teilweise supprimiert.

Als Konsequenz aus dem Befund, dass ClpP einen positiven Einfluss auf die gad/hde Gene ausiibt, ist
zu erwarten, dass innerhalb der Séureresistenz-Regulationskaskade ein Repressor oder Inhibitor von
der ClpP Protease abgebaut wird. Um die Ebene der Kaskade, auf welcher dieser Regulator zu finden
ist, einzugrenzen, wurden LacZ-Reportergenfusionen zu gadA und gadB (die Effektorgene der
Saurestressantwort) und zu den Regulatorgenen gadE (kodierend fur den zentralen Aktivator des
Systemes) und gadX (dem AraC-ahnlicher Modulator der Saurestressantwort) darauthin untersucht, ob
der Effekt der ClpP-Deletion noch sichtbar ist. Dies wurde bedeuten, dass der gesuchte instabile
Repressor in der Kaskade oberhalb des Genes, zu dem die Fusion gemacht worden ist, zu suchen ist.
Nach dem aktuellsten Modell, welches in der Diskussion dieser Arbeit zu finden ist, reguliert o die
gadX- und gadE-Transkription, GadX aktiviert gadE und GadE aktiviert gadA/BC (siehe Diskussion
Abbildung 5.1). Es wurden zwei LacZ-Fusionen zu gadE untersucht, die sich in der Lange des
regulatorischen Bereiches stromaufwirts des gadE-Promotors unterschieden (siehe Abbildung 3.1 in
Material und Methoden). Die so genannte ,,lange* Fusion umfasst alle beschriebenen Operatoren mit
einer Lange von 774 Nukleotiden stromaufwirts des Startkodon, d.h. bis zum nédchsten ORF.
Offensichtlich sind so weit stromaufwarts noch Bindestellen von GadX und GadW zu finden (Sayed,
2007). Die "kurze" Fusion beinhaltet 463 Nukleotide stromaufwarts des Translationsstartes und

enthalt diese Bindestelle nicht, eventuell fehlt ihr auch eine von mehreren YdeO-Bindestellen.

Man kann bei allen hier verwendeten LacZ-Fusionen davon ausgehen, dass lediglich die
transkriptionale Kontrolle gezeigt wird. Im Falle von gadA und gadB handelt es sich um

transkriptionale Fusionen, d.h. lacZ wird unabhédngig von dem Gen translatiert und die LacZ-Menge
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spiegelt damit nur die transkriptionale Aktivitat wider. Im Falle von gadE und gadX handelt es sich
zwar um translationale Fusionen, d.h. es werden Fusionsproteine zu LacZ synthetisiert, es sind aber
nur wenige N-terminale Aminosaurereste von GadE (15) und GadX (13) in der Fusion enthalten, so
dass es sehr wahrscheinlich ist, dass hier keine posttranskriptionalen Mechanismen greifen. Das
GadE-LacZ Fusionsprotein ist ausserdem nach den bereits gezeigten Untersuchungen stabil
(Abbildung 4.14). Alle Fusionen liegen in Einzelkopie im Chromosom an der aft site des A Phagen.
Die Genfusionen wurden im entsprechenden Stammbhintergrund (rssB™ und rssB™ clpP’) im Vergleich
zum wt Hintergrund in M9/Glucose Medium entlang der Wachstumskurve auf ihre Expressionsstirke

uberpruft (Abbildung 4.16).

Auf allen untersuchten Ebenen der Kaskade, ausser der gadX-Expressionsebene zeigt sich der Einfluss
von ClpP permanent entlang der Wachstumskurve. Er kann bei der Transkription von gadE beobachtet
werden, jedoch nicht bei der von gadX. Folglich kann es nicht GadE selbst sein, welches von ClpP
abgebaut wird (wie auch bereits gezeigt: Abbildung 4.10) oder irgendein Regulator unterhalb von
GadE in der Kaskade, sondern er muss oberhalb von GadE liegen und die Transkription von gadE
beeinflussen. Er liegt allerdings nicht oberhalb von GadX in der Kaskade, also reguliert nicht die

gadX-Transkription, denn diese ist unbeeintrachtigt von der c/pP Deletion im rssB” Hintergrund.

Auffillig ist die unterschiedliche Sensitivitait der Aktivitait der LacZ-Fusionen fur An- und
Abwesenheit von ClpP. Interessanterweise ist die kurze gadE::lacZ Fusion hypersensitiv fur ClpP,
also wenn regulatorische Regionen stromaufwirts des Promoters, die fur GadX-/GadW-Bindung
verantwortlich sind, fehlen und GadE Autoregulation essentiell ist. Die lange gadE::lacZ Fusion
hingegen ist weniger sensitiv fur den ClpP, was dementsprechend mit der hier vorliegenden
geringeren Abhéngigkeit von der GadE-Autoregulation zusammenhidngen konnte. Auch die
Expression von gadA ist sehr viel weniger ClpP-abhangig als die von gadB. Hier nicht gezeigte B-
Galaktosidasestudien weisen darauf hin, dass gadA zumindest in neutralem Medium in der
logarithmischen Wachstumsphase weniger abhédngig ist von GadE als gadB. Eine mogliche
Schlussfolgerung an dieser Stelle ist also, dass ein negativer Regulator der gadE-Expression das

Target der ClpP-vermittelten Regulation ist.
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Regulatoren in der Saureresistenzkaskade unterhalb der gadX-Transkriptionsregulation und oberhalb
der gadE-Aktivierung sind vor allem GadW, GadX selbst und YdeO. Sind diese beteiligt an dem

positiven Einfluss von ClpP auf das Saureresistenz-Netzwerk?

Um auf diese Frage einen ersten Hinweis zu bekommen, wurde eine Suppressions-Studie
durchgefuhrt, die zeigen sollte, ob die Deletion eines der genannten Regulatoren den positiven ClpP-
Einfluss aufheben kann. Dafur wurde die kurze gadFE::lacZ Fusion verwendet, denn sie zeigt den
Effekt der c/lpP Mutante am deutlichsten. In den wt, rssB” und rssB™ clpP Hintergrinden wurde also
zusatzlich ein zu untersuchender Regulator deletiert. Ist der deletierte Regulator, der von ClpP
abgebaute Repressor oder kontrolliert diesen, dann sollte der ClpP-Einfluss bei dessen Deletion
zumindest nivelliert werden. Es wurden Ubernachtproben genommen von MO9/Glucose-Kulturen,
welche unter den gleichen Bedingungen gewachsen waren, wie die Kulturen in den vorhergehenden
Versuchen. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus zwei biologisch unabhingigen Experimenten

(Abbildung 4.17A).

Im wt und im gadW Hintergrund sieht man deutlich den stark positiven Einfluss von ClpP auf die
gadE-Expression. GadW wirkt insgesamt nur schwach reprimierend (siehe auch Abbildung 4.15C)
und der ClpP-Einfluss ist im gadW Hintergrund unvermittelt stark. GadW scheidet damit als Kandidat
fur die ClpP-vermittelte proteolytische Kontrolle aus. YdeO hingegen zeigt eine leicht (2 fach)
inhibierende Wirkung auf die Expression von gadE (eine Wirkung, die im rssB~ Hintergrund
verschwindet). Sehr auffillig ist die starke Abschwachung des ClpP-Einflusses. Der Faktor (rssB™ :
rssB” clpP") wird von ca. 100 fach im wt Hintergrund auf etwa 2 fach im ydeO™ Hintergrund reduziert.
Diese dramatische Wirkung lasst sich nicht durch die festgestellte reprimierende Wirkung von YdeO
auf die Promotoraktivitit erklaren, denn der Faktor von rssB™ clpP” im wt Hintergrund zu rssB™ clpP
im ydeO Hintergrund betragt 40 fach im Vergleich zu 2 fach (wt zu ydeO  Mutante). Dieses Resultat
lasst die Schlussfolgerung zu, dass entweder YdeO der von ClpP abgebaute Repressor ist oder
zumindest indirekt an der Wirkung von ClpP beteiligt ist, z.B. durch Interaktionen am Promotor oder
an der Proteolyse mit dem ClpP-Substrat. GadX nivelliert ebenfalls den Einfluss von ClpP. GadX hat
eine aktivierende Funktion (etwa 4,5 fach) auf die gadE-Expression, auch bei dieser verkilrzten
Fusion, bei welcher die Bindestelle fur GadX fehlt. Dies lasst sich durch die positive Autoregulation
von GadE erklédren, da das native gadE Gen vorhanden ist, im gadX Hintergrund inhibiert wird und
daher die Aktivierung der gadE::lacZ Fusion GadE-abhédngig schwicher ausfillt. Diese aktivatorische
Rolle bleibt auch im rssB™ Hintergrund erhalten. In der rssB cIlpP Doppelmutante hingegen kehrt sich
die Rolle von GadX um und es zeigt reprimierende Wirkung (etwa 10 fach) auf die gad E-Expression.

Der positive Einfluss von ClpP verschwindet fast vollig.

In Abbildung 4.17B wird der Einfluss von YdeO auf die gadE-, gadB- und gadX-Expression unter
denselben Bedingungen gezeigt. YdeO reprimiert gadE und gadB im neutralen Medium in der

stationaren Phase M9/0,1% Glucose, wahrend es im sauren Medium leicht aktivatorische Funktion
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] Abbildung 4.17: Untersuchung von GadX,

GadW und YdeO in Bezug auf den CIpP-

— Einfluss

A Suppressions-Studie zum ClpP-Einfluss:

5} Verschwindet der "ClpP-Effekt", wenn ein
i zusatzlicher Regulator deletiert wird?

4L R-Galaktosidase-Aktivitét der kurzen gadE::lacZ
[ Fusion in M9 + 0,1% Glucose

Ubernachtproben. Im wt (weisse Balken), rssB

_ Mutanten (hellgraue Balken) und rssB clpP
i Mutanten (dunkelgraue Balken).

2r Zusatzlich deletiert ydeO, gadW, gadX wie an
[ der X-Achse angegeben. Der wt Stamm ist auf

1k

0 ".7. = |

1 gesetzt.
B YdeO reprimiert die gadE- und gadB-
BN Transkription in neutralem Medium und
wt ydeO gadw gadX wirkt als Aktivator in saurem Medium. YdeO
Stammhintergrund zeigt keinen Einfluss auf die gadX-
_ _ Transkription.
[ M9 + 0,1% Glucose, o 1 3-Galaktosidase-Studie von gadX:lacZ, der
| stationare Phase ] O ydeO |1 langen und der kurzen gadE:lacZ und der
L gadB::lacZ Fusion in wt (graue Balken) und
i ] ydeO Hintergrund (weisse Balken).
5 . Ubernachtproben M9 + 0,1% Glucose pH 7
I 1 oder pH 5,5. Der wt ist jeweils auf 1 gesetzt.
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ubernimmt. Es wurden die lange und die kurze gadE::lacZ Fusion untersucht, wobei auffillt, dass
YdeO einen stirkeren reprimierenden, aber nicht aktivierenden Effekt auf die lange gadE::lacZ Fusion
zeigt, also diejenige die die GadX-/W- und die eventuell eine zusatzliche YdeO-Bindestellen
beinhaltet. Auf die gadX-Transkription hat YdeO keinen Einfluss. YdeO ist also tatséchlich Repressor
und Aktivator von gadFE und gadB, nicht von gadX, abhiangig offensichtlich vom pH-Wert.

Wann spielt YdeO eine Rolle als Regulator der Saureresistenzgene? In den Uberexpressionsstudien
wurde gezeigt, dass YdeO ein Aktivator in saurem Medium fur die gad/hde Gene ist. In B-
Galaktosidase-Studien, die mit gadE::lacZ Fusionsstimmen gemacht wurden, ldsst sich beobachten,
dass YdeO keine regulatorische Rolle bei Saureshift auf die gadE-Transkription hat. Auch bei

permanentem Wachstum in saurem Medium konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression
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zwischen wt und ydeO Mutante ermittelt werden (Abbildung 4.18).

Die einzigen signifkanten Befunde eines YdeO-Einflusses auf die gadE-Expression wurden in der

stationaren Phase M9/0,1% Glucose Medium beobachtet (siche auch Abbildung 4.17B).
Zusammenfassend kann man sagen:
1. GadX sowie YdeO sind am positiven ClpP-Einfluss indirekt oder direkt beteiligt sind.

2. Der positiv regulierende Einfluss von ClpP setzt in der Kaskade der S#ureresistenzantwort

unterhalb der gadX-Transkription und oberhalb der gadE-Transkription an.

3. Diese Wirkung von ClpP ist abhangig vom Aufbau der Promotoren, d.h. bei Fehlen von Regulator-
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Bindestellen vor gadE ist er schwiacher, beim gadA Promotor ist er schwiacher als beim gadB

Promotor.

Da bei Uberprifung der Sequenzen von GadX und YdeO, bei YdeO ein gut konserviertes ssrA-
ahnliches Konsensusmotiv fur den ClpXP-vermittelten Abbau gefunden wurde, wurde im weiteren

Verlauf die Moglichkeit der Proteolyse von YdeO untersucht.

4.2.7.2 YdeO enthalt eine C-terminale ssrA-ahnliche Markierung, die, an GFP

fusioniert, dieses zum Abbau durch ClpP markiert.

Bei Analyse der Sequenzen der Regulatoren des Saureresistenzsystemes wurde ein potentielles
Abbaumotiv bei YdeO gefunden. Die C-terminale Sequenz zeigt eine grosse Ubereinstimmung zu
dem C-Motiv 1 (Flynn et al., 2003) oder ssrA-ahnlichen Motiv (Abbildung 4.19). Fiur den Abbau
durch ClpXP sind vor allem die letzten drei Aminosdurereste entscheidend. Diese sind LAA bei ssrA
und LAI bei YdeO, wobei es sich bei dem A—I Austausch um den Austausch einer unpolaren gegen

eine andere unpolare Aminosaure also biochemisch gesehen keine grosse Veranderung handelt.

Protein C-terminale Sequenz Abbildung 4.19: YdeO hat ein ssrA-
ssrA Markierung AANDENYALAA dhnliches C-Motiv. . o
YdeO NTGNTMNALAT | o280 (O O bekannton CipXP-
YdaM KNDGRNRVLAA Substraten ((Flynn et al., 2003) mit dem
Crl DFRDEPVKLTA ssrA- Konsensusmotiv.

YbaQ ARREERAKKVA

Um herauszufinden, ob diese Markierung als Signal zum Abbau ausreichend ist, wurden diese 11
Aminosauren von YdeO an den C-Terminus von Plasmid-kodiertem GFP fusioniert (pGFP-YdeO").
GFP (green fluorescent protein) fungiert als Reporterprotein, ist selbst stabil und kann durch
Fluoreszenz oder spezifische Antikorper detektiert werden. Es ist hinter einen IPTG-induzierbaren
Promotor kloniert mit passenden Schnittstellen N- und C-terminal, um Sequenzen in den ORF von
GFP zu fusionieren. Als Kontrollen standen zur Verfugung GFP-ssrA (GFP fusioniert zu der 11
Aminosauren langen ssrA-Markierung) und GFP-ssrAP (in diesem Konstrukt ist die ssrA-Markierung
mutiert, indem die letzten beiden Alanine ausgetauscht wurden mit Aspartaten). GFP-ssrA wird
schnell abgebaut und ist im cIpP” Hintergrund stabilisiert, GFP-ssrA"" ist komplett stabil (Dougan et
al., 2002). Es wurde nun die Stabilitat dieser Konstrukte im wt und c/pP Hintergrund in einem
Escherichia coli Stamm untersucht, welcher lacl"* ist (FI1202) durch Visualisierung der Fluoreszenz
der auf einer ImM IPTG-enthaltenden LB-Platte ausgestrichenen Kulturen durch UV Licht
(Abbildung 4.20A).
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Abbildung 4.20:
Die letzten 11 Aminosdauren von YdeO

markieren GFP fiir den ClpP-abhdngigen
Abbau.

A Die Plasmide mit den angegebenen GFP
Konstrukten wurden in F11202 (lac/*"), wt und
clpP” Stamme, transformiert und Uber Nacht
auf einer 1 mM IPTG enthaltenden LB-Platte
wachsen gelassen. Am nachsten Tag wurde
der GFP-Gehalt mittels seiner Fluoreszenz
durch UV-Bestrahlung sichtbar gemacht.

B /n-vivo-Abbaustudie von GFP-ssrA, GFP-
ssrA”® und GFP-YdeO'. Der wt Stamm
(FI1202) mit den Plasmiden wurde bis zu
ODs573=0,5 in M9/0,1% Glucose wachsen
gelassen, dann fir 20 min mit 1mM IPTG

induziert, daraufhin Beginn des
Abbauexperiment  durch  Zugabe von
Chloramphenicol. Probennahme nach
angegebenenen Zeitpunkten und

Immunodetektion mit GFP-Antikorper.
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Es ist deutlich zu erkennen, dass GFP-YdeO" weniger vorhanden ist im wt als in der c/pP Mutante,

also wahrscheinlich in dieser stabilisiert ist. Die Fluoreszenz von GFP-ssrAPP ist deutich starker, GFP-

YdeO" besitzt also offenbar nicht annahernd dessen Stabilitét. Jedoch ist die Fluoreszenz etwa gleich

schwach wie die von GFP-ssrA im wt, welches nachweislich abgebaut wird (Dougan et al., 2002).

GFP-YdeO" wird also degradiert und ClpP ist fur den Abbau zumindest teilweise verantwortlich. Es

ist aber nicht annahernd so stabil wie GFP-ssrAPP, was darauf hindeutet, dass noch eine oder mehrere

andere Proteasen eine Rolle spielen. Im Vergleich ist GFP-ssrA im c/pP  Hintergrund jedoch eher
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schwicher fluoreszierend als GFP-YdeO". Unterschiedliche Zelldichten konnen hier jedoch leicht den
Anschein unterschiedlicher Fluoreszenzintensititen erwecken. Daher und um die Resultate
quantifizieren zu konnen, wurde mit den verschiedenen GFP-Fusionen zusitzlich ein in-vivo-
Abbauexperiment durchgefithrt. MC4100 mit Plasmid-kodiertem GFP-YdeO", GFP-ssrA°” und GFP-
ssrA wurde in M9/Glucose Medium bei ODs75=0,5 fur 15 min mit 1 mM IPTG induziert und
darauthin, wie bereits beschrieben, mit der nicht-radioaktiven in-vivo-Abbaustudie begonnen.

Immunodetektion erfolgte mit GFP-Antikorper (Abbildung 4.20B).

Es zeigte sich, dass GFP-ssrA und GFP-YdeO" abgebaut werden - das ssrA-markierte GFP schneller
(Halbwertzeit ca. 10 min) als das YdeO -markierte GFP (Halbwertzeit ca. 30 min) - wahrend GFP-

ssrAPP vollkommen stabil ist.

Fazit ist, dass die letzten 11 Aminosauren von YdeO ein Abbausignal fur ClpP und eventuell eine
andere Protease sind. Wird jedoch tatsachlich auch das native YdeO abgebaut? Es wurden daher auch

gegen gereinigtes YdeO Antikorper hergestellt, um dessen Abbau direkt zu testen.

4.2.6.3 YdeO ist ein Proteolyse-Substrat.

Die bisherigen Erkenntnisse, dass eine ydeO Deletion den ClpP-Einfluss im Saurestressregulon
supprimiert, sowie der Befund, dass die C-terminale ssrA-ahnliche Sequenz von YdeO GFP zum
Abbau markiert, erharten die Hypothese, dass YdeO ein Proteolyse-Substrat ist. Eine Schwierigkeit,
das direkt in vivo zu zeigen, besteht darin, dass YdeO als Regulator in geringen Mengen vorkommt
und daher in seiner naturlichen Konzentration nur schwer detektierbar ist. Es ist jedenfalls mit den in
dieser Arbeit angefertigten Antikorpern kein Nachweis von YdeO in vivo im Wildtyphintergrund
gelungen, obwohl die Antikorper das gereinigte Protein in einem Bereich von 1-10 ng sichtbar machen
konnten (Daten nicht gezeigt). Es musste also ein anderer Ansatz verfolgt werden, um die Proteolyse

von YdeO zu zeigen.

YdeO wurde auf ein Plasmid (pRH800) kloniert hinter einen IPTG-induzierbaren Promoter (tac). So
konnte es moderat induziert werden (mit 50 uM IPTG), um es detektierbar zu machen. Daraufhin
wurde der Abbau in vivo getestet. Desweiteren wurde YdeO mit modifiziertem C-terminalem
stabilisierendem Ende (LDD statt LAI) ebenfalls auf pRH800 kloniert und in der Abbaustudie
verwendet. Die Plasmide pYdeO(AI), welches fur das native YdeO kodiert, und pYdeO(DD), welches
die moglicherweise stabilisierende Modifikation tragt, wurden in den wt und das native YdeO-
tragende Plasmid ausserdem in die c/pP und /lon Mutante transformiert. Die Bakterien wurden in
MO9/Glucose bis ODs7;5=0,5 wachsen gelassen und dann induziert. Nach 20 min wurde mit dem

Abbauexperiment begonnen (Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: Uberexprimiertes
YdeO ist ein Proteolysesubstrat,
A allerdings weder von CIpP noch von
Lon allein. Die beiden letzten
Aminosduren markieren YdeO zum
Abbau.

In-vivo-Abbauexperiment von nativem
YdeO (Al) und YdeO mit verandertem
C-Terminus (DD) (Quadrate) moderat
exprimiert von Plasmid im wt
(durchgezogene Linie, Kreise), clpP
(gross gestrichelte Linie, Rauten) und

verbleibende YdeO Menge (%

lon~ (klein gestrichelte Linie, Dreiecke)
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YdeO wird unter diesen Bedingungen schnell (Halbwertzeit etwa 4 min) abgebaut. Dieser Abbau ist
offensichtlich von keiner der beiden Proteasen, weder Lon noch ClpP, abhangig, hingegen von den
beiden letzten Aminosaureresten (Al) von YdeO, denn das mutierte YdeO mit zwei Aspartaten

anstelle der beiden unpolaren Alanine, ist absolut stabil.

Dieses Ergebnis ist iberraschend, denn gerade die beiden mutierten C-terminalen Aminosaurereste
sind als spezielles Erkennungsmotiv fur den ClpXP-abhangigen Abbau beschrieben worden (Flynn et
al., 2001, Levchenko et al., 2003). Moglicherweise fuhren die ungewohnlich hohen Mengen an
nativem YdeO zu einem unkontrollierten Abbau, wihrend YdeOPP aus anderen Griinden, bedingt
eventuell durch Konformationsédnderung, stabil ist. Moglicherweise wird der Abbau dennoch von einer

anderen Protease oder von mehreren, die sich gegenseitig kompensieren konnen, ermoglicht.
Festzuhalten ist in diesem Stadium in Bezug auf YdeO:
1. YdeO ist beteiligt an dem positiven ClpP-Einfluss auf das Saureresistenz-System.

2. YdeO hat eine C-terminale Markierung, die ausreichend ist, um GFP zum ClpP-abhangigen Abbau

zu markieren.
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3. YdeO wird bei moderater Uberexpression abgebaut. Der Abbau ist Lon- und ClpP-unabhéngig. Der

Abbau ist abhéngig von den letzten beiden Alaninen am C-Terminus.

Diese Ergebnisse sind erste interessante Hinweise, denen man weiter nachgehen sollte. Welche
Protease baut YdeO ab? Ist der Abbau konstitutiv oder konditional? Welche Rolle spielt YdeO beim
ClpP-Einfluss? Welche Rolle spielt YdeO in der Séureresistenzantwort? Was macht es zum Repressor

und was zum Aktivator?



4.3 Translationale Kontrolle des zellularen GadE-Gehaltes

4.3.3 Die Transkriptionsinduktion von gadE nach Saureshift ist langsam, wahrend

der zellulire GadE-Gehalt schnell ansteigt.
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Der Gehalt von GadE in der Zelle wird durch Induktion der Synthese infolge von Saurestress und bei

Eintritt in die stationare Phase und durch den permanenten Abbau durch die Lon Protease reguliert.

Die Transkription ist dabei fur die Induktion von GadE verantwortlich, wihrend die Proteolyse ihre

Rolle in der raschen Entfernung des Regulators bei Ausbleiben des Stress-Signales hat.

Ein auffilliges Phdnomen, das sich in den weiter unten ausfuhrlicher behandelten S#aureshift-Studien

zeigte, war eine Diskrepanz zwischen einem schnellen Anstieg des GadE-Gehaltes nach Shift von

neutralem zu niedrigem pH und einem langsamen Anstieg der gad E-Promotoraktivitit, dargestellt von

der gadFE::lacZ Fusion. Beide kinetischen Verldufe sind in einer gemeinsamen Abbildung (4.22)

zusammengefasst.

Abbildung 4.22: Nach Shift zu
saurem pH nimmt die zellulare
Menge an GadE sehr schnell zu,
Transkriptions-
Induktion langsam verlauft.
Bakterien wurden in M9 + 0,1%
OD578:0,5
angezogen. Dann wurde mithilfe
von MES-Zugabe der pH auf 5,5
abgesenkt (t=0Omin) und alle 20
min Proben aus dem gadE::lacZ
R-Galaktosidase
(Kreise)
enthommen bzw. fir den GadE-
GadE

Immunoblot zur
Gehaltsmessung (Quadrate).
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Der zellulare Gehalt von GadE nimmt rapide zu nach S#ureshift, erreicht sein Maximum bereits bei

etwa 40 min und bleibt dann konstant. Die Aktivitat des gadE-Promotors dagegen nimmt nur langsam

zu und beginnt signifikant erst nach 20 min, also zu einem Zeitpunkt, bei welchem das fertige Protein
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bereits halb-maximales Niveau erreicht hat. Dieser eklatante Unterschied deutet auf
posttranskriptionale Kontrolle hin, welche jedoch nicht auf Stabilisierung zuriickzufuhren ist, wie
bereits gezeigt (Abbildung 4.10A), da selbst beim Zeitpunkt maximaler Zunahme des GadE-Gehaltes,
also im Bereich 0-40 min nach Shift, GadE unvermindert schnell abgebaut wird. Daraus lasst sich
schliessen, dass es sich hier um eine Kontrolle auf Ebene der mRNA handeln muss, die es der Zelle
ermoglicht, bei Shift zu saurem pH GadE und die von ihm vermittelte Antwort sehr schnell

hochzuregulieren.

4.3.2 GadE, exprimiert von einem heterologen Promotor, zeigt ebenfalls einen
schnellen, voriibergehenden Anstieg seines Gehaltes nach Saureshift, der von der

SRNA DsrA abhingig und von ¢® und GadX unabhingig ist.

Um diesem Hinweis auf eine translationale Kontrolle der GadE-Synthese nach Shift zu niedrigem pH
besser nachgehen zu konnen, wurde die Transkription von gadE von ihrer normalen Kontrolle
entkoppelt, indem gadFE hinter einen heterologen, durchlédssigen (leaky) Promotor auf Plasmid kloniert
wurde. Es wurde die Sequenz vom Transkriptionsstartpunkt bei -124 relativ zum Startkodon
(Hommais et al., 2004, Weber et al., 2005) bis stromabwirts von gadE bis beinahe zum ORF des
nachsten Genes (mdtF), wo sich eine deutliche rho-unabhidngige Transkriptionsterminationsstelle
befindet, kloniert. Somit ist im klonierten Konstrukt die gesamte mRNA von gadE vom 5° bis zum
3"Ende vorhanden, zwar durch die Klonierung mit noch 45 zusitzlichen Nukleotiden des Vektors
stromaufwarts, jedoch derselben auffilligen potentiellen mRNA Sekundarstruktur (Abbildung 4.26).
Der tac Promotor des Plasmides pRH800 hat eine permanente geringe Basalexpression,
wahrscheinlich aufgrund eines defekten Plasmid-kodierten lacl Genes. GadE ist damit unabhéangig
von der transkriptionalen S#urestressregulation, da der gesamte stromaufwirts gelegene Operator
deletiert ist. Stattdessen sollte es basal wahrend des gesamten Wachstums exprimiert werden. Es
wurde nun ein S#ureshiftexperiment durchgefihrt wie bereits beschrieben, und alle 10 min
Proteinproben bis zu 60 min nach Shift entnommen und auf den Gehalt von GadE mittels Immunoblot

untersucht.

Es zeigt sich, dass tatsachlich in den ersten 30 min nach Shift ins Saure der Gehalt von GadE schnell
ansteigt, obwohl keine transkriptionale Regulation durch die bekannten S#éurestress-Aktivatoren,
insbesondere 0® und GadX, mehr moglich ist. Ebenso interessant ist die darauf folgende schnelle
Abnahme des GadE-Gehaltes 30 min nach Shift bis es nach 60 min wieder Basalniveau erreicht hat.
Dieses Konstrukt zeigt die normale Kontrolle durch Translation + Degradation von GadE (wahrend
die Transkription konstant ist). Im ersten Verlauf des Saureshiftes uberwiegt die translationale

Aktivierung der Synthese Uiber dem Abbau, daher steigt der zelluldre Gehalt von GadE schnell an. Im
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weiteren Verlauf (30-60 min) uberwiegt dann wieder der Abbau uber der Translationseffizienz, daher
nimmt der Gehalt ab. Es kann also gezeigt werden, dass eine translationale Kontrolle vorhanden ist
und dass sie voruibergehend fur den schnellen Anstieg des GadE-Gehaltes verantwortlich ist. Die mit
nativem gadE beobachtete langfristige Erhohung des GadE-Spiegels nach S#ureshift ist also
offensichtlich auf die langsamere, spiter einsetzende, und dann langfristig anhaltende

Transkriptionsinduktion zurickzufuthren.

Ein Einfluss der kleinen RNA DsrA auf die Saurestressantwort wurde bereits gezeigt (Lease et al.,
2004) und wurde auf die bekannte Aktivierung der rpoS-Translation und Inhibierung der hns
Translation durch DsrA zuriickgefuhrt. Es gab jedoch auch einen Hinweis auf einen direkten Einfluss,

da DsrA in einer Mutante, die weder hns noch rpoS regulieren kann, da die entsprechenden
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Abbildung 4.23: GadE, synthetisiert von heterologem Promotor, steigt nach Saureshift
schnell und voriibergehend an. DsrA reprimiert die GadE-Synthese in neutralem
Medium und dereprimiert bei Saureshift.

A MC4100 gadE mit Plasmid-kodierter mRNA von gadE hinter einem leaky tac Promotor
wurde im wt (schwarze durchgezogene Linie) und im dsrA™ Hintergrund (graue gestrichelte
Linie) in M9 + 0,1% Glucose pH 7 bis ODs75=0,5 wachsen gelassen. Daraufhin geshiftet durch
Zugabe von MES auf pH 5,5 und nach den angegebenen Zeiten Proben zur TCA-Fallung
entnommen. Westernblot mit GadE Immunodetektion.

B Die gleichen Proben der beiden Plasmid-tragenden Stamme wt (graue Balken) und dsrA
(weisse Balken) zum Zeitpunkt O min.




Ergebnisse
91

Bindestellen mutiert sind, immer noch einen positiven Einfluss auf Uberleben bei extremen

Saurestress aufwies (Lease et al., 2004, Lease et al., 1998)

Es wurde daher getestet, ob in der Situation des Séaureshiftes in den ersten 60 Minuten ein Einfluss von
DsrA auf unser Konstrukt zu sehen ist. Tatsachlich kann in einer dsrA Mutante beobachtet werden,
dass die Dynamik des zellularen GadE-Gehaltes abflacht. Es findet kein signifikanter Anstieg statt
(Abbildung 4.23A). Zum anderen wird deutlich, dass bereits zum Zeitpunkt O min der GadE-Spiegel
in der dsrA Mutante erhoht ist und auf diesem erhohten Niveau nach 30 min verbleibt (Abbildung
4.23B). Dies lasst, statt auf einer Aktivierung der Induktion durch DsrA, vielmehr auf eine Repression
im uninduzierten Zustand schliessen. Das heisst, dass DsrA moglicherweise die Translation von gadE
inhibiert, solange kein S#uresignal vorliegt, und die schnelle Induktion der Translation beruht auf

einer vorubergehenden Inaktivierung dieser Inhibition durch DsrA.

Es kann sein, dass DsrA auch in diesem Konstrukt noch iiber 6° oder GadX auf die Induktion der
GadE-Synthese wirkt, denn DsrA aktiviert die rpoS-Translation und o® wiederum konnte eine kleine
RNA innerhalb des Saurestress-Netzwerkes aktivieren, welche Einfluss hat auf die gadE-Translation.
Infrage kame dafur zum Beispiel GadY, die kleine RNA, die in Antisense-Richtung stromabwirts von
gadX liegt und dessen Expression positiv beeinflusst. Es wurde daher in dem translationalen Konstrukt
die Saureinduktion im rpoS und gadX Hintergrund getestet. Desweiteren wurde eine /on Mutante
untersucht, um zu sehen, ob der bereits erwdhnte Effekt der Lon Protease auf die GadE-Synthese

eventuell mit der Translationskontrolle zusammenh#ngt. (Abbildung 4.24).

Die rpoS Mutante zeigt die gleiche

. Induktionsstarke der GadE-Synthese
min 0 20
Stamm | wt | 0S| gadx| fon |- | wt | mpos | gaox| fon | - wie der Wildtyp nach kurzfristigem
Saureshift. Ebenso hat die gadX
GadE— PR PEp—
—— e Deletion keinerlei Auswirkung. In der

. . . . lon Mutante ist der GadE-Gehalt
Abbildung 4.24: Die translationale Induktion der GadE-

Synthese durch Saureshift ist nicht abhangig von erhoht, wohl aufgrund der
GadX, o® oder Lon.

Die Zellen mit dem Plasmid, auf welchem die gadE mRNA
kodiert ist, kontrolliert von einem heterologen tac Promotor, ein weiterer Anstieg nach Saureshift
wurden im wt Hintergrund rpoS’, gadX und /on  Hintergrund . .

(alle in MC4100 gadE) in M9/Glucose/log Phase von pH 7  statt. Die Translationskontrolle von
zu pH 5,5 durch Zugabe von MES geshiftet. Proben flr
GadE-Immunoblots wurden nach 0 und 20 min genommen.
Die Negativ-Kontrolle ist MC4100 gadE mit Leerplasmid. unabhingig von o°, GadX und Lon

Stabilisierung von GadE und es findet

gadE in dieser Situation ist also

und wird daher wahrscheinlich direkt
durch DsrA-Bindung an die gadE
mRNA ausgelost.
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4.3.3 DsrA verstarkt die Dynamik des zelluliren GadE-Gehaltes nach

Saurestressinduktion

Um den Einfluss von DsrA-RNA weiter zu untermauern und festzustellen, ob diese auch im
Wildtyphintergrund eine sichtbare Rolle spielt, wurde er im nativen Zustand untersucht. Es wurden
Proben vom MC4100 Wildtypstamm O und 30 min nach Shift zu pH 5.5 in dsrA*" Hintergrund
entnommen und auf den Gehalt von GadE und o® per Immunoblot untersucht. 30 min wurden gewihlt,

da dort der translationale Anstieg sein Maximum erreicht.

16 - Abbildung 4.25: Auch im Wildtyp zeigt
I O ] sich eine Abhingigkeit der GadE-
14 [ E 30 min wt 1] Saureshift Induktion von DsrA.
i O 1 Der MC4100 wt Stamm (dunkle Balken) und
12 L 1 die dsrA Mutante (helle Balken) wurden in
o) M9 + 0,1% Glucose pH 7 bis ODs75=0,5
5 0l wachsen gelassen, dann geshiftet zu pH 5,5
=" r 1 und beim Zeitpunkt 0 und 30 min Proben
g i genommen zur TCA-Fallung und
s 8r 7 Immunodetektion von GadE und RpoS per
2 Immunoblot.
T 6 5
Q -
4 - ]
2 b ]
GadE RpoS
Stamm | wt dsrA wt dsrA
min | 0 0 30 30
GadE— p—

oS-

Tatséchlich ist 30 Minuten nach Shift zum sauren pH der GadE-Gehalt deutlich reduziert im dsrA-
Hintergrund im Vergleich zum wt Stamm, etwa dem Faktor entsprechend von ¢® nach 30 min dsrA™".
Zum Zeitpunkt 0 min hingegen kann eine Erhohung des GadE-Gehaltes in der Mutante im Vergleich
zum wt beobachtet werden, wihrend auch hier der o®-Gehalt in der Mutante verringert ist. Die
Abhingigkeit des GadE-Gehaltes von DsrA ist im Wildtyp eine Addition des Effektes von DsrA auf
die o®-Synthese + des direkten Effektes auf die GadE-Synthese. Dabei agiert DsrA ohne Siurestress

gegenlaufig an der rpoS- und gadE-Expression, denn die rpoS-Translation wird aktiviert, wahrend die
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von gadFE inhibiert wird. Diese kontrare Regulation bewirkt eine Verstarkung der Dynamik des GadE-
Gehaltes bei Saureshift, da transkriptionale Aktivierung von gadE durch o® und translationale
Inhibierung/Derepression bei Saureshift stattfinden. In der dsrA Mutante zeigt sich dementsprechend

eine Nivellierung der Dynamik von GadE.

Die mogliche Sekundérstruktur der mRNA von gadE wurde berechnet im Mfold-Programm von
Martin Zucker. Dafur wurden die ersten 250 Nukleotide ab dem Transkriptionsstartpunkt (bei —124
relativ zum Translationsstart) verwendet. Zusatzlich wurde auch die Struktur der mRNA unseres oben
beschriebenen Konstruktes mit den zusiatzlichen 45 Nukleotiden des Vektors stromaufwarts des gadE
Transkriptionsstartes bioinformatisch berechnet, um sicher zu gehen, dass die grundlegenden
Faltungsmuster durch die zusatzliche Sequenz nicht beeinflusst wird. In Abbildung 4.26 ist lediglich
die besonders auffallige Struktur um die Shine-Dalgarno-Sequenz gezeigt. In allen Berechnungen war
diese Loop-Struktur vorhanden, in welcher die Ribosomenbindestelle (rot markiert) und das

Startkodon (mit +1 markiert) in fester Basenpaarbindung vorliegen.

e SIS Abbildung 4.26: Die Ribosomenbindestelle
4 \T 1 i und das Startkodon liegen in Basenpaarung
1 o\ /e ___u/u in der gadE mRNA Sekundarstruktur vor.
\u-—a\ oo\ o/ Struktur des 5 Endes der gadE mRNA
N oa\u rer Berechnet wurde die Struktur fur die ersten 250
u\a: :g\ o/ Nukleotide ab dem Transkriptionsstart bei —124
EN ."’\40__5 /a'/u/u relativ zum Translationsstart mit dem im Internet
+ u o7 F® verfiigbaren Mfold-Programm von Zucker M.,
zof A 1999. Gezeigt ist nur der Loop um die Shine-
.\ ‘i\ Dalgarno-Sequenz  herum, der in allen
P60 Berechnungen vorhanden war.
as, 0.°¢
%%
N
e
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1%
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4.4 Die Struktur des 05/GadE/GadX-Regulationsnetzwerk

Aufgrund seiner Komplexitat sind viele prinzipielle Fragen bezuglich des Regulationsnetzwerkes der
Saurestressantwort immer noch nicht vollig geklart. Das Regulon betrachtend als ein Subregulon des
o>-Netzwerkes, ist durch die Arbeit von Harald Weber deutlich geworden, dass die oS-vermittelte
Kontrolle iber GadX und GadE zu den Effektorgenen verlduft (Weber et al., 2005). Jedoch konnte
bislang nicht zufriedenstellend geklart werden, ob GadX selbst nur die gadE-Transkription stimuliert
oder auch direkt am gadB Promotor (und anderen Targetpromotoren) wirkt. Genauso ist nicht gezeigt,
ob der gadE Promotor von vegetativer oder o°~haltiger RNAP trankribiert wird, d.h. nur indirekt oder
auch direkt von o® aktiviert wird. Es wurde also in dieser Arbeit versucht, diese wichtigen Motive der
Netzwerkstruktur aufzuklaren, da sie zu Dynamik und Fine-tuning der Saurestressantwort und

eventuell andere iiber GadE/GadX gesteuerte Antworten beitragen.

In vorangegangenen DNA Microarray-Studien konnte auflerdem gezeigt werden, dass es
offensichtlich verschiedene Gengruppen innerhalb des Netzwerkes beziiglich der Abhidngigkeit von

GadE und GadX gibt (Weber, 2007):

- Die gad/hde Gene - Gruppe la - bendtigen beide Regulatoren, um vollstindig induziert zu werden,

wobei GadE essentiell ist, GadX hingegen ein positiver Modulator ist

- Eine weitere Gruppe - Gruppe II - braucht ausschlieBlich GadX als Aktivator und ist GadE-
unabhéngig.

- Fine dritte Gruppe von Genen - Gruppe Ib - braucht zur vollen Aktivierung wie Gruppe la beide

Regulatoren, GadE ist jedoch nicht essentiell.

Mithilfe von Deletionsmutanten von rpoS, gadX und gadE und LacZ-Fusionen zu gadX, gadE, gadB
(als Reprasentant der Gruppe la) und s/p (als Reprasentant der Gruppe II) konnte das Netzwerk mit
den folgenden Versuchen, geschildert in 4.4.1 bis 4.4.3, unter den induzierenden Bedingungen, die

bereits definiert wurden, aufgeklart werden.

4.4.1 LacZ-Reportergenfusions-Studien unter unterschiedlichen Bedingungen

bestatigen unabhingige und iberlappende Regulons fir GadE und GadX

Um das Verhalten der beiden Gengruppen Ia und II in Bezug auf die Regulatoren o°, GadE und GadX
zu testen, wurden Reportergen-LacZ-Fusionen konstruiert, die beide Gruppen reprasentieren -

gadB::lacZ fur Gruppe la und sip::lacZ fur Gruppe II. Das Verhalten dieser Fusionen wurde unter den
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bereits vorher untersuchten induzierenden Bedingung beobachtet — M9/LB: permanentes Wachstum
bei pH 5,5 (M9) bzw. pH 5 (LB) mit Probennahme in der logarithmischen Phase (ODs73=0,5),
stationare Phase pH 7 und pH 5,5/pH 5, Shift von pH 7 zu pH 5,5/pH 5 in der logarithmischen Phase -

im Wildtyp Escherichia coli MC4100 und in den Mutantenhintergriinden gadE::kan, gadX::cat und
rpoS::Tnl0.

Zusatzlich wurde die Expressionsstarke von gadE::lacZ und gadX::lacZ in den gleichen

Mutantenhintergriinden untersucht, um den Einfluss auch auf diese zu sehen, also Autoregulation und

o M9 stat Phase, pH 7 |[[ M9 stat Phase, pH5,5 | | [ M9 log Phase, pH 5,5
O O 17T 0 1
sl W a0 1 E gaz)’:; (| M gadE 1
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wechselseitige Regulation und den Einfluss von o® auf dieser Ebene. Im Falle von gadE wurde zur
Transkriptionsaktivitats-Messung die lange gadE::lacZ Fusion verwendet, welche alle regulatorischen

Bereiche stromaufwairts des Promotors enthalt.

g LB stat Phase, pH 7 [| O LB stat Phase, pH5 |[[ LB log Phase, pHS5 |
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Abbildung 4.27 zeigt die Aktivitaten in den verschiedenen Bedingungen in M9/Glucose Medium,
wahrend die Daten in LB Medium in Abbildung 4.28 zu finden sind. Unter allen Bedingungen sind die
Ergebnisse konsistent miteinander und mit den Microarraydaten. Es kann eindeutig bestétigt werden,
dass die gadB-Expression unter allen Bedingungen abhzngig ist von 6°, GadE und GadX, wobei GadE

essentiell ist. SIp hingegen ist von o® und GadX abhangig, jedoch nicht von GadE, auch das unter
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allen Bedingungen. Die gadX-Expression ist lediglich von o® abhingig, wihrend gadE neben der
Aktivierung durch GadX und o® auch Autoaktivierung zeigt. Damit wird die Einteilung in die beiden

Gengruppen la und II bestatigt.

Andere feinere Beobachtungen sind zum Beispiel, dass die gadX-Transkription meist nur teilweise o°-
abhangig ist und keine Autoregulation zeigt. GadX fungiert fast immer als Modulator, nicht als
essentieller Aktivator. Die Aktivitit von gadB ist unter manchen Bedingungen nicht mehr GadX-
abhangig (M9 pH 7 stationare Phase, M9 pH 5.5 logarithmische Phase). Was die kinetischen Studien
der Shiftsituationen betrifft, ist es interessant zu sehen, dass die Expression von gadB, slp und gadE
langsam verlauft, wihrend gadX in M9 Medium (aber nicht in LB Medium) eine sehr schnelle
Induktion aufweist. Gleichzeitig ist auch diese schnelle gadX-Aktivierung extrem o°-abhingig. Der
o°-Spiegel selbst ist leicht erhoht in M9 Medium, steigt allerdings nach Saureshift noch an und zwar
ebenfalls schnell und voruibergehend (Abbildung 4.29). Die Synthese von GadX scheint also speziell
in dieser Phase direkt mit dem o°-Gehalt zusammenzuhingen. Interessant ist dieser Befund vor allem
im Zusammenhang mit der translationalen Regulation von gadE, welche ebenfalls eine schnelle

Erhohung von GadE bewirkt.

40 Zellularer RpoS Gehalt nach Saureshift Abbildung 4.29: Die Kinetik des o°-

_ : Gehaltes nach Saureshift in M9 und LB.
35 [ :kﬂ%p:%?g‘hm MC4100 wurde bei pH 7 in M9/0,1 %
e Glucose bzw. LB bis ODs74=0,5 wachsen

30 | gelassen und dann mit 170 mM MES auf
pH 55 (M9) bzw pH 5 (LB) geshiftet.
Proben wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten entnommen und Westernblots

mit 6> —Immunodetektion durchgefiihrt.
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4.4.2 Der Sigmafaktor ¢® aktiviert gadE und slp nicht nur iiber GadX, sondern auch

direkt, d.h. iiber einen Feedforward Loop.

Eine offene Frage ist, ob es unabhidngig von der Kaskade uiber GadX, auch eine direkte Aktivierung
von den Effektorgenen gadE und slp durch o® gibt. Der Befund, dass die rpoS Mutante in Bezug auf
gadE geringere Expressionstarken aufweist als die gadX Einfachmutante, ist bereits ein Hinweis
darauf. Es wurde die Expression von gadFE::lacZ bzw. slp::lacZ in den gadX und rpoS Mutanten und
der gadX rpoS Doppelmutante getestet, um zu untersuchen, ob die zusitzliche Deletion von o° in

gadX die Aktivitat noch weiter verringert.

° O gadE::lacZz | Abbildung 4.30: Der Sigmafaktor o’
a — 1  aktiviert gadE nicht nur tiber GadX.

5 E f’;fggadx 1 Die Expressionstarke von gadE::lacZ wurde

_ 1 unter unterschiedlichen induzierenden

Bedingungen untersucht im wt (dunkelgraue
Balken, Kreise) und in den Mutanen gadX
(weisse Balken, Quadrate), rpoS (hellgraue
Balken, Rauten) und gadX rpoS (schwarze
Balken, Dreiecke).
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GadX bindet im gadE-Promotorbereich vermutlich sehr weit stromaufwirts (Sayed et al., 2007).
Welcher Sigmafaktor fur die Transkription von gadE verantwortlich ist, ist nicht geklart. Es wurde
allerdings davon ausgegangen, dass gadE vor allem von Ec”’ transkribiert wird, da es Situationen gibt,
in welchen die GadE-Synthese zumindest teilweise o°-unabhingig ist, wie zum Beispiel permanentes

Wachstum bei niedrigem pH und in LB/Glucose Medium (Ma et al., 2004)

25 - _
o slp::lacZ - Abbildung 4.31: Der Sigmafaktor o°
O ] aktiviert sip nicht nur iiber GadX.
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| gadX (weisse Balken, Quadrate), rpoS
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In Abbildung 4.30 kann man sehen, dass unter allen getesteten induzierenden Bedingungen die
Expression der gadE::lacZ Fusion in der gadX rpoS Doppelmutante gegenuber der gadX
Einfachmutante noch weiter reduziert ist und etwa auf dem Niveau der rpoS Einfachmutante. Dies
lasst den Schluss zu, dass gadE von o° nicht nur indirekt uber GadX reguliert wird, sondern auch uiber
einen GadX-unabhingigen Weg, also ein Feedforward Loop fur die gadE Regulation besteht. Dabei

lasst sich bisher nicht sagen, ob o® selbst am gadE-Promotor aktiv ist oder ob der Sigmafaktor einen
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anderen Regulator von gadE induziert. Die beschriebenen Promotoren von gadE weisen keinen
typischen Konsensus zu o°-abhiangigen Promotoren auf (siehe auch Diskussion), was allerdings in
Anbetracht der vielen Regulatoren, die fur die Bindung der RNAP zusitzlich notwendig sind, keine

grosse Aussagekraft hat, auch da diese dem Promotor fir Eo® die Spezifitat geben konnten.

Hat der Sigmafaktor ¢ auf slp ebenfalls einen direkten Effekt, der nicht iber GadX lauft? Die B-
Galaktosidase-Studien in den gadX, rpoS Einfachmutanten und der gadX rpoS Doppelmutante
lassen diese Schlussfolgerung auch hier zu. Die Expression in der Doppelmutante liegt immer unter
dem Expressionsniveau der Einfachmutanten. Jedoch ist in verschiedenen Situationen zu beobachten,
dass die rpoS Mutante dhnliche Expressionsaktivitit zeigt, wie die gadX Mutante. Dies weist darauf
hin, dass entweder auf Hohe von GadX oder auf dem Weg o° — slp ein weiterer Signaleingang
vorliegt. Oder die GadX-Abhingigkeit von slp ist praktisch komplett, das heisst, Ec® und GadX

interagieren mit einer echten ,,Und“ Verschaltung am s/p Promotor.

4.4.3 GadX aktiviert gadB nur indirekt iiber die Aktivierung der gadE-

Transkription.

Um zu untersuchen, ob GadX einen direkten oder indirekten (iber GadE) auf gadB hat, musste, da
GadE essentiell fur die Expression von gadB ist, gadE auf Plasmid kloniert werden, hinter einen
synthetischen o°-abhingigen Promotor, so dass der gadE Promotor von der GadX-Aktivierung
entkoppelt ist. Als Promotor verwendeten wir den synp9 (Becker & Hengge-Aronis, 2001), der wie
nachgewiesen fast vollstindig nur von Ec® transkribiert wird (Typas et al., 2007). Er ersetzt in dem
Plasmid-kodierten Konstrukt den gadE-Promotor bei -124 relativ zum Translationsstart (Weber et al.,
2005). Es fehlen damit also stromaufwirts von gadE alle regulatorischen Bereiche, vor allem die
beschriebenen GadX-Binderegionen, eine o°-abhingige Stationirphaseninduktion findet jedoch statt.
Stromabwirts wurde der gesamte ORF erfasst. Es wurde das Plasmid pACYC184 verwendet, da
dieses in niedriger Kopienzahl in der Zelle vorliegt, so dass physiologische Konzentrationen des
kodierten Produktes zu erwarten sind. Da unter allen induzierenden Bedingungen zumindest teilweise
o°-Abhingigkeit der gad/hde Expression besteht, konnte gadE so relativ nahe zu den nativen

Bedingungen o°-abhingig, aber eben GadX-unabhingig, induziert werden.

Es wurde also die Expression von gadB::lacZ gemessen im gadE™ Hintergrund, kompensiert durch das
von Plasmid exprimierte GadE, in gadX", um die direkte GadX-Abhingigkeit von gadB zu
untersuchen. Die B-Galaktosidase-Aktivitit wurde in pH 7 und pH 5 bzw pH 5,5 in LB und
M9/Glucose und in der Saureshift-Situation gemessen. Mithilfe von Anti-GadE Immunoblot Analyse

wurde ausserdem in den induzierten Proben kontrolliert, ob tatsichlich der Gehalt an GadE in gadX™"
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nicht voneinander abweicht (Daten werden nur von der M9 Saureshift Situation gezeigt, Abbildung

4.33).

Die Ergebnisse in Abbildung 4.32 zeigen eindeutig, dass plasmid-kodiertes gadE die gadE Mutation
komplementiert, dass aber GadX keinen direkten Einfluss auf die gadB Expression hat, denn in keiner
der untersuchten Situationen gab es einen Unterschied zwischen gadX" und gadX in der Aktivitit von
gadB::lacZ. GadX aktiviert also die GadE-Synthese, welches wiederum gadB aktiviert. Die
Aktivierung durch GadE ist, wie hier wiederum zu sehen ist, essentiell, denn in allen Situationen
findet in der Kontrolle (leeres Plasmid) keinerlei gadB-Aktivitat statt. Auffillig ist die fehlende
Induktion bei M9 Saureshift und die schwache bei LB Saureshift. Diese schwache Induktion ist auf
ebenfalls niedrige GadE-Synthese zurickzufuihren (wie fur M9 in Abbildung 4.33 gezeigt).
Offensichtlich reicht die Aktivierung des synp9-Promotors nicht aus in dieser Situation, obwohl, wie

vorher gezeigt, die Saureshift-Induktion stark o®-abhingig ist und der o°-Spiegel in dieser Situation

] LB pH5 ] 102
o LB Shift von pH7 zu pH5
1L 1 1 lo,15
<
e | £ £ 3
2 1 8 b3 3
° a 1 o 40,13
8 o o 3
0,1 L o
S
] 3.
1 10,05
L 2N
0.1 NN ST ST Thiririvh A 4 | —¥--¢-
L N N . N 3 N y 0,01 1 OO, 30 S 4 4 + + bec® 0,1 " PUNNVSIPEE 3 0
0:00 1:00 2:00 3:00 4:00 5:00 6:00 7:00 ™"g.09" 400 8:00 12:00 16:00 20:00 0 40 80 _ 120 _ 160 200
Zeit (h) Zeit (h) Zeit nach Shift von pH7 zu pH5 (min)
_ . ) 402
M9 pH7 ] M9 pH 5,5 M9 Shift von pH7 zu pH 5,5
1L
, Tr 10,15
1 <
. 2
£ £ 5
£ 5 o 3
H 8 ] 8 10,13
° ] 01| 8 a
o
S
T
] 10,053
.o N ] 0,01 Lo 0 01 AR RN 0
01 Lo SoAAsAn A T 0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 0 40 80 120 160 200
0:00 4:00 800 12:00 16:00 20:00 Zeit nach Shift von pH7 zu pH5,5 (min)
Zeit (h)
©— 0D gadE pGadE* ®— 3_gal gadE pGadE*
5—0D gadE gadX pGadE* ®—(_gal gadE gadX pGadE*
~=®--0D gadE empty plasmid | | ~~®~~B-gal gadE empty plasmid

Abbildung 4.32: GadX aktiviert die Expression von gadB nur indirekt liber GadE.
3-Galaktosidase-Studie von gadB::lacZ in gadE Hintergrund mit Plasmid-kodiertem gadE,
kontrolliert von dem synthetischen o®-abhangig Promotor synp9 (pGadE*) in gadX® (Kreise)
und gadX (Quadrate). Optische Dichte wird durch offene Symbole gezeigt und spezifische R-
Galaktosidase-Aktivitat durch geschlossene. Die Wachstumsbedingungen waren wie
angegeben. Als Kontrolle wurde das Plasmid ohne gadE mitgemessen (Raute, gestrichelte
Linie).
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ansteigt. Moglicherweise ist GadX-Bindung an den gadE Promotor hier fur die Aktivierung absolut
essentiell, um der Polymerase die Transkription zu ermoglichen. Eine andere Moglichkeit ware, dass
die translationale Derepression abhéngig ist von stromabwirts des ORF liegenden mRNA Sequenzen,
die auf diesem Konstrukt nicht vorhanden sind. Eine wahrscheinlichere Erklarung ware jedoch, dass
unter diesen Bedingungen besonders die positive Autoregulation von GadE bbenotigt wird, die es im

Plasmid-Konstrukt nicht gibt.

Stamm wt gadE gadE Abbildung 4.33:. Die GadE Synthese von
pGadE* wird bei Saureshift in M9/Glucose
pGadE® gadx" nicht induziert.

pGadE* Proben vom MC4100 wt, MC4100 gadE pGadE*
und gadE gadX pGadE* wurden 180 min nach
GadE— Shift von pH 7 zu pH 5,5 entnommen und GadE
per Immunoblot detektiert.

4.4.4 Notiz: GadW Kkontrolliert nicht den zellularen Gehalt von ¢°

Der AraC-dhnliche Regulator GadW ist beschrieben als Repressor der Transkription von gadX, gadA
und gadBC, wahrend er auf die gadE-Transkription als Aktivator wirkt. Es wurde gezeigt, dass GadW
den zelluliren o°-Gehalt im neutralen Medium negativ kontrolliert und dadurch den reprimierenden
Effekt auf die Saurestress-Kaskade ausiibt. Der Gehalt an o® bei pH 5.5 soll im gadW Hintergrund
stark erhoht sein (Ma et al., 2003b). Um zu untersuchen, ob das Séureresistenzsystem wirklich einen
solchen Feedback durch den selbst o°-abhingigen Regulator GadW auf ¢® zuriick beinhaltet, wurde
versucht diese Rolle von GadW bei uns zu reproduzieren ist. Das gleiche Experiment wurde daher wie
in der Publikation Ma et al beschrieben, wiederhlolt. Die Proben wurden von wt und gadW Mutanten
in der logarithmischen Phase M9/Glucose pH 7 und pH 5,5 entnommen und mittels Anti-o°-

Immunoblot der Gehalt an 6° sichtbar gemacht.

o - S Abbildung 4.34: GadW hat keinen Einfluss
- ' ! auf den o%-Gehalt.
oH oH 7 pH 5.5 pH 7 oH 5.5 Kulturen von MC4100 wt und gadW wurden in
M9 + 0,1% Glucose bei pH 7 oder pH 5,5 bis
= ODs78=0,5 herangezogen, dann Proben
entnommen. Detektion mittels a°>~Immunoblot.

In Abbildung 4.34 ist zu sehen, dass GadW keinerlei Einfluss auf den o®-Spiegel hat. Wie auch schon
vorher gezeigt, ist die Erhohung des o°-Gehaltes bei permanentem Wachstum bei moderat niedrigem
pH allenfalls minimal. Dieser Befund widerspricht den Ergebnissen, bei welchen unter gleichen

Bedingungen ein starker Einfluss von GadW auf den o°-Spiegel gezeigt wurde (Ma et al., 2003b).



5. Diskussion

5.1 Microarray-basierte Transkriptomanalyse als Werkzeug zur

Identifizierung proteolytisch kontrollierter Regulatoren

Zum Aufspiiren proteolytischer Substrate wurden bislang verschiedene Ansitze verfolgt. Ein nahe
liegender Ansatz ist die Analyse des Proteoms mittels 2D-Gelelektrophorese in Proteasemutanten im
Vergleich zum Wildtyp. Die 2D-Gelelektrophorese ist mittlerweile gut entwickelt und liefert robuste
Daten. In unserer Arbeitsgruppe wurden zu diesem Zweck Proteomstudien durchgefiihrt und es
wurden mehrere Proteasesubstrate identifiziert (Weichart et al., 2003). Vor allem das
Stationdrphasenprotein und CIpXP Substrat Dps wurde detailliert untersucht. (Stephani et al., 2003).
Die Methode ist allerdings nicht sehr sensitiv, selbst mit sensitivsten Fairbemethoden sind nur Proteine
erkennbar, die in relativ grosser Menge in der Zelle vorhanden sind. Regulatoren liegen, anders als
Syntheseenzyme oder Strukturproteine, normalerweise nur in geringer Konzentration in der Zelle vor
und sind, selbst wenn sie stabilisiert sind, nicht zu sehen auf den Gelen. Dies macht diese Methode fiir
die globale Suche nach Regulatoren, welche proteolytisch kontrolliert werden, ungeeignet. Ein anderer
globaler Ansatz nutzt die irreversible Bindung von Proteolysesubstraten durch ein ClpP Derivat, das
im katalytischen Zentrum mutiert ist, die ClpP™. Sie bindet zwar das Substrat fest, kann es aber nicht

abbauen, so dass es entfaltet in der proteolytischen Kammer verbleibt. Die ClpP"™

ist mit einem Tag
versehen, der es ermdglicht sie mitsamt den sequestrierten Proteinen zu reinigen und diese durch
Massenspektrometrie zu identifizieren. Auf diese Weise konnte eine grosse Anzahl Proteine
identifiziert werden, die von ClpP abgebaut werden (Flynn et al., 2003). Die Schwierigkeit dieser
Methode ist, dass moglicherweise Proteine isoliert werden, die mit ClpP lediglich assoziieren, aber
keine Substrate sind, sowie Proteine, die aufgrund von MiBfaltung oder fehlerhafter Synthese im
Rahmen der Proteinqualitdtskontrolle abgebaut werden. Ausserdem werden hier natiirlich alle ClpP-
Substrate gefunden, von denen Regulatoren nur einen kleinen Teil ausmachen. Dies war bisher die
erfolgreichste Methode zur Identifizierung von ClpP-Substraten. Im Anschluss konnten einzelne
detektierte Proteine detaillierter auf ihren Abbau hin untersucht werden. Die Verifizierung und
Aufklarung der Proteolyse unter anderem von Dps, LexA und weiteren SOS Antwort-induzierten

Proteinen und ZntR folgte ausgehend von dieser Methode der Identifizierung (Neher et al., 2003,
Flynn et al., 2003, Pruteanu et al., 2007).

Wir experimentierten in dieser Arbeit mit einem indirekten Nachweis, ndmlich der globalen
Transkriptomanalyse von Proteasemutanten im Vergleich zum Wildtyp, denn Regulatoren lassen sich
anhand der Wirkung auf ihre Regulons identifizieren. Da die Microarray Technologie (im Gegensatz
zu Proteinchips) gut ausgereift ist - DNA Chips von Escherichia coli sind kommerziell verfiigbar und

die Transkriptionsregulations-Netzwerke von Escherichia coli sind bereits sehr gut charakterisiert -
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war dies eine einfach auszufiihrende und vielversprechende Methode. Als Resultat konnten wir
Regulons identifizieren, die Lon- und ClpP-abhingig differenziell exprimiert werden, und die

Microarraydaten konnten per LacZ-Genfusionen bestétigt werden.

Die Lon"-Arrays konnten intern verifiziert werden durch das Auftreten differenzieller
Expressionstirke von Regulons bekannter Lon-Substrate, wie dem RcsA-Regulon der
Kapselpolysaccharid-Synthesegene, welches stark hoch reguliert ist in /on". In erster Linie fiihrte die
Identifizierung der Gene des Glutamat-abhingigen S&ureresistenz-Systemes zu der detaillierten

Aufklarung des Proteolyse-Einflusses auf dieses Netzwerk (s.u.).

Durch die Microarray-Analyse von ClpP”" Zellen konnte das Regulon der Glutamat-abhingigen
Saureresistenzantwort ebenfalls als eindeutig ClpP-abhingig reguliert identifiziert werden. Dies ist
auch ein Beispiel fiir einen spezifischen Einfluss von ClpP auf ein Subregulon von ¢°, welcher dem
globalen ClpP Einfluss durch den Abbau von o° entgegengerichtet ist und nicht detektiert werden
kann, solange der Einfluss von o° vorherrscht. ClpP iibernimmt im Siureresistenz-System also eine

bislang nicht verstandene Feineinstellungsfunktion.

Auf den ClpP"-Arrays wurden erstaunlich wenige und nur moderat differenziell regulierte Gene
gefunden, von welchen lediglich die gad/hde Gene eindeutig einem Regulon zuzuordnen waren. Diese
Studie wurde im rssB” Hintergrund durchgefiihrt, was einen erhohten und nicht mehr ClpP-regulierten
Spiegel des Stress-Sigmafaktors o® bewirkt, der sich dahingehend dussert, dass ein grosser Teil des
Regulons der generellen Stressantwort leicht erhoht sein sollte. Moglicherweise fiihrt diese moderat
erhohte generelle Stressantwort zu den moderaten Ratios, die dann das zusatzliche Deletieren der ClpP
Protease bewirkt, bei welchen die Schwelle der Signifikanz bald erreicht ist. Dieser Befund kann auch
durch die Kompensation anderer Proteasen erkldrt werden. Viele Regulatoren werden von mehr als
einer Protease abgebaut und eine andere Protease — z.B. ClpYQ, Lon, etc. - kdnnte, selbst wenn sie
normalerweise nicht die hauptsdchlich fiir den Abbau eines Regulators verantwortliche Protease ist,
bei Deletion von ClpP, die Proteolyse mit erhohter Effizienz libernehmen. Der Unterschied der
Microarray-Studien diesbeziiglich zwischen den Lon"-Arrays, in welchen viele Gene mit hohen
Ratios zu finden waren, und den ClpP"-Arrays konnte auf eine generell héhere Redundanz der ClpP-
abhéngigen Proteolysekontrolle hindeuten. Moglicherweise haben ClpP-abhidngige Systeme mehr
Back-up Mechanismen, so wie bereits ClpAP und ClpXP sehr stark iliberlappende Substratspektren
haben. Die Lon Protease hat als Substrate einige zentrale Regulatoren, die sie direkt, spezifisch und
schnell abbaut, wobei sie die allein verantwortliche Protease zu sein scheint (RcsA, SulA, etc.). Unter
Umsténden ist diese fehlende Redundanz ein Charakteristikum der Lon-abhéngigen regulatorisch

wirksamen Proteolyse.

Als Medien- und Wachstumsbedingung zum Auffinden regulatorisch wirksamer Substrate wurde hier

die logarithmischen Phase/Minimalmedium gewihlt, in welcher manche Stress-Regulatoren
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permanent abgebaut werden, um bei Eingang eines spezifischen Stress-Signales stabilisiert zu werden
und somit eine schnelle Reaktion des entsprechenden Systemes zu erzielen, wie es bei o° gezeigt ist.
Weitere Studien nach dieser Methode kdnnten unter anderen Bedingungen unternommen werden, die
gleichermassen nicht-gestresst, jedoch prépariert fiir moglichen Stresseintritt sind, um weitere
Regulons bzw. Regulatoren zu identifizieren, z.B. die logarithmische Phase/Vollmedium oder
Minimalmedium mit anderen C-Quellen. Auch die lag Phase nach der stationdren Phase bei
Wiedereintritt in Medium, das Wachstum erméglicht, konnte untersucht werden, denn hier ist der
Abbau vieler Regulatoren der stationdren Phase notwendig, die obsolet werden im ungestressten
Zustand, wie im Falle von Dps (Stephani et al., 2003). Da die Proteolyse héufig die Funktion eines
Abschaltmechanismus iibernimmt, wie hier im Falle von GadE gezeigt, wire es sinnvoll,
Proteasemutanten auch nach Ubergang von anderen gestressten Zustinden (hyper-, hypoosmotischer
Stress, Hitzeschock, Kalteschock, Anaerobe Bedingungen, etc) zu nicht-gestresstem Zustand mittels

Microarrays zu untersuchen.

Abschliessend kann zusammengefasst werden, dass die differenzielle Transkriptom-Analyse von
Proteasemutante versus Wildtyp geeignet ist, Proteolysekontrolle von Regulons zu detektieren. Es war
uns moglich, einzelne Fille zu identifizieren und zu verifizieren und in einem Fall, der Lon-
vermittelten Kontrolle des Saureresistenz-Systemes, war die Microarray-Analyse der Ausgangspunkt
zur Aufkldrung des Mechanismus und seiner Funktion innerhalb eines komplexen regulatorischen

Netzwerkes.

5.2 Die Rolle von Lon als regulatorisch wirksamer Protease in Escherichia

coli

Lon, als eine Haupt-Protease der Proteinqualitidtskontrolle, fiihrte bislang eher ein Schattendasein als
Protease, die ebenfalls regulatorisch wirksam ist, ungeachtet dessen, dass sie urspriinglich sogar durch
ihre regulatorische Rolle in der RcsA-Kontrolle identifiziert worden war (Torres-Cabassa &
Gottesman, 1987, Gottesman et al., 1985). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Transkriptomstudien
und darauf folgende Versuche machen deutlich, dass Lon sehr prizise eingreift in eine grossere
Anzahl regulatorischer Geschehnisse. Neben den bekannten Lon-abhédngigen Regulons von RcsA und
SulA wird eine Vielzahl stress-induzierter Gene des o°-Regulons in hohem MaBe differenziell
transkribiert im Jon~ Hintergrund. Insgesamt wurden 38 o -abhingige Gene gefunden unter 106
verstirkt exprimierten Genen im Jon” Hintergrund. Dies ist in Anbetracht dessen, dass etwa 10 % der
Gene von Escherichia coli o -abhingig sind (Weber et al., 2005), eine auffillige Haufung. Die
Moglichkeit, dass Lon die Synthese oder Aktivitit des Stress-Sigmafaktors o° selbst negativ

beeinflusst, wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit ausgeschlossen. Der o°-Spiegel ist in beiden
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Stammen gleich, was darauf schliessen lédsst, dass weder Synthese noch Stabilitdt von Lon beeinflusst
werden. Es wurde kein o-Aktivitits-spezifizierender Faktor gefunden (z.B. Crl oder Rsd), welcher
unterschiedlichen Gehalt oder Stabilitdt in der /lon Mutante aufweist. Ebenso zeigte der ausschliesslich
und schr sensitiv o®-abhiingige synp9-Promotor keine ausgepriigte Expressionssteigerung in der lon
Mutante. Weder Synthese, Stabilitdt noch Aktivitdt von o° sind also in der lon Mutante verindert, um

die Expressionsaktivierung o°-abhingiger Gene zu erkliren.

Lon wirkt somit also auf einige Subregulons des generellen Stressantwort-Netzwerkes vermutlich
direkt, indem es deren spezifische Regulatoren abbaut. Dies ist der Fall beim Einfluss von Lon auf das
Saurestress-Regulon und wurde im Rahmen dieser Arbeit im Detail gezeigt. Lon baut den zentralen
Aktivator GadE der gad/hde Gene konstitutiv, also unter allen getesteten Bedingungen, ab, dadurch
das schnelle Abschalten der Siurestressantwort gewihrleistend. Ahnlich agiert Lon auch bei den
Regulatoren SoxS und MarA. Diese beiden miteinander eng verwandten Aktivatoren der oxidativen
Stressantwort und der multiplen Antibiotika-Resistenz werden ebenfalls schnell und konstitutiv
abgebaut, um ebenso das schnelle Abschalten der entsprechenden Regulons bei Ausbleiben des
Signales zu ermoglichen (Griffith et al., 2004). Lon tritt in all diesen Fillen - RcsA, SulA, SoxS,
MarA und GadE - als Protease natiirlich instabiler Regulatoren auf. Es sind wahrscheinlich keine
weiteren Adaptorproteine zur Erkennung notwendig. Es wurden zwar in einigen Fallen
Aminosdurereste und -doménen definiert, welche fiir den Abbau wichtig sind (Griffith et al., 2004,
Gonzalez et al., 1998, Nishii et al., 2002), diese weisen allerdings keinen Konsensus auf, was die
Vermutung bestitigt, dass Lon tatsdchlich eher Tertidrstrukturen - zum Beispiel hydrophobe
Oberflachen - erkennt als eine konservierte primdre Sequenz. Es ist gut vorstellbar, dass alle diese
konstitutiven Substrate von Lon intrinsische Strukturen aufweisen, die sie stindig zum Abbau
prasentieren, sofern sie nicht durch Bindung an DNA, wie gezeigt fiir SoxS (Shah & Wolf, 2006a),
oder Dimerisierung mit anderen Proteine, wie fiir StpA gezeigt (Johansson et al., 2001), kaschiert

werden. Eine solche Interaktion ist fiir GadE bisher nicht gezeigt.

Viele in der Transkriptom-Studie beobachteten Effekte konnten des weiteren auf den fehlenden Abbau
von StpA durch Lon zuriickzufiihren sein, einem Histon-dhnlichen Protein, welches mit H-NS
Heterodimere bilden kann, in welchen es vor dem Abbau geschiitzt ist (Johansson & Uhlin, 1999).
Infolge der fehlenden Proteolyse von StpA konnte der Gehalt an freiem H-NS durch Bindung an StpA
absinken und H-NS-regulierte Gene dereprimiert werden. Es wurde ein direkter Effekt von Lon auf
das H-NS-abhéngige Silencing des bgl/ Promotors gefunden, in diesem Fall wurde ein Mitspiel von
StpA zwar ausgeschlossen, jedoch ein Zusammenhang zwischen Lon und H-NS-vermittelter
Regulation hergestellt (Dole et al., 2004). Auf den Lon""-Microarrays wurden in der Tat eine ganze

Reihe H-NS reprimierter Gene gefunden.

Auch werden die Hitzeschockgene -mopA, mopB, clpB - in der lon Mutante induziert, was die
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untergeordnete Rolle von Lon in der Hitzeschockantwort beim Abbau von o' reflektieren konnte
(Kanemori et al., 1997). Auf der anderen Seite akkumulieren in einer /on Mutante aufgrund fehlender
Proteinqualitdtskontrolle miflgefaltete Proteine, welche sekundér eine Hitzeschockantwort auslosen

konnten (Rosen et al., 2002).

Weitere zukiinftige Studien konnten sich mit der Rolle von Lon bei der Regulation der Gene
kodierend fiir Enzyme des TCA-Zyklus und die Anaerobe Atmung beschéiftigen, welche von
ArcA/FNR reprimiert werden und von denen viele in der lon Mutante in ihrer Expression reduziert
sind. Dass Lon eine Rolle bei der Metabolismuskontrolle unter anaerobe Bedingungen spielt, zeigt der
Befund, dass Jlon Mutanten wihrend Glucosemangel unter anaeroben Bedingungen weniger
iiberlebensfahig sind als Wildtypzellen (Luo ef al., 2008). Die erhohte Expression dreier prominenter
Mitspieler der SOS Antwort - lexA, recA und uspE - konnte auf eine weitere regulatorische Rolle von
Lon in diesem System hinweisen. Neben dem bekannten Abbau von UmuD und SulA (Gonzalez et al.,
1998, Frank et al., 1996, Nishii et al., 2002), welche Effektor bzw. Subregulator der SOS Antwort

sind, kontrolliert Lon hier mdglicherweise auch einen iibergeschalteten Regulator.

5.3 Die Architektur des Kontroll-Netzwerkes wund regulatorische

Mechanismen der Siaureresistenzgene von Escherichia coli

Die Saurestressantwort von Escherichia coli ist so optimiert, dass sie sich mit im Magen lebenden
Bakterien wie Helicobacter pylori messen kann. E. coli ist es dadurch ermdglicht, den Magen mit
hoher Uberlebensrate zu passieren, um den Darm zu besiedeln und ist wahrscheinlich nicht zuletzt
deswegen ein solch erfolgreiches Enterobakterium. Die Abwehr der Sdure durch die unterschiedlichen
Systeme, die Enterobakterien entwickelt haben, kosten allerdings, wenn sie maximal hochgefahren
werden, viel Energie. Die Glutamat-Decarboxylasen allein gehdren zu ausserordentlich hoch
exprimierten Enzymen, wenn sie induziert sind (unsere LacZ-Studien und Microarraydaten). Diese
Investition der Zellen ist nur von Vorteil in den Momenten der Bedrohung durch hohe
Protonenkonzentration, wird aber zum Nachteil, wenn die Zelle bei Nachlassen des Stresses nicht
schnell wieder zum Normalzustand zuriickkehrt. So lédsst sich erkldren, warum die Bakterien einen
derart komplexen Regulationsmechanismus entwickelt haben, um dieses System unter Kontrolle zu
halten, der alle Ebenen der Regulation - Transkription, Translation und Proteolyse - und eine
Mehrinstanzenkaskade ausnutzt. Desweiteren gibt es neben einem multiplen Input aus mehreren
Signalkaskaden (Foster, 2004), auch offensichtlich einen multiplen Output, der nicht nur die gad/hde
Gene beinhaltet, sondern auch Gene, die fir andere Strategien der Stressbewiltigung und Saure-
sensorischen Systemen kodieren, die bislang nicht ausreichend verstanden sind (Weber et al., 2005,

Tucker et al., 2002, Masuda & Church, 2003, Hommais et al., 2004). Pathogene Enterobakterien
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benutzen unter Umstidnden diese Signaliibersetzung zur =zeitlich abgestimmten Induktion der
Virulenzgene, wie gezeigt fiir den Virulenz-Regulator Per, der von GadX kontrolliert wird (Shin et al.,

2001).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der zentrale Aktivator GadE auf mindestens drei Ebenen der
Regulation kontrolliert wird (Transkription, Translation und Proteolyse). Es wurde die Struktur dieses
Netzwerkes beziiglich der Haupt-Regulatoren und ihrem verzweigten Regulon aufgeklart und ein
Modell entwickelt, das diesen Kontrollebenen besondere Funktionen in der Kinetik des An- und

Abschaltens der Sdurestressantwort zuordnet.

5.3.1 Die Struktur des 0S/GadX/GadE-Transkriptionsregulationsnetzwerkes und

sein Einfluss auf die Induktion von gad/hde und sip.

Die Regulation der Gene der S&ureresistenzantwort von Escherichia coli ist in mehreren Fragen
bislang unklar. Ein Punkt betrifft die Rolle und den Wirkort von GadX, einem AraC-dhnlichen
Regulator in diesem Netzwerk. Es wurden Bindestellen per Footprints von MalE-GadX im
Promotorbereich von gadA und gadB identifiziert (Tramonti et al., 2006), jedoch wurde in neueren
Experimenten dargelegt, dass der Einfluss von GadX auf die gad4/BC Effektorgene nicht direkt,
sondern nur iiber die Aktivierung von gadFE verlauft (Sayed et al., 2007). Diese Experimente wurden
allerdings in Salmonella typhimurium durchgefithrt und der Einfluss von GadX auf die
Reportergenfusion gadB::lacZ in gadE Hintergrund untersucht. Da GadE ein essentieller Aktivator fiir
gadB ist (Ma et al., 2003b), unsere Daten), ist es nicht moglich, in gadE™ einen direkten Effekt von
GadX zu detektieren. Es wurde auch nur eine Mediumsbedingung getestet, obwohl vermutet werden
kann, dass in unterschiedlichen Situationen, die Komposition der Regulatoren an den Promotoren
unterschiedlich ist und daher GadX in manchen Situationen dennoch an die gad4/BC Promotoren
binden kénnte. Wir konnten durch Einfihrung eines GadX-unabhingig, stark o°-abhingig heterolog
synthetisierten GadE systematisch in allen induzierenden Situationen nachweisen, dass GadX

tatsdchlich keinen direkten Einfluss auf die gad4/BC Promotoren ausiibt, also nur iiber GadE wirkt.

Desweiteren konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eindeutig geklart werden, dass GadX nicht
der einzige Eingang der o°-Regulation ist, sondern dass unabhingig von GadX die gadE-Transkription
ebenfalls direkt von ¢° induziert wird, und zwar unter allen induzierenden Bedingungen. Es handelt
sich also hier um einen Feedforward Loop, der iiber beide Pfade - 0°—GadX—gadE und 6°—gadE -
die Transkription aktiviert. Diese Struktur ist nur sinnvoll, wenn ein zusitzliches, spezifisches Signal
auf einem der beiden Pfade perzipiert wird. Eventuell handelt es sich bei diesem Signal um Na'-Ionen,
wie kiirzlich vorgeschlagen, das GadX, aber nicht GadW in seiner Aktivitdt positiv beeinflusst

(Richard & Foster, 2004). Es ist schon seit langem bekannt, dass Na'/H -Pumpen eine wichtige Rolle
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im pH-Homdostase System der Zellen spielen (Padan et al., 1981, Padan ef al., 2005, Lewinson ef al.,
2004). Unter Umstdnden besteht die Funktion im Hinauspumpen von Protonen bei erhéhtem
Sdurestress, wodurch der interne Na'-Spiegel ansteigt und infolgedessen GadX aktiviert. Der so
konstruierte Feedforward Loop fungiert dementsprechend als Rauschfilter und ldsst eine maximale
Induktion nur zu bei so starkem niedrigem pH-Signal, das trotz der Na'/H -Pumpen den internen pH
nicht wirklich anhebt, allerdings den Na'-Spiegel. Es sind also beide Fliigel der Aktivierung, 1. das
globale Stress-Signal iiber 6> und 2. das spezifischere, das von GadX wahrgenommen wird - Na'-
Ionen - notwendig fiir die Induktion des gadE Promotors. Dazu passt, dass die schnelle Induktion von
o° und gadX-Expression in M9 Siureshift sich nicht sofort auf die untergeschalteten Gene, also gadE,
iibersetzt (Abbildung 4.27 und Abbildung 4.29), sondern dessen Transkriptionsinduktiom langsam
verlauft, wahrend die schnelle GadE-Synthese translational gesteuert ist (s.u.). Verstiarkt wird die
Verzogerung der transkriptionalen Induktion weiter durch die positive Autoregulation von GadE,
welche, wie unsere und fremde Daten zeigten, bei Nicht-Bindung von GadX an den gadE Promotor
essentiell wird (Sayed et al., 2007). Diese Architektur bewirkt den zu beobachtenden langsamen
Anstieg der gadE-Transkription bei Shift zu niedrigem pH und die damit verzogerte komplette De-
novo-Synthese von GadE. Genauso langsam ist die transkriptionale Induktion von gadA4 und gadBC.
Auf diese Weise verhindert die Zelle eine zu grosse Investition bei nur voriibergehendem niedrigem

pH oder bei unspezifischem Stress.

Wahrenddessen ldsst sich beim gleichen Experiment zum Zeitpunkt 0 min beobachten, dass die
erhohte basale Expression von gadX komplett o°-unabhingig, also wahrscheinlich o’’-abhingig ist.
Dies unterstiitzt auf schone Weise die Vermutung, dass gadX zwei alternative -10 Regionen besitzt,
von denen eine von Ec®, die andere von Ec’’ erkannt wird (Tramonti ez al., 2002). Die von o°
erkannte -10 Region wire somit fiir die Expression bei neutralem pH und die o°-spezifische fiir die
Expression bei saurem pH verantwortlich. In Tabelle 5.1 sicht man den Promotor von gadX mit den
beiden alternativen -10 Regionen und einer sehr guten -35 Region. Dieser Promotor enthilt
gleichermassen Elemente, die fiir beide Sigmafaktoren vorteilhaft sein konnen. Fiir den Promotor ist
ebenfalls eine GAD-Box beschrieben (Tucker et al., 2003), was irritierend ist, wenn man die GAD-
Box als GadE- oder GadX-Bindestelle einordnet, denn die gadX-Transkription ist weder autoreguliert,

noch von GadE abhéngig, wie die Daten dieser Arbeit eindeutig zeigen.

Zusitzlich zu den gad/hde Genen aktiviert GadX, GadE-unabhingig, auch eine andere Gengruppe,
von der slp ein Vertreter ist. Auch hier konnte gezeigt werden, dass die Kaskade einen Feedforward
Loop bildet, denn ¢° induziert in allen Situationen ausser Siureshift auch unabhingig von GadX sip.
Es ist auffillig, dass die Abhéngigkeit der slp-Transkription von GadX und ¢® nicht immer essentiell
ist. Auch bei Deletion beider Regulatoren zeigt slp noch erhohte Basalexpression. Am hochsten ist die
0°/GadX-Abhingigkeit in der stationiren Phase/LB Medium und bei Saureshift, also den klassischen

o°-abhingigen Situationen. In der logarithmischen Phase und bei permanentem Wachstum bei
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niedrigem pH iibernimmt wohl zumindest teilweise Ec’’ die Transkription. Auch hier trigt der
Promotor spezifizierende Elemente beider Sigmafaktoren und kann so wahrscheinlich von beiden

erkannt werden (Tabelle 5.1).

Interessanterweise ist auch hier, trotz Unabhéngigkeit von GadE, vor slp eine GAD-Box beschrieben
in einem idealen Klasse I Aktivierungs-Abstand (Tucker ef al., 2003). Es stellt sich daher die Frage,
ob entweder die GAD-Boxen vor gadX und s/p kryptisch, nicht mehr funktionstiichtig sind oder es
sich bei ihnen nicht um GadE oder GadX-spezifische Bindestellen handelt, sondern auch ein anderer
Saurespezifischer Aktivator an diese Sequenz binden kann, eventuell GadW, welcher vor den gadA-
und gadB-Promotoren ohnehin iiberlappende Bindestellen mit der GAD-Box aufweist (Tramonti et al.,
2006). Sollten die GAD-Boxen vor gadX und slp funktional sein, was durch Deletions-Studien
untersuchen werden konnte, so sollte die Rolle der GAD-Box in der Sdurestressaktivierung revidiert

werden (Castanie-Cornet & Foster, 2001, Tucker et al., 2003, Ma et al., 2003a).

Was grenzt das GadX-kontrollierte Regulon ab von dem GadE- und GadX-kontrollierten? Sicherlich
unterscheiden sich die beiden Gengruppen in ihrer Kinetik, hervorgerufen durch die auf
posttranskriptionaler Ebene stattfindende stringente Kontrolle des GadE-Gehaltes. Eventuell ist die
Reaktion, zumindest die transkriptionale, auf ein Stress-Signal im GadX-Regulon schneller, denn es
fehlt eine Instanz in der Kaskade. Die Abschalt-Dynamik wiederum ist vermutlich bei den GadE-
abhéngigen Genen schneller durch das schnelle Entfernen des zentralen Aktivators GadE mittels
Proteolyse. Somit ergeben sich unterschiedliche Dynamiken, bei dem gad/hde Regulon sehr stringente
und bei dem slp Regulon eventuell ausdauerndere. Die Mitglieder der beiden Regulons haben
vermutlich dementsprechende Funktionen, die voriibergehend oder permanent gebraucht werden oder
stringent kontrolliert werden miissen. Weitere Gene der von GadX kontrollierten und von sip
reprasentierten Gengruppe sind ybaS und ybaT, welche schon vorher als GadX-abhingig beschrieben
wurden (Tucker et al., 2003) und deren Funktion moglicherweise ein weiteres Protonen-einfangendes
System ist mit einer vermutlichen Glutaminase (YbaS) und einem Aminosdure/Amin-Antiporter
(YbaT) (Reed et al., 2003). In demselben Operon befindet sich auch das Gen fiir CueR, welches ein
Regulator der Kupferexportgene ist (Petersen & Moller, 2000, Outten et al., 2000). Inwieweit und
wann diese eine Rolle bei Sdurestress spielen ist ungeklart. Koreguliert mit gadA/BC werden hdeA,
hdeB und hdeD, kodierend fiir Chaperone, welche im induzierten Zustand ebenfalls hoch synthetisierte
Proteine sind und daher gleichermassen streng kontrolliert werden miissen (Kern et al., 2007, Hong et

al., 2005).

Wir konzentrierten uns bei der Analyse des transkriptionalen Netzwerkes auf die zentralen und die o°-
Abhéangigkeit vermittelnden Regulatoren, wahrend weitere bekannte Regulatoren auf dieses Netzwerk
einen nicht unwesentlichen Einfluss haben. So ist RcsB fiir die GadE-abhéngige Aktivierung von

gadA und gadB notwendig, wobei der Signal-Input interessant ist, denn RcsB hat nur uninduziert von
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RecsC oder Acetyl-Phosphat eine aktivatorische Wirkung, wird also entweder von einer weiteren
Kinase aktiviert oder ist als unphosphorylierter Response Regulator aktiv. Sobald RcsB durch ResC

aktiviert wird, wirkt es als Repressor auf die Gene (Castanie-Cornet et al., 2007).

Der Einfluss des EvgA/YdeO-Feedforward Loops, der einen weiteren o°-unabhingigen Signal-Input
fiir die gadE-Expression bildet, wird als der regulatorische Loop gesehen, der vor allem verantwortlich
ist fiir die Induktion des Systemes bei permanentem Wachstum bei niedrigem pH (Masuda & Church,
2003, Ma et al., 2004). Im Rahmen der Untersuchungen in dieser Arbeit wurde festgestellt, dass ¢° in
dieser Situation auch wichtig ist fir die gadE- und gadB-Transkription, lediglich die gadX-
Transkription scheint hier o°-unabhingig zu sein, allerdings auch YdeO-unabhingig (Daten nicht
gezeigt). Die Synthese von ¢° und GadE sinkt insgesamt ab bei permanentem Wachstum bei pH 5. In
3-Galaktosidase-Studien konnten wir den beschriebenen Effekt von YdeO auf die gadE-Expression in
dieser Situation nicht sehen, auch bei Saureshift sahen wir keinerlei Einfluss von YdeO auf die
Expressionsaktivitit von gadE::lacZ (Abbildung 4.18). Lediglich in der stationdren Phase war ein
dualer Einfluss von YdeO zu beobachten. YdeO wirkt hier entweder aktivierend (bei niedrigem pH)
oder reprimierend (bei neutralem pH) auf gadE und gadB, nicht auf gadX. Die Diskrepanzen zu den
veroffentlichten Daten von (Ma et al., 2004), bei welchen auf gadE-Transkript Ebene eine deutlich
aktivierende Wirkung von EvgA und YdeO zu sehen ist bei exponentiellem Wachstum/pH 5,5, konnte
unter Umstinden auf die Verwendung unterschiedlicher Minimalmedien (E + 0,4% Glucose) und/oder
anderem Wildtypstamm von Escherichia coli (EK227) zuriickzufilhren sein. Genauere
Untersuchungen der YdeO-Synthese und seinem regulatorischem Einfluss wéren interessant, vor
allem in Anbetracht der gefundenen Instabilitdt von YdeO und dessen dualer Regulationsweise, sowie
der Suppression des ClpP-Einflusses auf das Netzwerk durch YdeO, auf welche noch in Abschnitt 5.4

eingegangen wird.

GadW (Ma et al., 2002), ein weiterer AraC-dhnlicher Regulator, nahe verwandt mit GadX und fahig,
mit diesem Heterodimere zu bilden, wird beschrieben als schwacher Repressor der gadA/BC Gene
Ma et al.,, 2002). In B-Galaktosidase-Studien im Rahmen dieser Arbeit mit gadA/BC/E::lacZ
Fusionsstimmen in gadW"", zeigte sich, dass GadW vor allem auf die gadA-Expression reprimierend
wirkt, wahrend es auf die andere Reportergenfusionen nur sehr geringe oder keine Wirkung hat
(Abbildung 4.17A; Daten nicht vollstindig gezeigt). Publiziert ist, dass GadW auf die gadFE-
Transkription mit GadX zusammen additiven aktivatorischen Effekt hat, wahrend GadW allein keine
signifikante Wirkung zeigt (Sayed et al., 2007). Die positive Kontrolle von 6° durch GadW (Ma et al.,
2003b) konnte in dieser Arbeit nicht bestétigt werden (Abbildung 4.34) und eine solche iibergeordnete
Rolle erscheint auch unwahrscheinlich in Anbetracht des geringen Einflusses von GadW, der nicht nur

hier, sondern auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet wurde (Sayed ef al., 2007).
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Die o -abhingige kleine RNA GadY ist als Stabilisator am 3'Ende der gadX mRNA bindend und
damit Aktivator der GadX-Synthese beschrieben (Opdyke et al., 2004). Diese Aktivierung ist nicht

essentiell fiir die 6°-abhingige Induktion, denn die gadX::lacZ Fusion, welche dieses 3'Ende nicht hat,

zeigt 0°-Abhingigkeit.

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass die Einteilung in bestimmte separate regulatorische Loops, die
nur bei spezifischen Bedingungen aktivieren, nicht beibehalten werden kann. Vielmehr ergdnzen sich
die Systeme in den unterschiedlichen Bedingungen. Auch die Einteilung in Sdureresistenz System 1
(AR1= o*-abhingig, CRP-, Glucose-reprimiert) und 2 (AR2=Glutamatdecarboxylase-abhingig) kann
so nicht aufrecht erhalten werden, denn ARI1 ist lediglich eine regulatorische Variante von AR2 und

kein funktionell unabhingiges Sadureresistenz-System.

pgadA
tatttaaattaagcctgtaatgecftgetthcattgeggataaateetactttittattge
pgadB
tatttasacacgagtcctttgcacftgctthetttatcgataaatecefactttittaatgC

pgadE (-124)
gctatttacaa-40-agtgegtgatggatahatctgaagtattgatfagtgtiaatagacG
pgadE (-92)
aatctgaagtattgattagtgttaatagacgfattagttcacgaagggkaaagtfcttata
pgadE (-21)
atattgaacaacgattcggacaage ggatgacafattcghpaacga
pgadX
tttaaattratttatcaatcaatltgactlaagagggcggcgtgckacatthathaacagT
psip
tatcaggcatatcacctcagaatcaghtgaaahctataaagaaatateckattathgtttta

Tabelle 5.1: Promotorsequenzen der beschriebenen Transkriptionsstartpunkte von gadA,
gadB, gadX, sip und gadE (Weber et al., 2005, Tramonti et al., 2002, Hommais et al., 2004,
Castanie-Cornet & Foster, 2001, Alexander & St John, 1994). Der Grossbuchstabe bezeichnet
jeweils den Transkriptionsstartpunkt, die potentiellen -10 und -35 Regionen sind umrahmt, fett
geschrieben sind die Konsensussequenzen fur o° und die GAD-Boxen sind unterstrichen.

SAataaaAas

Es konnte hier die Architektur der o°-abhiingigen Signalkaskade auf die Siureresistenzgene
entschliisselt werden, die zwei Feedforward Loops und einen untergeschalteten linearen

Aktivierungspfad beinhalten (sieche auch zusammengefasste Abbildung 5.1).

5.3.2 Schnelle und voriibergehende Induktion wird durch die translationale

Kontrolle der gadE mRNA ermaoglicht

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal systematisch die Kinetik der Saureresistenzkaskade
in der Shiftsituation von neutralem zu saurem pH untersucht. Es konnten dabei schnelle und langsame
Reaktionen unterschieden werden. Die dabei auffilligste Entdeckung war die Diskrepanz zwischen

schnellem Anstieg des GadE-Proteinspiegels und der langsamen Induktion der gadE::lacZ Fusion,
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welche die transkriptionale Kontrolle wiederspiegelt. Bei Erreichen des maximalen zelluldren
Gehaltes von GadE nach etwa 40 min, befindet sich die Promotor-Aktivitit erst am Beginn des
Anstieges. Da dieser Unterschied nicht mit Stabilisierung von GadE erklirt werden kann, da nach 20
min, also bei maximalem Gehaltsanstieg, GadE nachgewiesenermal3en unvermittelt schnell abgebaut
wird (Abbildung 4.10A), kann es sich hier nur um eine Kontrolle auf translationaler Ebene handeln,
also eine Kontrolle entweder der mRNA-Stabilitdit oder der Translationsaktivitit. Wenn die
transkriptionale Kontrolle ausgeschaltet wird, durch Expression der vollen Linge der gadE mRNA
von einem heterologen, permanent basal exprimierenden Promotor, steigt der GadE-Gehalt
immernoch rapide an nach pH-Absenkung, erreicht nach 30 Minuten ein Maximum und nimmt danach
ebenfalls schnell wieder ab. Es handelt sich also hier um eine schnelle und voriibergehende Induktion
der GadE-Synthese, welche wahrscheinlich auf translationaler oder mRNA-Stabilitits-Ebene
stattfindet. Der schnelle Abfall des GadE-Gehaltes ab 30 Minuten bis beinahe zum basalen Level nach
60 Minuten Saureshift ist auf die fehlende Transkriptionsinduktion zuriickzufiihren, die ab diesem
Zeitpunkt beim nativen gadE Promotor die Aktivierung iibernimmt, sowie der konstitutiven Proteolyse

von GadE durch Lon.

Wir orientierten uns bei der Konstruktion des Plasmides zur ektopischen Expression der gadE mRNA
nach dem von Harald Weber gefundenen Transkript (von einem Promotor bei -124 Nukleotiden relativ
zum Translationsstartpunkt), um die volle Wildtyp-mRNA zu erhalten (welche stromaufwirts,
konstruktionsbedingt auch noch eine kurze Vektorsequenz enthilt) (Abbildung 3.1). In einer Primer-
Extension-Studie mit diesem Plasmid, welche zur Kontrolle gemacht wurde, ist zu sehen, dass sich ein
kiirzeres als erwartetes Transkript bei -92 relativ zum Translationsstart zeigt, also von einem anderen
bereits vorher beschriebenen Transkriptionsstartpunkt (Hommais et al., 2004), wahrend von dem tac
Promotor nur nach Saureshift ein Transkript zu sehen ist (nicht gezeigte Daten von Alexandra
PoBling). Dieses kiirzere Transkript (von -92) war in der Primer-Extension-Analyse von Harald Weber
mit dem Wildtyp-Promotor 40 min nach Saureshift nicht zu detektieren, wiahrend das lange Transkript
(von -124) deutlich erkennbar war (Weber et al., 2005). Es ist also anzunehmen, dass der -92 Promotor
in der normalen Wildtyp Regulation in dieser Situation keine Rolle spielt und entweder nur in diesem
Konstrukt durch das Deletieren des stirkeren Promotors aktiv wird oder es handelt sich bei dem
Transkript u.U. um ein Prozessierungsprodukt des vom tac Promotor synthetisierten Transkriptes. Das
kurze Transkript zeigt auch eine etwa 2fache Induktion 30 min nach Saureshift. Jedoch kann davon
ausgegangen werden, dass diese Induktion nicht transkriptional kontrolliert ist, denn der Operator
stromaufwarts ist deletiert und die GadE-Synthese von diesem Konstrukt ist, wie gezeigt wurde,
GadX- und RpoS-unabhidngig (Abbildung 4.24). Dariiberhinaus miisste man, wire der schnelle
Anstieg nach Saureshift auf transkriptionale Kontrolle des proximalen Promotors zuriickzufiihren,
diesen mit der gadE::lacZ Fusion (auf welcher alle beschriebenen Promotoren und Bindestellen
vorhanden sind) detektieren kdnnen in Form von schnellem B-Galaktosidase-Aktivitdtsanstieg. Es ist

daher anzunehmen, dass der Anstieg des Transkriptspiegels (des kiirzeren Transkriptes bei -92 und des
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langeren vom tac Promotor) eher von Stabilisierung der mRNA herriihrt, welche haufig in engem
Zusammenhang mit translationaler Aktivierung steht bzw. wird Destabilisierung der mRNA haufig

durch Bindung kleiner RNAs, welche auch die Translationsaktivitdt beeinflussen, vermittelt.

Die sRNA DsrA wurde bereits als Regulator der Saureresistenzgene beschrieben, wobei nicht gezeigt
wurde, ob ihr Einfluss lediglich {iber o°, dessen Translation von DsrA aktiviert wird, oder auch direkt
verlauft (Lease et al., 2004, Lease et al, 1998). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sie
wahrscheinlich eine direkte Rolle bei der schnellen Translationsinduktion von gadFE spielt. DsrA wirkt
dabei im neutralen Medium reprimierend, wahrend bei Sdureshift eine Derepression stattfindet. DsrA
wirkt bei neutralem wie bei saurem pH auf die rpoS-Translation aktivierend (Abbildung 4.25). Beide
Effekte von DsrA zusammen: Aktivierung der Transkription von gadE durch positive Kontrolle von
o und Repression der Translation von gadE im Neutralen sowie Derepression bei Saureshift,
verstirken die Dynamik des GadE-Gehaltes und ermdglichen das rapide Hochschnellen des GadE-
Gehaltes nach Saureshift. Diese Rolle von DsrA auf die GadE-Synthese kann man als Nivellierung der
GadE-Dynamik in der dsrA Mutante im Wildtyp mit nativ vom Chromsom exprimierten gadE
beobachten (Abbildung 4.25). DsrA wirkt wahrscheinlich direkt durch Bindung an die mRNA von
gadE und nicht durch Kontrolle von ¢°, denn im rpoS und im gadX Hintergrund findet immer noch
der gleiche GadE-Anstieg vom Plasmidkonstrukt statt wie im wt Hintergrund (Abbildung 4.24). GadY
wurde ebenfalls getestet, zeigte jedoch ebenfalls keinen Einfluss auf den schnellen Anstieg des GadE-
Gehaltes im Wildtyp (Daten nicht gezeigt). Es ist allerdings auch im dsrA™ Hintergrund immer noch
ein leichter Anstieg von GadE zu schen (Abbildung 4.23), was auf weitere, DsrA-unabhingige

Kontrolle der Translation hinweist.

Welche Sequenzabschnitte der gadE mRNA sind wichtig fiir die translationale Kontrolle? Die
translationale gadE::lacZ Fusion, welche das 5° Ende der mRNA bis zu den ersten 45 Nukleotiden des
ORF von gadE beinhaltet, zeigt die hochdynamische translationale Kontrolle nicht. Die fiir die
Translationsinduktion wichtige Sequenz muss also weiter stromabwérts des Fusionspunktes liegen.
Fiir das 5° Ende der gadE mRNA ist eine stabile Sekundarstruktur vorausgesagt, bei welcher die
Shine-Dalgarno-Sequenz und das Startkodon in Basenpaarung gebunden vorliegt. Moglicherweise
wird diese Struktur bei Saureshift mithilfe stromabwérts gelegener Sequenzen aufgeschmolzen, um so
die Ribosomenbindestelle und den Translationsstart zuginglich zu machen. Der Mechanismus der
DsrA-abhéngigen Repression ist unklar. Es konnte sich statt um eine Inhibierung der Translation auch
um DsrA-vermittelten Abbau der mRNA handeln, welcher hdufig, wie z.B. fir RyhB bei sodB
gezeigt, mit der Inhibierung der Translation einhergeht (Vecerek et al., 2003, Geissmann & Touati,
2004). Eine Bindung und den Bindeort von DsrA an die mRNA von gadFE sollte man experimentell
testen, denn es ist zwar moglich, kurze komplementidre Abschnitte beider RNAs zu entdecken,

allerdings hat ein solcher Sequenzvergleich ohne experimentelle Bestiatigung wenig Aussagekraft.
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DsrA wird induziert bei Kélteschock (Sledjeski et al., 1996) und liegt dann vor allem in seiner
unprozessierten 85 nt langen Form vor und aktiviert hier vor allem rpoS (Repoila & Gottesman, 2001).
Jedoch ist das nicht die einzige Situation, in welcher DsrA exprimiert wird und aktiv ist, denn es hat
andere Ziel-mRNAs, die es in anderen Situationen reguliert (Lease et al., 1998, Sledjeski &
Gottesman, 1995). Auch wir konnten eine Kontrolle von rpoS durch DsrA in neutralem und saurem
Medium beobachten (Abbildung 4.25). Bei Saureshift konnte lediglich ein schwacher Anstieg der
dsrA-Expression gemessen werden, etwa 2 fach mit einer dsrA::lacZ Fusion (Daten nicht gezeigt). Die
transkriptionale Kontrolle spielt demnach wahrscheinlich hier keine Rolle. Es ist vielmehr vorstellbar,
dass der pH direkt auf die Bindeeigenschaften, moglicherweise durch Sekundarstrukturverdnderungen,

von basal vorhandenem DsrA an bestimmte Sequenzabschnitte der gadE mRNA wirkt.

Unklar ist auch, welche Effektoren auf diese schnelle Antwort reagieren, denn die
Transkriptionsinduktion, gemessen in LacZ-Studien, von gad4 und gadBC verlauft langsam.
Moglicherweise sind es Gene der dritten Gruppe, identifiziert durch Microarrays von Harald Weber,
die gleichermassen GadX- und GadE-reguliert sind, die eine schnelle Kinetik aufweisen. Hierzu
gehort das Operon der fiir die Hydrogenase I kodierenden Gene (hyaABD). Dieses Operon wurde
unter anaeroben Bedingungen als sdureinduziert identifiziert und die Rolle der periplasmatischen
Hydrogenase 1 in der Séaureresistenz wurde in dieser Studie diskutiert. Es wurden auch
Shiftexperimente durchgefiihrt, die allerdings eine langsame Induktion zeigten (King & Przybyla,
1999). Ob dieses Operon auch im Aeroben sdureinduziert ist (offensichtlich ist die Hydrogenase I
weniger O,-anfillig wie die Hydrogenase II) und hier vielleicht mit einer schnelleren Kinetik, miisste
untersucht werden. Interessanterweise wird ein anderes Gen dieser Gruppe, yjjU, das fiir ein Patatin-
dhnliches Protein kodiert, iiberhaupt nicht durch S#ure induziert, wihrend es allerdings eindeutig
GadE- und GadX-abhéngig ist (Paasch, 2007). Dieses dritte Regulon ist also in Bezug auf das
induzierende Stress-Signal heterogen und GadX und/oder GadE spielen auch unabhéngig von der
Saureinduktion eine Rolle. Um die schnell hochregulierten Effektoren zu identifizieren, sollte das
Transkriptom mittels Microarray-Analyse kurz (20-30 min) nach Séureshift in gadE™ analysiert

werden.

5.3.3 Der konstitutive Abbau von GadE ermoglicht die schnelle Abschalt-Dynamik

des Systemes

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass GadE ein konstitutives Abbausubstrat der Lon Protease
ist. Unter allen getesteten Umsténden, selbst induzierenden, wird GadE schnell, mit einer Halbwertzeit
von 3 bis 6 Minuten, entfernt. Der Sinn dieser intrinsischen Instabilitdt des zentralen Aktivators der

Saurestressantwort ist das schnelle Abschalten der Antwort bei Ausbleiben des stressenden Signales.
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Wie bereits vorher erwéhnt, ist die Produktion der Glutamat-Decarboxylasen fiir die Zelle eine
grossere Investition, ganz abgesehen von den weiteren Resistenzmechanismen, die zusitzlich von
GadE aktiviert werden, wie z.B. die Hde Chaperone. Rechnet man die Investition, die eine Zelle
aufbringen muss, wenn sie einen derart instabilen Regulator kontinuierlich synthetisieren muss,
besonders unter induzierenden Bedingungen, um ihn in ausreichenden Mengen zur Induktion der Gene
vorliegen zu haben, gegen die Investition, die sie durch verlangsamtes Abschalten der Synthese der
GadA/GadB Enzyme und Hde Chaperone titigen miisste, liegt durch die Instabilitdt wahrscheinlich
eine positive Bilanz vor, denn ein Regulator muss nur in verhdltnismissig geringen Mengen
vorhanden sein, um seine Wirkung zu erzielen, wihrend Effektoren wie die Glutamat-Decarboxylasen
und die Hde Chaperone hoch exprimierte Proteine sind nach Induktion. Einen ganz &hnlichen
Mechanismus verfolgen die Zellen bei den Regulatoren MarA und SoxS der oxidativen Stressantwort,

welche ebenfalls kontinuierlich durch die Lon Protease abgebaut werden (Griffith et al., 2004).

Fiir SoxS war es moglich, N-terminale Aminoséurereste zu identifizieren, welche den Abbau durch
Lon vermitteln (Shah & Wolf, 2006b). GadE scheint keine N-terminalen Erkennungssequenzen zu
besitzen, denn das GadE-LacZ Fusionsprotein, in welchem die ersten 15 Aminosduren von GadE an
LacZ fusioniert sind, erwies sich als stabil (Abbildung 4.14). Die Abbaumarkierung befindet sich also
im zentralen oder im C-terminalen Bereich, es wurden allerdings keine homologen Sequenzen zu
bekannten Lon-Abbaumarkierungen gefunden (Gonzalez et al., 1998, Nishii et al., 2002, Shah &
Wolf, 2006b). Moglicherweise besitzt GadE, wie auch andere konstitutiv abgebaute Regulatoren,
intrinsische hydrophobe Oberflachenstruktur, die es permanent fiir den Lon-vermittelten Abbau
markieren. Die Proteolyse von SoxS konnte in vitro rekonstruiert werden und der Abbau war sehr
effektiv bei Zugabe von ATP und Lon (Shah & Wolf, 2006b). Das heisst, SoxS benétigt keine
weiteren Adaptoren zur Erkennung durch Lon. Ebenso ist es fiir GadE wahrscheinlich, vor allem da

der Abbau nicht reguliert ist, dass keine weiteren Adaptoren notwendig sind.

Neben der Rolle der Lon Protease im Séaureresistenz-Regulon, das schnelle Abschalten zu
gewihrleistend, spielt sie desweiteren eine Rolle bei der Repression der Synthese, die weiterhin nicht
vollig geklart ist. Das gadE Gen wird im erhdhten MaBle transkribiert im Jon™ Hintergrund, was man
als Erhohung der Aktivitdt der gadE::lacZ Fusion messen kann, gleichzeitig ist das GadE-LacZ
Fusionsprotein stabil, das heisst, diese Erhohung kann nicht durch Stabilisierung hervorgerufen sein.
Sie ist nur zum Teil durch die positive Autoregulation erkldrbar, da die lon Mutante im gadE
Hintergrund im Vergleich zum wt zwar immer noch eine verstirkte gadE::lacZ Aktivitit zeigt,
allerdings nur noch 2 fach (Abbildung 4.15A). Unter Umstidnden wird ein weiterer Repressor von
gadE von der Lon Protease abgebaut. Der Regulator GadW wirkt auf gadFE leicht reprimierend. In
Uberexpressionsstudien von GadW (gadW auf pRH800 induziert mit ImM IPTG in
LB/logarithmische Phase) zeigt sich dieser Regulator als ein Lon-abhédngig instabiler Regulator

(Abbildung 4.15B). Jedoch ist der Lon-Einfluss auf die gadE-Transkription auch in einer gadW
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Mutante noch vorhanden (Abbildung 4.15C), daher ist wohl auch GadW nicht verantwortlich fiir den
Lon-Effekt auf die GadE-Synthese. Moglicherweise ldsst sich der reprimierende Effekt von Lon durch
den bereits erwidhnten sekundédren Effekt durch den fehlenden Abbau von StpA und dessen mdogliche
Auswirkung auf den Gehalt an freiem H-NS in der Zelle (Johansson & Uhlin, 1999, Johansson et al.,
2001) erkldaren, denn H-NS ist beschrieben als ein starker Repressor der gad/hde Gene (De Biase et
al., 1999, Giangrossi et al., 2005). Eine geringe Schwankung der zelluldiren Menge an freiem H-NS

konnte grosse Auswirkungen auf dieses Regulon haben.

5.3.4 Modell

Es war moglich im Rahmen dieser Arbeit, die Struktur der Kaskade des Saureresistenz-Regulons
aufzukldren in Bezug auf die zwei prominenten, die o°-Abhingigkeit vermittelnden Regulatoren -
GadX und GadE - und zwei Effektorgengruppen. Dabei wurden zuséitzlich verschiedene Dynamiken
entschliisselt, die auf den regulatorischen Ebenen der Transkription, Translation und Proteolyse
stattfinden. Das in dieser Arbeit entwickelte Modell, welches die wichtigsten Ergebnisse

zusammenfassend darstellt, befindet sich in Abbildung 5.1.

Die transkriptionale Regulationskaskade wird bestimmt durch zwei Feedforward Loops mit dem
Master-Regulator ° und dem modulatorisch wirksamen sekundiren Aktivator GadX. Die Rolle dieser
Architektur ist eine verzogerte transkriptionale Induktion der Effektoren der beiden Gengruppen
reprasentiert von gadB und slp und fungiert wahrscheinlich als Rauschfilter. Eine transkriptionale
Aktivierung des Outputs findet nur bei Induktion des generellen Stress Signales vermittelt durch o°
und einem spezifischen Signal, das von GadX wahrgenommen wird, eventuell Na'-Ionen, statt. Zur
Aktivierung der durch gadB dargestellten Gengruppe ist noch ein lineares Kontrollsystem
zwischengeschaltet, welches liber den zentralen und essentiellen Aktivator GadE lauft. Hier wird die
Transkriptionsinduktion weiter gefiltert nicht nur durch die zusétzliche Instanz, sondern auch durch
die positive Autoregulation von GadE. Diese lineare Kaskade iiber GadE, dessen Synthese
gleichermassen durch GadX und o° induziert wird, ermoglicht durch die Instabilitit von GadE das
schnelle Abschalten des Outputs. Es ist eine Notwendigkeit von kohdrenten Feedforward Loops,
verstarkt durch positive Autoregulation, einen Mechanismus zu beinhalten, der das System wieder
herunterfahrt. Dariiberhinaus kann die Dynamik des Master-Regulators o°, welcher ebenfalls
proteolytisch, allerdings konditional, durch ClpXP abgebaut wird, nur iibersetzt werden in eine
Dynamik der Saurestressantwort, wenn der Regulator in der sekundéren Schliisselposition ebenfalls

eine Dynamik seiner zelluldren Konzentration aufweist.

Desweiteren beinhaltet dieses System eine schnelle Anschaltkinetik, zu beobachten in der



Diskussion
118

Shiftsituation, die wahrscheinlich iiber die Translationsaktivitdt kontrolliert wird und bei der die
kleinen RNA DsrA eine Rolle spielt. Der GadE-Gehalt wird schnell hoch reguliert, unabhingig von

einer kompletten Neusynthese, also energiesparend und voriibergehend.

Langsame Induktion:
Stat.Phase/kontinuierliches
Wachstum bei niedrigem pH
(= >40 min nach pH|)

\ l ClpXP
03\/ | Translationale Kontrolle
schnelle Induktion:

a4 Saureshift (0-20 min nach

GadyY pH\L)

4 —DsrA RNA

GadX

v v Schnelle Termination:
slp, |: GadE — Lon Proteolyse

etc.

AN

gadA, gadBC,
etc.

Abbildung 5.1: Modell des Netzwerkes der Glutamat-abhdangigen Saureresistenzkaskade.

Es sind also in diesem System auf eleganteste Weise langsame, aber andauernde Aktivierung durch
Transkriptionskontrolle mithilfe der Architektur der Feedforward Loops und der darunter gelegenen
linearen Kaskade, schnelle und voriibergehende Induktion durch Translationskontrolle und schnelles

Abschalten durch Proteolyse jeweils in der Schliisselposition des Netzwerkes miteinander kombiniert.
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5.4. Ausblick: Weitere proteolytische Kontrolle innerhalb der

Saureresistenzantwort

Ein weiterer beschriebener Regulationsloop der gad/hde Gene, ebenfalls Feedforward, ist der
EvgA/YdeO-abhiangige Loop, welcher einen weiteren Signal-Input fiir die gadE-Expression bildet
(Masuda & Church, 2002, Masuda & Church, 2003, Ma et al., 2004). Interessant wurde er durch die
Suppression des positiven ClpP-Effektes auf die gadE-Transkription durch YdeO. Die B-
Galaktosidase-Studien ergaben, dass ClpP einen Einfluss auf die Regulationskaskade oberhalb der
gadE-Transkription in der Kaskade hat, aber nicht auf die gadX-Transkription. Interessanterweise ist
der Einfluss von ClpP stirker ausgepragt auf die kurze gadE::lacZ Fusion, bei welcher Binderegionen
von GadX, GadW und/oder YdeO fehlen. Diese Binderegionen verstirken die gadE-Expression
insgesamt und schwichen die positive GadE Autoregulation, vermutlich weil durch die Aktivierung
durch GadX und/oder GadW die fehlende Aktivierung durch GadE selbst teilweise kompensiert wird.
Nun zeigt sich, dass GadX-, GadW- und/oder auch YdeO-Bindung an die oberen Regionen
offensichtlich auch den Einfluss von ClpP abschwicht. Moglicherweise konkurrieren einer oder
mehrere dieser Regulatoren an diesem Promotor mit dem noch unbekannten, von ClpP kontrollierten
Repressor. Genau das konnte auch fiir die unterschiedlichen Effekte der c/pP Mutation an den
verschiedenen Promotoren verantwortlich sein. Je nachdem wie stark der direkte Einfluss anderer
Regulatoren bzw. dem gesuchten Repressor X auf die Promotoren ist, verhdlt sich die
Expressionsstirke unterschiedlich in den verschiedenen Hintergriinden. Zum Beispiel ist der Promotor
von gadA im Vergleich zu dem vom gadB sehr viel stirker reguliert mit einer sehr grossen
Operatorregion, an welche viele Regulatoren auch mehrfach binden. Es ist immernoch unklar, warum
der gadA Promotor so unterschiedlich ist zu dem gadB Promotor, da beide unter denselben
Bedingungen induziert werden. Unter Umstidnden ist die gadA-Transkription robuster gegeniiber
geringen Verdnderungen, die sich in unterschiedlichen Konzentrationen der bindenden Regulatoren

dussern, was dann z.B. am abgeschwichten ClpP-Einfluss zu beobachten ist.

Welches sind die Kandidaten fiir Repressor X, der durch ClpP abgebaut wird? GadX supprimiert den
ClpP-Effekt ist allerdings ein Aktivator der gad/hde Gene ((Tramonti et al., 2002) und unsere Daten).
Es ist moglich, dass GadX ein Aktivator des gesuchten Repressors ist. Dies wiirde einen weiteren o°-,
GadX-abhidngigen Regulationspfad bedeuten - einen inkohérenten Feedforward Loop. Diese Kontrolle
hitte Bedeutung in Situationen, in welchen die 6° — GadX Regulationskaskade angeschaltet ist, aber
kein Output erfolgt. Eine solche Situation ist M9/Glucose/Eintritt in die stationdre Phase. Hier
beobachten wir ein um etwa 3 h nach Stationdrphaseneintritt verspétetes Anschalten der gadE/A/BC
Gene (Becker G., unverdffentlichte Microarray-Daten und diese Arbeit). Der o°-Spiegel hingegen
steigt sofort an. Der hypothetische Repressor, ein ClpP-Substrat, wird u.U. genau in dieser Situation

aufgrund eines unbekannten Signales stabilisiert und reprimiert die untergeschalteten Gene.
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YdeO zeigt gerade in der stationdren Phase M9/Glucose eine Wirkung auf gadA/BC und gadE,

wihrend es in allen anderen Situationen in unseren Studien obsolet war (Abbildung 4.18).

YdeO supprimiert den ClpP-Effekt, zumindest teilweise, hat eine C-terminale ssrA-&hnliche
Markierung, die an GFP fusioniert dieses zum ClpP-abhidngigen Abbau markiert und bei Mutation der
letzten beiden Alanine wird YdeO komplett stabilisiert. YdeO wird schnell abgebaut in M9/Glucose /
logarithmische Phase. Sollte YdeO der gesuchte Repressor X sein, der von ClpP abgebaut wird, wiirde
YdeO eventuell speziell in M9/Glucose/Eintritt in die stationdre Phase stabilisiert und entfaltet
deswegen gerade in dieser Situation seine Wirkung. Zu iberpriifen wire daher: Wird YdeO durch
ClpP abgebaut? Moglicherweise ist der Abbau nach Uberexpression in c/pP” Hintergrund ein Effekt,
der durch den unnatiirlich hohen Spiegel an YdeO hervorgerufen wird. Wahrscheinlicher ist jedoch,
dass mehrere Proteasen am Abbau beteiligt sind, die sich gegenseitig kompensieren. Die beiden C-
terminalen Alanine werden als speziell von ClpXP erkannte Sequenz beschrieben (Flynn et al., 2001,
Levchenko et al., 2003), daher ist die komplette Stabilisierung bei Mutation nur dieser beiden
Aminosdurereste frappierend. Natiirlich konnten auch andere Proteasen, die ssrA-dhnliche
Markierungen erkennen, wie z.B. FtsH (Herman et al., 1998), zustdndig sein fiir den Abbau. Es sollte
durch in-vitro-Proteolyse die ClpXP-abhingige Proteolyse getestet werden, sowie eine mogliche
Stabilisierung von YdeO in der stationdren Phase untersucht werden. Desweiteren sollte untersucht
werden, ob die Suppression des ClpP-Effektes in der clpP rssB ydeO Dreifachmutante durch
Einfithrung von YdeOP auf Plasmid aufgehoben wird. Desweiteren sollte die Synthese von YdeO auf
GadX- und o°-Abhingigkeit hin untersucht werden, denn méoglicherweise supprimiert die gadX
Deletion den ClpP-Effekt, weil GadX YdeO positiv reguliert. Eine solche Regulation ist bislang nicht
bekannt und es befindet sich auch keine GAD-Box im Promotorbereich von ydeO. Es ist bekannt, dass
ydeO eventuell von Ec’’ und Eo™” transkribiert wird (Wade et al., 2006) und von phosphoryliertem
EvgA aktiviert wird (Masuda & Church, 2003). EvgS, die Histidinkinase, welche EvgA phophoryliert,
steht in Verbindung mit dem Quinon-Pool in der Cytoplasmamembran und wird von oxidiertem
Ubiquinon inhibiert (Bock & Gross, 2002). Dieses Zweikomponenten-System zeigt also eine dhnliche
Kontrolle durch den Oxidationsstatus der Atmungkette, damit dem Energie- und Sauerstoffstatus der
Zelle, wie das ArcB/A-System, welches den 6°-Abbau durch Phosphorylierung von RssB kontrolliert.
Der Abbau von ¢° wird speziell unter den Bedingungen niedriger Energiegehalt/hoher O,-Partialdruck
(Bedingungen der stationdren Phase acrober M9/Glucose-Kulturen) inhibiert (Mika & Hengge, 2005).
Wird also durch das EvgS/A-Zweikomponenten-System in dieser speziellen Situation die Inhibition
der gad/hde Gene durch proteolytische Kontrolle von YdeO reguliert? Diese Hypothese kann
Ausgangspunkt fiir weitere Untersuchung der Regulation des Sdureresistenzsystemes sein. Auch die
mogliche duale Funktion von YdeO wiére interessant, genauer zu belegen und die Mechanismen zu

entschlisseln.
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