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Einleitung 1

1. Globale Genregulation bei Mikroorganismen

Mikroorganismen sind seit iber Millionen von Jahren ein groB3er Bestandteil unserer Erde.
Im Laufe der Evolution haben sie sich als Kiinstler der Anpassungsfahigkeit bewiesen und
sind deshalb in vielen Habitaten anzutreffen. Bakterien besiedeln also nicht nur das Was-
ser, den Boden und die Luft, sondern sind auch in lebensfeindlichen Lebensrdumen wie
zum Beispiel heilen Quellen, unter dem Eis der Antarktis, Salz- und Alkaliseen, sowie
anaeroben Lebensnischen prisent. Neben den hoch spezialisierten Anpassungsmechanis-
men fiir diese lebensfeindlichen Habitate haben Bakterien aber auch Anpassungsstrategien
entwickelt, die eine schnelle und effiziente Anpassung an sich dndernde Umweltparameter
in nicht extremen Habitaten ermdglichen. Die dafiir notwendige globale Anderung der
Genregulation ist Grundvoraussetzung fiir die Sicherung des Uberlebens des Bakteriums
unter diesen vielfdltigen und oft auch extremen Stressbedingungen.

Escherichia coli (E.coli) aus der Familie der Enterobacteriacaen ist das derzeit am besten
untersuchte gram-negative Bakterium und dient in der Mikrobiologie seit langem als Mo-
dellorganismus zur Untersuchung genetischer Regulationsmechanismen. Es besiedelt als
Lebensraum neben dem Intestinaltrakt der Sdugetiere auch den Boden und das Wasser.
Damit ist E.coli besonderen Umweltschwankungen ausgesetzt und gezwungen schnell auf
diese zu reagieren. Es hat dafiir im Laufe der Evolution ein hierarchisches gegliedertes
Netzwerk der Genregulation entwickelt, bei dem an erster Stelle einige wenige Masterre-
gulatoren die Expression einer Vielzahl von Zielgenen, die fiir das Uberleben unter ver-
schiedenen Bedingungen essentiell sind, veranlassen. Zu diesen Zielgenen konnen wieder-
um Regulatorproteine gehoren, die ihrerseits die Expression anderer Gene beeinflussen
konnen und somit eine Stressantwort auslosen (Gottesman, 1984).

Grundsatzlich kann man zwei Arten der Stressantworten voneinander unterscheiden. Zum
einen sind Bakterien in der Lage auf sehr spezifische Stresse zu reagieren, mit dem Ziel
das Stressagens moglichst schnell zu beseitigen und mogliche zelluldre Schiden zu repa-
rieren. Demgegeniiber steht die generelle Stressantwort, bei der sehr viele unterschiedliche
Stresssignale integriert werden konnen und in einer umfangreichen Antwort resultieren.
Die Hauptfunktion der generellen Stressantwort besteht darin, die Bakterienzellen gegen
sehr viele Stressbedingungen resistenter zu machen und sie gleichzeitig auf solche Stresse
vorzubereiten, die die Bakterienzelle noch gar nicht erfahren hat (Hengge-Aronis, 2002a).
Der Masterregulator der generellen Stressantwort ist der Stationdrphasen-Sigmafaktor ¢°,
der bei Eintritt in die stationdre Phase und als Antwort auf vielfiltige Stresssituationen

induziert wird. Er unterliegt neben der transkriptionalen Regulation auch der Regulation
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auf Ebene der Translation, Proteolyse und der Proteinaktivitit. Eine zentrale regulatorische
Rolle spielt dabei der Responseregulator RssB, der als Erkennungsfaktor 6> dem Abbau
durch die ClpXP-Protease zufiihrt. Zusétzlich dazu spielen aber auch Zweikomponenten-
systeme eine wesentliche Rolle bei der Regulation von ¢°. Von besonderer Bedeutung ist
dabei das ArcB/ArcA-System. Weiterfiihrende Untersuchungen der Zweikomponentensys-
teme BarA/UvrY und RcsC/D/B und deren Einfluss auf den Stationdrphasen-Sigmafaktor
dienten unter anderem als Ausgangspunkte dieser Arbeit (zusammengefasst in Hengge,

2008).

1.1. Globale Regulation der Genexpression durch Sigmafaktoren

Die Féhigkeit von E.coli viele verschiedene Stressbedingungen (oxidativer Stress, Os-
mostress, hohe und niedrige pH-Werte, Hitzeschock, UV-Strahlung u.s.w.) zu bewéltigen
erfordert eine Vielzahl von Antwortsystemen und Anpassungsmechanismen. Solch eine
Anpassung erreichen Bakterien durch die Anderung der Genexpression, verbunden mit der
Anderung der DNA-Topologie (durch histoniihnliche Proteine z.B. H-NS), der Aktivierung
von Zweikomponentensystemen und durch die Verdnderung der RNA-Polymerase hin-
sichtlich ihrer Promotorspezifitit. E.coli verfiigt im Gegensatz zu Eukaryonten nur {iber
eine DNA-abhingige RNA-Polymerase. Eine spezifische Promotorerkennung erfolgt hier
nicht iiber eine spezifische Polymerase, sondern wird iiber andere Mechanismen gewahr-
leistet. Von bedeutender Rolle sind dabei reversibel assoziierte Faktoren der RNA-
Polymerase, die so genannten Sigmafaktoren. Erst nach Bindung des Sigmafaktors an die
RNA-Polymerase ist diese zur spezifischen Promotorerkennung und zur Transkriptionsin-
itiation befahigt (Mulligan et al., 1984). E.coli verfiigt iiber sieben verschiedene Sigmafak-
toren mit unterschiedlichen Promotorspezifititen, sodass auf verschiedene Umweltsituatio-
nen mit der Expression der dafiir relevanten Gene reagiert werden kann. In exponentiell
wachsenden Zellen findet man den vegetativen Sigmafaktor '’ (RpoD) als Hauptsigma-
faktor vor. Er steuert die Transkription der ,,Haushaltsgene®, die als Grundausstattung in
jeder wachsenden Zelle vorhanden sein miissen (Gross et al., 1998). o' (RpoH) — dem Hit-
zeschock-Sigmafaktor kommt Bedeutung bei der Genexpression wéihrend hohen Tempera-
turen zu (Gross et al., 1996; Yura et al., 2000). " (F1iA) ist der Flagellen-Sigmafaktor und
steuert die Expression von Genen flir Motilitdt und Chemotaxis (Arnosti und Chamberlin,
1989b; Chilcott und Hughes, 2000; Helmann, 1991). c" (RpoE) wird fiir die Expression
von Genen genutzt, um periplasmatischem Stress oder Hitzeschock entgegenzuwirken und

den Erhalt der Zellhiille zu gewihrleisten (Alba und Gross, 2004; Erickson und Gross,
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1989; Raina et al., 1995; Ades et al., 2003). o™ (RpoN) ist in E.coli fiir die Regulation des
Stickstoffmetabolismus zustindig (Merrick, 1993; Kutsu et al., 1989) und o™= (FecI) kon-
trolliert die Transkription des fec-Operons und ist an der Regulation des Eisencitrattrans-
portsystems beteiligt (Braun et al., 2003; Enz et al., 1995; Pressler et al., 1988). Der Sig-
mafaktor der generellen Stressantwort 6> (RpoS) hingegen ist besonders wichtig fiir das
Uberleben von Stressbedingungen oder in der stationiren Phase (Hengge-Aronis, 1996;
Tanaka et al., 1993). Transkriptomstudien zeigten, dass die Expression von ca 10 % aller
E.coli Gene direkt oder indirekt durch o° beeinflusst werden (Weber et al., 2005).

In der Zelle stellt in Bezug auf die Anzahl der Promotoren und Sigmafaktoren freies, nicht
an DNA gebundenes RNA-Kernenzym den limitierenden Faktor fiir die Transkriptions-
initiation eines Gens dar (Ishihama, 1993; Ishihama, 2000; Grigorova et al., 2006). Damit
einher geht die starke Kompetition der Sigmafaktoren um das Kernenzym und dement-
sprechend eine Kompetition der Promotoren um die RNA-Polymerase. Damit eine globale
Verianderung der Genexpression durch Sigmafaktoren gewéhrleistet werden kann, miissen
diese in ihrer zelluldren Konzentration, ihrer Affinitdt zum Polymerasekernenzym (E) und
zu den Promotoren, sowie in ihrer Bindungsfahigkeit (z.B. durch Anti-Sigmafaktoren)
kontrolliert werden.

Der zellulidre Gehalt an ¢° wird abhingig von verschiedenen Umweltbedingungen auf E-
bene der Transkription, der Translation und der Proteolyse reguliert (Abb. I) (Lange und
Hengge-Aronis, 1994).

Reduced growth high cell low high pH carbon phosphate heat
rate / energy density temperature osmolarity down- starvation starvation shock
Limitation (20°C) \ shift
\1 \\ v 7\\\J /
Transcription Translation Proteolysis
» mRNA > »>
sRNAs/Hfqg PE ClpXP

E.
N
-dependent genes
(approx. 10 % of the E.coli genes)

Abbildung 1. Regulation des zelluldren o*-Spiegels (abgewandelt nach Hengge-Aronis, 2002)
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Der vegetative Sigmafaktor ¢’° und der Sigmafaktor der generellen Stressantwort o> wei-
sen speziell in den Regionen zur Promotorbindung sehr hohe Sequenzhomologien auf (Lo-
netto et al., 1992). Beide nutzen in vitro sehr dhnliche Promotorsequenzen zur Erkennung,
aber dennoch unterscheidet sich das in vivo Regulon grundsitzlich voneinander (Tanaka et
al., 1995; Nguyen et al., 1993; Tanaka et al., 1993). Wie diese in Vvivo Spezifitit trotzdem
gewihrleistet wird, ist im Folgenden kurz erliutert.

Im Promotorbereich des Zielgens sind fiir o° spezifische Sequenzen der Erkennung lokali-
siert z.B. C(-13), T(-14) (Becker und Hengge-Aronis, 2001). Des Weiteren kann ¢° Ab-
weichungen von der Konsensussequenz tolerieren z.B. in der Spacerlinge (Typas und
Hengge, 2006) oder in der Konservierung der -10 und -35 Region (Wise et al., 1996; Gaal
etal., 2001, Lacour et al., 2003; Typas und Hengge, 2006).

Transkriptionsregulatoren wie Crp, Lrp und H-NS beeinflussen die Promotorspezifitit zu-
satzlich, indem sie z.B. in unterschiedlicher Art und Weise mit den Sigmafaktoren oder der
RNA-Polymerase interagieren. AuBBerdem wird durch die Bindung globaler Regulatoren
wie z.B. H-NS die DNA-Topologie dementsprechend veriindert, dass entweder besser Es”’
oder Ec® an die DNA binden kann. Aber auch die Wachstumsphase hat eine Auswirkung
auf die DNA-Topologie. In der stationidren Phase liegt die DNA eher entspannt in wenig
supergecoilter Form vor. Dieser Zustand wird durch Ec® bevorzugt, wohingegen Ec’° an
stark negativ supergecoilte DNA bindet (Kusano et al., 1996; Bordes et al., 2003).
Zusitzlich dazu spielen Faktoren eine Rolle, die die Bindungsbereitschaft des Sigmafak-
tors an das Polymerasekernenzym beeinflussen kdnnen. Hierzu zédhlen Crl als ein kleines
Protein, welches die Bindungsaffinitdt von o° an E steigert (Typas et al., 2007). Auf der
anderen Seite kann die Bildung von Ec’’ durch das Alarmon ppGpp inhibiert werden (Jis-
hage et al., 2002; Laurie et al., 2003; Constanzo et al., 2008). Rsd, der Anti-c'°-Faktor
sequestriert 6’° in der stationdren Phase und lisst damit Ec® den Vorrang (Ilag et al.,
2004; Jishage und Ishihama, 1998).

Dennoch reicht eine Regulation der Genexpression durch die alleinige Auswahl des ent-
sprechenden Sigmafaktors meist nicht aus, sondern benétigt die zusétzliche Transkript-

ionskontrolle durch weitere an die DNA-bindende Transkriptionsfaktoren.

1.2. Die Regulation der Genexpression durch Transkriptionsfaktoren
Obwohl in E.coli mehr als 300 Gene fiir Transkriptionsfaktoren (TF) kodieren, haben ins-

gesamt nur sieben einen direkten modulierenden Einfluss auf die Genexpression von ca.

51% der Gene (CRP, FNR, IHF, Fis, ArcA, NarL, Lrp). Fiir etwa 60 Transkriptionsfakto-
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ren ist je nur ein einziges Zielgen bekannt (Perez-Rueda und Collado-Vides, 2000; Marti-
nez-Antonio und Collado-Vides, 2003).

Aufgrund von Sequenzhomologien wurden die folgenden Familien von Regulatoren fest-
gelegt: AraC, Lacl, LysR, CRP, TetR, GntR, cI/Cro und OmpR.

Transkriptionsfaktoren ihrerseits werden ebenfalls auf Ebene der Transkription, Trans-
lation und Proteolyse (Jenal und Hengge-Aronis, 2003) reguliert. Zusédtzlich dazu werden
sie auf verschiedene Weise in ihrer Aktivitdt beeinflusst. Ein prominentes Beispiel, bei
dem die Bindeaffinitit des TF an die DNA durch die Bindung eines Liganden verdndert
wird, ist CRP-cAMP. Unter Glukosemangelsituationen steigt die zellulire cAMP-
Konzentration an. cAMP bindet an den TF CRP und reguliert den Katabolithaushalt der
Zelle. Die Aktivititsmodulation eines TF, zu denen auch die Responseregulatoren der
Zweikomponentensysteme gehoren, kann auch durch Phosphorylierung erfolgen. Auf die
Aktivititsmodulation von Responseregulatoren wird noch einmal genauer im Abschnitt
1.3.1.3. eingegangen.

Das cyclische-di-GMP ist bereits 1987 entdeckt worden (Ross et al., 1987) aber dessen
Funktion als sekundérer Botenstoff in Bakterien erlangte erst in den letzten Jahren an Be-
deutung. E.coli besitzt 19 c-di-GMP synthetisierende GGDEF-Proteine (Diguanylatcycla-
sen) und 17 c¢-di-GMP abbauende EAL-Proteine (Phosphodiesterasen). Eine Vielzahl die-
ser Proteine sind durch den Stationdrphasen-Sigmafaktor ¢° reguliert. Uber die Effektoren
ist bislang noch wenig bekannt. Im Fall des Transkriptionsaktivators der Curlifimbrien,
CsgD, iibt c-di-GMP einen positiven Einfluss auf dessen Transkription aus und fordert
damit die Biofilmbildung in E.coli. Die mechanistischen Grundlagen sind bislang jedoch
noch ungeklart (Weber et al., 2006).

Transkriptionsfaktoren konnen als Aktivatoren oder Repressoren in der Zelle fungieren.
Haufig wird ein einziges Gen durch mehrere Transkriptionsfaktoren beeinflusst, die akti-
vierend oder reprimierend an dessen Promotor wirken. Dadurch ist es moglich verschiede-
ne Signale zu integrieren und die Expression eines Gens exakt auf die Bedingungen abge-
stimmt zu regulieren. Die Transkription von csgD wird beispielsweise durch die Transkrip-
tionsfaktoren MIrA und OmpR positiv beeinflusst, wihrend CpxR reprimierend wirkt
(Brown et al., 2001; Vidal et al., 1998; Prigent-Combaret et al., 2001).

Generell interagieren Transkriptionsfaktoren mit der RNA-Polymerase, um diese bei der
Transkription zu unterstiitzen oder zu behindern. Sowohl fiir die Aktivierung, als auch fiir
die Repression sind jeweils drei Mechanismen in der Literatur beschrieben und werden im

Folgenden erldutert. Der erste Mechanismus beschreibt die Klasse I Aktivierung, bei der
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der Aktivator stromaufwirts der -35 Region des Promotors bindet und mit der C-
terminalen Doméne der a-Untereinheit der RNA-Polymerase (aCTD) interagiert. Dadurch
wird die RNA-Polymerase zum Promotor rekrutiert (Ebright, 1993; Busby und Ebright
1999). Die Klasse II Aktivierung, als zweiter Mechanismus, erfolgt durch Bindung des TF
iiberlappend mit der -35 Region des Promotors (Busby und Ebright 1999). Der TF inter-
agiert hier mit der Region 4 der ¢ Untereinheit und teilweise mit der aNTD und rekrutiert
die Polymerase zum Promotor (Dove et al., 2000; Dove et al., 2003). Ein prominentes Bei-
spiel eines TF, der beide Aktivierungsmechanismen nutzen kann ist CRP (Busby und
Ebright 1999). Beim dritten Aktivierungsmechanismus wird durch die Bindung des TF
innerhalb der Spacerregion zwischen der -10 und -35 Region die Konformation der Pro-
motor-DNA so verdndert, dass die Erkennung durch die RNA-Polymerase besser erfolgen
kann (Brown et al., 2003; Sheridan et al., 1998).

Transkriptionsfaktoren, die als Repressoren wirken, binden im Promotorbereich und be-
hindern die Bindung der RNA-Polymerase. Ein Beispiel, bei dem durch die Bindung des
Repressor an den Promotor die Bindung der RNA-Polymerase verhindert wird, ist der Lac
Repressor (Miiller-Hill, 1975). Ein zweiter Mechanismus ist die Ausbildung einer Loop-
Struktur, die durch die Bindung der Repressoren an stromaufwairts und stromabwirts des
Promotors gelegenen Bindestellen zustande kommt (Bsp. GalR) (Choy und Adhya, 1996).
Zusétzlich dazu kann eine Repression auch durch den Anti-Aktivierungsmechanismus er-
reicht werden. Als Beispiel sei hier CytR zu erwéhnen, der als Anti-Aktivator an vielen
Promotoren mit CRP interagiert. Dadurch wird die aktivierende Wirkung von CRP mit der
RNA-Polymerase behindert und resultiert in der Repression (Valentin-Hansen et al.,
1996).

Fiir viele Transkriptionsfaktoren konnten bereits definierte Bindestellen identifiziert wer-
den (Bsp. RcsB-Box — siehe Abschnitt 1.3.2.1.). Einige Transkriptionsfaktoren binden je-
doch sehr unspezifisch und an vielen Orten an die DNA, wie beispielsweise H-NS, das
AT-reiche Regionen bevorzugt (Atlung et al., 1997; Williams et al., 1997).

Abhéngig von externen oder internen Signalen sind Transkriptionsfaktoren in ganzen Netz-
werken innerhalb der Zelle miteinander verschalten. Damit wird eine fein abgestimmte
Regulation aller Gene abhéngig vom jeweiligen Umweltsignal und eine dementsprechende
Anpassung erreicht. Innerhalb der letzten Jahre sind Regulationsnetzwerke intensiv er-
forscht worden, wobei immer neuere Erkenntnisse zur Funktion der einzelnen Module und
Motive erlangt werden konnten. Die Analyse des E.coli Trankriptionsnetzwerkes lieferte

vier immer wiederkehrende Hauptmuster: a) die Autoregulation, b) der Feed-Forward-
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Loop (FFL), c) das Single Input Modul (SIM) und d) das dense overlapping regulon
(DOS). Eine exzellente Ubersicht dazu liefert das Buchkapitel ,,Architecture and Dyna-

mics of Transcriptional Networks* von Bren und Alon (2009).

1.3. Signaltransduktion und Genregulation durch Zweikompo-
nentensysteme als Antwort auf sehr spezielle Umweltbe-

dingungen

1.3.1. Aufbau und Funktionsweise von Zwei-Komponentensystemen
Zweikomponentensysteme sind Signaltransduktionssysteme, die ihren evolutiondren Ur-
sprung in Bakterien haben und durch lateralen Gentransfer auch in Archaen und nichttier-
ischen Eukaryoten existent sind. Sie ermdglichen eine Aufnahme und Weiterleitung exter-
ner Stimuli und rufen eine Antwort auf spezielle Umweltbedingungen hervor. Dadurch ist
es den Organismen moglich auf Umweltverdnderungen zu reagieren und die Genexpress-
ion entsprechend dieser Veriinderungen so anzupassen, dass ein Uberleben moglich ist
(Perraud et al., 1999; Stock und Levit, 2000; West und Stock, 2001).

Ein typisches Zweikomponentensystem besteht aus einer meist membranverankerten Sen-
sorkinase (SK-Histidinkinase) und einem Responseregulator (RR), wobei die Signaltrans-
duktion iiber die Membran via Phosphorylierung der Zwei-Komponentensystemproteine
erfolgt. Sensorkinasen nehmen ein meist externes Signal (z.B. kleine Molekiile oder verén-
derte Membranspannung) wahr, welches dann die Autophosporylierung an einem konser-
vierten Histidinrest zur Folge hat. Nach der Autophosphorylierung erfolgt die Ubertragung
des Phosphatrestes auf den dazugehorigen Responseregulator, dessen Konformations-
zustand dadurch verdndert wird. Die meisten Responseregulatoren sind Transkriptionsfak-
toren (Aktivatoren oder Repressoren), deren C-terminale Doméne ein DNA-Bindemotiv
aufweist und somit eine Interaktion mit der DNA ermdglicht (Stock und Levit, 2000; West
und Stock, 2001; Wolanin et al., 2002). Dieser Histidin-Aspartat Phosphotransfer ermog-
licht dann die spezifische Regulation von Zielgenen.

E.coli besitzt mit 62 eine durchaus moderate Anzahl an Zweikomponentensystemproteinen
(Mizuno, 1997) und nutzt diese unter anderem zur Regulation der Chemotaxis
(CheZ/CheY), der Osmolaritit (PhoP/PhoQ), der Kapselsynthese (RcsC/ResB), des Meta-
bolismus (ArcB/ArcA) und des Kohlenstoffmetabolismus (BarA/UvrY).

In einigen Mykoplasmen sind keine dieser Proteine anzutreffen, wiahrend das Cyanobak-

terium Synechocystis mit 94 mehr als E.coli besitzt (Mizuno, 1997). Generell findet man
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eine hohere Anzahl an Zweikomponentensystemen in frei lebenden Bakterien als in patho-
genen Species. Der Grund hierfiir liegt in der Spezialisierung von Pathogenen an ihren
Wirt und den damit sehr speziellen und immer identischen Umweltbedingungen. In patho-
genen Mikroorganismen spielen Zweikomponentensysteme hauptsiachlich eine Rolle bei
der Vermittlung der Virulenz und der Antibiotikaresistenz (Tomenius et al., 2006, Kato
und Groisman, 2004).

In Pflanzen wie z.B. Arabidopsis thaliana sind Zweikomponentensysteme an der Regulati-
on des Osmostress, des Zellwachstums und der Differenzierung von Bedeutung, wobei
haufig Hormone wie z.B. Cytokinine als Signal der Kinasen dienen (Oka et al., 2002;
Lohrmann und Harter, 2002). Generell werden in eukaryotischen Signalkaskaden andere
Kinase-Klassen (Serin/Threonin und Tyrosin) genutzt (Hanks und Hunter, 1995). Meist
sind die eukaryotischen Zweikomponentensysteme anderen Signalkaskaden (wie z.B.
MAP-Kinase-Weg in Saccharomyces cerevisiae oder zyklischen-Nukleotid-Kaskaden)
vorgeschaltet und 16sen im Gegensatz zu bakteriellen Zweikomponentensystemen nicht
direkt eine spezifische Antwort aus (Maeda et al., 1994; Wurgler-Murphy und Saito, 1997;
West und Stock, 2001).

Die evolutiondre Entwicklung vieler verschiedener Zweikomponentensysteme innerhalb
einer Bakterienspecies ist vermutlich auf den horizontalen Gentransfer und die Abstam-
mungsspezifische Ausbreitung durch Genduplikationen zuriickzufiihren (Alm et al., 2006).
Wihrend der Entwicklung haben sich dann die Spezifititen fiir verschiedene Signale und
die Sensorkinase-Responseregulatorerkennung herausgebildet (Fabret et al., 1999; Hoch
2000; Zhang et al., 2005; Gao et al., 2008; Laub und Goulian, 2007). Bis heute sind die
konkreten Stimuli, die die Sensorkinasen aktivieren, weitestgehend unbekannt.

Auf Grund der Struktur der Sensorkinasen werden zwei Klassen von Zweikomponenten-
systemen voneinander unterschieden. Die klassischen orthodoxen Zweikomponentensys-
teme und die unorthodoxen — Multikomponentensysteme (Phosphorelaysysteme) (Perraud
et al., 1999; Stock und Levit, 2000; West und Stock, 2001). Beide Klassen sind in Bak-
terien anzutreffen, wobei die klassischen Zweikomponentensysteme dabei jedoch dominie-

ren. In Eukaryonten hingegen trifft man vermehrt Phosphorelaysysteme an.

1.3.1.1. Klassische Zweikomponentensysteme
Klassische Zweikomponentensysteme sind gekennzeichnet durch den Besitz von einfach

aufgebauten Sensorkinasen und dem dazugehdrigen Responseregulator.
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Hauptsdchlich sind diese Sensorkinasen in der Zytoplasmamembran lokalisiert, wobei die
N-terminale Sensor- bzw. Inputdoméne in das Periplasma reicht und an das jeweils aufzu-
nehmende Signal angepasst ist. In der Regel sind diese Sensorkinasen iiber zwei Trans-
membranhelices in der Membran verankert (Stock und Levit, 2000). Dennoch gibt es auch
Beispiele, bei denen die Anzahl der Membranhelices nicht auf zwei beschrinkt ist. So be-
sitzen einige Sensorkinasen bis zu acht Transmembranhelices (Bsp.UhpB) und andere wie
z.B. die Stickstoff-regulatorische Kinase NtrB besitzen keinen Membrananker. Diese 16sli-
chen Sensorkinasen werden durch intrazelluldre Signale oder durch die Interaktion mit der
zytoplasmatischen Domine anderer Proteine reguliert (Stock und Levit, 2000).

Uber einen flexiblen Linker (HAMP-Domine = Histidin Kinase, Adenylyl Cyclase, MCP
und Phosphatase) ist die Sensordomdne mit der Transmitterdoméne verbunden (Williams
und Stewart, 1999). Dieser Linker ist ca. 50 Aminosduren lang und spielt eine entschei-
dende Rolle bei der Signalweiterleitung, indem er eine Konformationsdnderung der Sen-
sorkinasemonomere zueinander bewirkt (Tomenius et al., 2005; Hulko et al., 2006).

Die Transmitterdomédne ist ungefdhr 350 Aminosduren lang und enthélt C-terminal die
ATP-bindende katalytische Doméne und die Dimerisierungsdoméne (Khorchid und Ikura,
2006; Stock et al., 2000; West und Stock, 2001; Wolanin et al., 2002). Abhédngig von die-
ser Transmitterdomine kann man 11 verschiedene Sensorkinase-Klassen bilden, die jedoch
alle fiinf Sequenzmotive gemein haben: H, N, G1, F und G2 (Parkinson und Kofoid, 1992).
Innerhalb der Dimerisierungsdoméne ist die so genannte H-Box mit dem konservierten
Histidin als Phosphorylierungssubstrat lokalisiert. Da die Autophosphorylierung in trans
vollzogen wird, die katalytische Doméne eines Monomers also das Histidin im zweiten
Monomer phosphoryliert, spielen bei der Histidin-Kinase-Aktivitidt die Sensor- und die
Dimerisierungsdomine eine entscheidende Rolle (Ninfa et al., 1993; Swanson et al., 1993;
Pan et al., 1993). Im Anschluss daran erfolgt die Ubertragung des Phosphates vom Histidin
auf ein Aspartat im Responseregulator (Weigel et al., 1982). In vielen Féllen besitzt die
Transmitterdoméne nicht nur Autokinaseaktivitit, sondern auch Phosphataseaktivitdt fiir
den Partner-Responseregulator (Carmany et al., 2003; Perego und Hoch, 1996; Zhu et al.,
2000).

Responseregulatoren setzen sich aus zwei Doménen zusammen, der N-terminalen konser-
vierten regulatorischen Doméne (Receiver) und der C-terminalen Outputdomine (Stock
und Levit, 2000). Das konservierte Aspartat befindet sich innerhalb der Receiverdomine
und empfangt das Phosphat von der Sensorkinase. Zusétzlich dazu ist die Receiverdoméne

auch an der Katalyse der Autodephosphorylierung und an der Regulation der Aktivitéit der
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Outputdoméne beteiligt (Perraud et al., 1999; Stock und Levit, 2000; West und Stock,
2001). Wie bei den Transmitterdoménen lassen sich innerhalb der Receiverdomine drei
konservierte Sequenzmotive: D1, D2 und K beschreiben, wobei das konservierte Phosphat-
akzeptierende Aspartat im Motiv D2 anzutreffen ist (Mizuno, 1997). Strukturell dhnelt die
Receiverdoméne einem Fass, das aus fiinf parallelen B-Faltblittern umgeben von fiinf o-
Helices gebildet wird (Stock und Levit, 2000; West und Stock, 2001). Die C-terminale
Outputdoméne der meisten Responseregulatoren ist durch die Féahigkeit an die DNA zu
binden charakterisiert. Strukturell kann diese DNA-bindende Doméne unterschiedlich ges-
taltet sein, z.B. durch ,,winged* Helices (OmpR-Familie), vier Helix-Doméinen (NarL-
Familie) oder zwei Dominen (Helix-turn-Helix Motiv und ATPase-Domine der NtrC-
Familie) (Baikalov et al., 1998; Martinez-Hackert und Stock, 1997; Mizuno und Tanaka,
1997; Pelton et al., 1999). AuBlerdem gibt es auch einige Responseregulatoren, die keine
Outputdoméne besitzen (Bsp. CheY) oder deren Outputdoméne nicht an die DNA bindet
sondern enzymatische Aktivitét besitzt oder andere Proteine binden kann (Bsp. CheB und
RssB) (Stock et al., 1989; Snyder et al., 1984). Die Aktivierung der Responseregulatoren
setzt die Phosphorylierung voraus und resultiert in einer Konformationsédnderung des Pro-
teins (Fabret et al., 1999; Stock et al., 2000). So kann zum Beispiel die Phosphorylierung
des Responseregulators das Losen der Receiverdoméne von der Outputdoméne bewirken,
sodass nunmehr die Outputdoméne frei fiir die Bindung an die DNA vorliegt (Kahn und
Ditta, 1991; Huala et al., 1992; Grimsley et al., 1994). Oder aber die Interaktion mehrerer
Receiverdomédnen miteinander fiihren iiber die Dimerbildung bzw. Oligomerbildung zur
Aktivierung der Outputdoméne (Fiedler und Weiss, 1995; McCleary, 1996; Weiss et al.,
1992; Wyman et al., 1997; Webber und Kadner, 1997). Das Phosphorylierungsereignis
von Responseregulatoren erfolgt nicht nur durch die Partner-Sensorkinase sondern kann in
vitro auch durch Acetylphosphat, Carbamylphosphat, Imidazolphosphat, Benzoylphosphat
oder Phosphoamidat vollzogen werden (Lukat et al., 1992; Mayover et al., 1999). Dabei ist
hauptsdchlich dem Acetylphosphat eine physiologische Relevanz zuzusprechen. Es kann
als Stoffwechselintermediat auf zwei verschiedenen Wegen in der Zelle gebildet werden
(aus Acetat und aus Acetyl-Co). Zahlreiche in vivo Studien haben auBlerdem gezeigt, dass
eine Korrelation zwischen dem Acetyl-Phosphatpool in der Zelle und der Aktivierung von
Zweikomponentensystem-Zielgenen besteht (zusammengefasst in Wolfe, 2005; Klein et
al., 2007). Eine besondere Rolle spielt Acetylphosphat bei der Regulation der Flagellen-
synthese und der Kapselsynthese iiber das RcsC/D/B-Phosphorelaysystem (Fredericks et

al., 2006). Unter ganz bestimmten Bedingungen kann die Phosphorylierung eines Respon-



Einleitung 11

seregulators auch durch eine Nicht-Partnersensorkinase erfolgen (Groban et al., 2009; Mi-
ka et al., 2005). Als Nicht-Partner wird die Komponente bezeichnet (kann Sensorkinase
oder Responsregulator sein), die nicht denselben regulatorischen / phinotypischen Output
liefert wie es die eigentliche Partnerkomponente tun wiirde.

Eine Dephosphorylierung des Responseregulators kann beispielsweise durch die zugehori-
ge bifunktionale Sensorkinase erfolgen, die im unphosphorylierten Zustand als Phosphata-
se wirkt (Alves und Savagenau, 2003). AuBlerdem konnen Responsregulatoren eine intrin-
sische Autophosphataseaktivitit besitzen oder aber sie werden durch eine zusitzliche
Phosphatase reguliert (Blat und Eisenbach 1994, 1996; Perego, 1997; Pena-Sandoval et al.,
2005).

1.3.1.2. Phosphorelay-Zweikomponentensysteme

Phosphorelaysysteme unterscheiden sich von klassischen Zweikomponentensystemen da-
hingehend, dass zusdtzliche Module wie Receiver-Doméanen (D1) oder Hpt-Doménen (H2,
Hpt = Histidin-Phosphotransfer) fiir den Phosphotransfer benutzt werden. In vielen Féllen
ist die Receiverdomédne D1 an die Transmitterdoméne (H1) der Sensorkinase fusioniert.
Die Hpt-Doméne kann als eigenstandige Domine oder der D1-Doméne der Sensorkinase
nachfolgend am Phosphotransfer beteiligt sein (Appleby et al., 1996; Posas et al., 1996;
Takeda et al., 2001). Die Phosphorylierung der D1-Doméne erfolgt wie bei der Receiver-
domine von Responseregulatoren (D2) an einem konservierten Aspartat. Damit besitzt die
DI1-Domine katalytische Aktivitit sowohl fiir den Phosphotransfer von der H1-Doméne als
auch fiir den Phosphotransfer zur H2-Doméne (Georgellis et al., 1997). Hpt-Doménen sind
den Transmitterdomédnen (H1) nicht homolog und prisentieren den Responseregulatoren
den Phosphatrest, ohne katalytisch aktiv zu sein (Tsuzuki et al., 1995). Durch diese zusitz-
lichen Module wird die Phosphorylierung des Responseregulators durch einen seriellen
Mehrfachphosphotransfer (ATP-His-Asp-His-Asp) realisiert (Georgellis et al., 1997; Jour-
lin et al., 1997; Uhl und Miller, 1996). In E.coli sind insgesamt fiinf dieser Hybrid-
Sensorkinasen existent (RcsC, BarA, ArcB, TorR und EvgS). ResC ist dabei die einzige
Kinase, die eine eigenstindige Hpt-Domine (RcsD) bedient. Bei allen anderen Kinasen ist
die Hpt-Doméne mit der D1-Doméne der Sensorkinase gekoppelt (Ishige et al., 1994; Mi-
zuno, 1997). Aufgrund dieser besonderen Struktur der Phosphrelaysysteme werden sie als
potentielle Kandidaten fiir Crossregulation in der Zelle angesehen (Bijlsma und Groisman,
2003). Crossregulation ist definiert als die Phosphorylierung eines Responseregulators

durch ecine Nichtpartner-Sensorkinase mit physiologischer Relevanz in vivo (Wanner,
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1992). Obwohl eine Vielzahl von Sensorkinasen in vitro Nichtpartner-Responseregulatoren
phosphorylieren kdnnen, ist dieses Ereignis in der Zelle nur in Ausnahmeféllen und unter
ganz bestimmten Bedingungen zu beobachten. Damit wird ein ungewollter Crosstalk, der
potentiell schidlich fiir die Zelle sein kann, verhindert (Groban et al., 2009; Siryaporn et
al., 2008; Laub und Goulian, 2007; Mika et al., 2005; Yamamoto et al., 2005).

1.3.1.3. Modulation von Zweikomponentensystemen durch ,,Konnektoren*

Der GroBteil der Responseregulatoren ist erst dann aktiv, wenn deren Phosphorylierung
stattgefunden hat (Hoch 2000; Gao et al., 2007). Jede Bedingung oder jedes Produkt, das
in irgendeiner Form den Phosphorylierungsstatus des Responseregulators steuert, beein-
flusst damit die Fahigkeit des Responseregulators bei der Ausiibung seiner biologischen
Funktion. Deshalb ist der Output von Responseregulatoren nicht nur abhéngig vom spezifi-
schen Signal, das durch die Sensorkinase wahrgenommen und weitergeleitet wird sondern
auch von Genprodukten, die eine Stimulierung oder Inhibierung der Sensorkinase verursa-
chen konnen. Prinzipiell kdnnen solche Produkte an den verschiedenen Schritten, die zur
Phosphorylierung des Responseregulators fithren, wirken. So kdnnen die Autophosphory-
lierung der Sensorkinase, der Phosphotransfer zum Responseregulator, die Dephosphory-
lierung des Responseregulators und die Aktivitit der Outputdomine Ziel der Kontrolle
durch solche Produkte sein. Erst in den letzten Jahren wurden solche Genprodukte, die
zum grofBten Teil kleine Proteine (meist kleiner als 200 Aminosduren) darstellen, nidher
untersucht. Aufgrund der Tatsache, dass diese kleinen Proteine als Antwort auf ein Signal
synthetisiert werden, dass unterschiedlich zu dem Signal des Zweikomponentensystems ist,
welches es beeinflusst, werden sie Konnektoren genannt. Sie kommen membrangebunden
oder frei im Periplasma bzw. Zytoplasma der unterschiedlichen Bakterienspecies vor.

Das erste und bisher am besten untersuchte kleine Protein, das als Konnektor fungiert,
stellt PmrD (engl.: resistance to polymyxin B) in Salmonella typhimurium dar. Es ist im
Zytoplasma lokalisiert, umfasst 85 Aminosduren und vernetzt die Zweikomponentensys-
teme PhoQ/P und PmrB/A miteinander. Das PhoQ/P-System ist bei niedrigen Magnesium-
konzentrationen aktiv und erh6ht die Expression des pmrD-Gens. Das synthetisierte PmrD
Protein bindet dann direkt an den N-Terminus des Responseregulators PmrA und halt die-
sen in seinem phosphorylierten, aktiven Zustand, indem zum einen die intrinsische Au-
tophosphataseaktivitdt von PmrA inhibiert wird und zum anderen die Dephosphorylierung
durch dessen Kinase/Phosphatase PmrB verhindert wird. Als Antwort wird das Operon,

welches die Polymyxin B Resistenz vermittelt, induziert. Hohe Eisenkonzentrationen hin-
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gegen aktivieren das PmrB/A-System, das dann zu einer Hemmung der pmrD-Expression
durch PmrA fiihrt, um moglicherweise eine Akkumulation von aktiviertem Responseregu-
lator PmrA zu verhindern (Kato und Groisman, 2004). Somit vermitteln zwei Signale
(niedrige Magnesiumkonzentrationen und hohe Eisenkonzentrationen) die Resistenz ge-
geniiber dem Antibiotikum Polymyxin B und sichern ein Uberleben des Bakteriums unter
diesen Umstdnden.

Ein weiteres kleines Protein, das eine Vernetzung von zwei Zweikomponentensystemen
vollzieht, ist B1500. Diese Protein umfasst 65 Aminosduren und durchspannt die Membran
einmal, wobei der N-Terminus in das Zytoplasma und der C-Terminus in das Periplasma
ragt. Es wird abhédngig vom EvgS/EvgA-System induziert, interagiert mit der Sensorkinase
PhoQ und aktiviert diese. Ob diese Aktivierung das Ergebnis einer Inhibition der Phospha-
taseaktivitdt oder die Aktivierung der Kinaseaktivitdt von PhoQ darstellt ist bislang noch
nicht geklart. Als Antwort wird die Expression von PhoQ/PhoP-abhingigen Genen, zu
denen auch Séaureresistenzgene (GadW/HdeA) zéhlen, aktiviert. Sowohl das EvgS/A-
System, als auch das PhoQ/P-System sind an der Regulation der Sdureresistenz beteiligt.
Durch die Vernetzung dieser beiden Zweikomponentensysteme wird offenbar die Séurere-
sistenz von E.coli bei Eintreffen zwei verschiedener Signale gewihrleistet (Eguchi et al.,
2007).

Ein erst kiirzlich identifiziertes kleines Protein, das ebenfalls als Konnektor zweier Syste-
me fungiert, ist YmgB. YmgB umfasst 88 Aminosduren und vernetzt das YcgF/YcgE-
Signalsystem mit dem RcsC/D/B-Phosphorelaysystem. Unter Bedingungen wie Blaulicht
oder Kilte agiert YcgF als direkter Antagonist zu dem MerR-dhnlichen Regulator YcgE.
Dieser kann dann nicht mehr an die Operator DNA binden und als Konsequenz werden
acht kleine Proteine, zu denen auch YmgB zahlt, induziert. Diese Induktion von YmgB hat
die Ausbildung eines mukoiden Phinotyps zur Folge, der typischerweise iiber das Rcs-
System durch die Aktivierung der Kapselsynthesegene vermittelt wird (Tschowri et al.,
2009). Innerhalb dieser Arbeit wurde der Einfluss von YmgB auf die Komponenten des

Res-Systems niher untersucht und ist im Ergebnisteil 3 dargestellt.

1.3.2. Phosphorelaysysteme und ihre Funktion in E.coli

E.coli besitzt insgesamt fiinf Phosphorelaysysteme (ArcB/ArcA, EvgA/EvgS, TorS/TorR,
BarA/UvrY und RcsC/D/B), die abhingig von den eintreffenden Umweltsignalen spezi-
fische Antworten in der Zelle auslosen. Im Folgenden werden die drei Systeme RcsC/D/B,

BarA-/UvrY und ArcB/ArcA sowie deren Funktionen genauer erldutert.
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1.3.2.1. Das RcsC/D/B-System und Biofilmregulation

Das Rcs-Phosphorelaysystem setzt sich aus der Sensorkinase ResC, dem Hpt-Protein ResD
(frither YojN) und dem Responseregulator ResB zusammen. In E.coli ist es das einzige
Phosphorelaysystem, das ein eigenstindiges (nicht an die Sensorkinase anfusioniertes)
Hpt-Protein zur Ubertragung des Phosphates benutzt (Takeda et al., 2001). Die Funktion
dieses Phosphorelaysystems ist vielfdltig, so aktiviert es die Kapselsynthesegene, repri-
miert den Masterregulator der Flagellensynthese (flnDC), beeinflusst die Zellteilung (ftsZ),
reguliert die Expression der kleinen RNA RprA und ist im wesentlichen an der Regulation
der Biofilmbildung beteiligt (zusammengefasst in Majdalani und Gottesman, 2005).

Die Sensorkinase RcsC ist iiber zwei Transmembranhelices in der Membran verankert,
besitzt eine periplasmatische Sensordoméne, gefolgt von einer PAS-Doméne, der charakte-
ristischen Transmitterdomédne (H1) und der Receiverdoméne (D1). An Position H479 in
der Transmitterdoméine (H1) ist das konservierte Histidin und an Position 875 in der Re-
ceiverdoméne (D1) ist das konservierte Aspartat lokalisiert (Takeda et al., 2001; Clarke et
al., 2002). Das besondere bei der Phosphatiibertragung innerhalb dieses Phosphorelays ist,
dass von der Receiverdoméne (D1) der Kinase das Phosphat auf das eigenstéindiges Hpt-
Protein RcsD tibertrigt. ResD ist ebenfalls tiber zwei Transmembranhelices in der Memb-
ran verankert, besitzt N-terminal eine periplasmatische Domédne und C-terminal die Hpt
(H2)-Doméne. Der Responseregulator RcsB besitzt N-terminal die typische Receiverdo-
mine (D2) mit dem konservierten Aspartat an Position 56. Der C-Terminus von RcsB ist
gekennzeichnet durch das Helix-turn-Helix Motiv zur Bindung an die DNA, welches in die
LuxR-Familie einzuordnen ist (Stout und Gottesman, 1990). Nach der Aktivierung des
Responseregulators ResB durch das Phosphorylierungsereignis kann dieser eigenstindig
oder zusammen mit dem zusétzlichen Faktor RecsA die Genexpression steuern. Dieser Ko-
faktor RcsA ist ebenfalls in der Lage durch eine Helix-turn-Helix Doméane (LuxR-Familie)
spezifisch an die DNA zu binden. Untersuchungen einiger Zielgene von RcsB oder
RcsB/ResA haben gezeigt, dass je nachdem, ob RcsB alleine oder zusammen mit RcsA
reguliert, unterschiedliche Bereiche innerhalb des Promotors als Bindestelle benutzt wer-
den. Die Expression der kleinen RNA RprA wird beispielsweise nur durch RcsB aktiviert,
wobei die Bindestelle in der Ndhe der -35 Promotorregion (ausgehend vom Transkripti-
onsstart) lokalisiert ist (Majdalani et al., 2002). Die positive Regulation der Kapselsynthe-
segene (Cps) hingegen ist abhidngig von RcsB und dem Kofaktor ResA, die zusammen an
Position -98 bis -112 (ausgehend vom Transkriptionsstart) innerhalb des Promotorberei-

ches binden (Pristovsek et al., 2003). Uber die Art und Weise, wie RcsB bzw. ResB/RcsA
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die Transkription seiner Zielgene aktiviert ist bislang nichts bekannt und auch das tatsich-
lich aktivierende Signal fiir die Sensorkinase konnte noch nicht identifiziert werden. Die
meisten phinotypischen Ausprigungen wurden mit Hilfe von Mutanten oder durch Uber-
produktion bestimmter Proteine erzielt. Dabei konnten eine Reihe von Proteinen identifi-
ziert werden, die bei der Aktivitdtsregulation von RcsC eine wesentliche Rolle spielen. So
fiihren zum Beispiel die Uberproduktion des DnaJ-&hnlichen Proteins (DjlA) zur Aktivie-
rung der Sensorkinase und Mutationen in den Genen rfaG (kodiert fiir ein Enzym der Li-
popolysaccharidcoresynthese), mdo (periplasmatisches, Membran-Oligosaccharid), pgsA
(Phosphatidylglycerinsynthese) und surA (Peptidyl Propyl Isomerase) zur Inaktivierung
(Shiba et al., 2004; Rouviere und Gross, 1996; Ebel et al., 1997; Clarke et al., 1997; Kel-
ley und Georgopoulos, 1997; Parker et al., 1992). Ein weiteres, an der Signalweiterleitung
beteiligtes Protein, ist das in der Aulenmembran lokalisierte Lipoprotein ResF (Castanie-
Cornet et al., 2006). Damit nehmen Membranverdnderungen einen entscheidenden Ein-
fluss auf die Aktivierung des Rcs-Systems. Zusétzlich dazu fithren auch Bedingungen wie
hohe Osmolarititen und das Wachstum auf einer feuchten Oberfldche zur Aktivierung des
Rcs-Phosphorelaysystems (zusammengefasst in Majdalani und Gottesman, 2005). Von
besonderer Bedeutung ist das Rcs-System bei der Biofilmbildung. Erste Hinweise dafiir
lieferten Mutanten in den Genen fiir die Kapselsynthese, die nicht mehr in der Lage waren,
die typische dreidimensionale Biofilmstruktur auszubilden (Danese et al., 2000). Dieser
Defekt in der Biofilmbildung wurde spéter auch mit einer rcsC loss of funktion — Mutante
beobachtet (Ferrieres und Clarke, 2003). Der zusétzliche Befund, dass die Flagellensynthe-
se durch das Rcs-Phosphorelaysystem reprimiert wird (Francez-Charlot et al., 2003), deu-
tet auf eine Rolle dieses Systems bei der Reifung eines Biofilms, nachdem also die Anhef-
tung an eine Oberfldche schon abgeschlossen ist. Welche Rolle und iiber welchen Mecha-
nismus das Rcs-System die Synthese der Curlifimbrien beeinflusst, die essentiell fiir die
Anheftung an Oberfldchen sind, wurde innerhalb dieser Arbeit intensiv untersucht und im

Ergebnisteil 2 dargestellt.
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Abbildung I1: Schematische Darstellung der Komponenten des Rcs-Phosphorelaysystems (aus Majda-
lani und Gottesman, 2005)
Erlauterungen siehe Text

1.3.2.2. Das BarA/UvrY-System und das Csr-System bei der Biofilmregulation

Ein durchaus global agierendes Phosphorelaysystem ist das BarA/UvrY-System. Das tat-
sachliche Signal fiir die Sensorkinase BarA ist bislang unbekannt, dennoch konnte mit ver-
schiedenen Methoden ein Einfluss des BarA/UvrY-Systems auf den Kohlenstoffmetabo-
lismus, Eisenmetabolismus, die Zellteilung und die Flagellen- und Pilisynthese festgestellt
werden (Sahu et al., 2003; Pernestig et al., 2003). Die Sensorkinase BarA (engl.: bacterial
adaptive response gene A) ist eine typische Hybridsensorkinase, die nach ihrer Au-
tophophosphorylierung iiber einen seriellen Phosphotransfer das Phosphat auf den zugeho-
rigen Responseregulator UvrY, der der FixJ Familie angehort, iibertragt (Nagasawa et al.,
1992; Pernestig et al., 2001). Das uvrY-Gen wird mit dem uvrC-Gen, das fiir ein DNA Re-
paraturenzym kodiert, kotranskribiert. Dennoch spielt UvrY keine Rolle bei der Reparatur
von DNA-Schédden, die durch UV-Licht verursacht werden (Moolenaar et al., 1987). Die
Transkription von uvrY ist abhingig von SdiA. SdiA ist der LuxR Familie angehorig, die
durch eine Doméne fiir die Bindung von N-Acetyl-Homoserinlaktonen (AHL) und eine
DNA-bindende Domiéne charakterisiert ist (Stevens und Greenberg, 1999). Fiir E.coli und
auch Salmonella ist jedoch nicht bekannt, dass sie N-Acetyl-Homoserinlaktone synthetisie-

ren konnen. Innerhalb ihres Genoms konnten zudem keine Gene, die fiir AHL-Synthasen
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kodieren, ausfindig gemacht werden. Trotzdem scheint das Protein SdiA in Salmonella
enterica als Rezeptor fir AHL, die von anderen Species gebildet werden, zu fungieren
(Michael et al., 2001). Dies konnte auch auf E.coli zutreffen.

Das BarA/UvrY-System ist Homolog zum GacS/GacA-System in Pseudomonas,
VarS/VarA in Vibrio, ExpS/ExpA in Erwinia und BarA/SirA in Salmonella, wo es haupt-
sdchlich an der Regulation von Virulenzmechanismen beteiligt ist (Heeb und Haas, 2001;
Ahmer et al., 1999). Es agiert global und zeigt einen Einfluss auf den Kohlenstoffmetabo-
lismus (beim Wechsel von glykolytischen zu glukoneogenen Kohlenstoffquellen), die Mo-
tilitit (negativ), die Biofilmbildung (positiv) und vermittelt die Virulenz in uropathogenen
E.coli Stimmen (Pernestig et al., 2003; Tomenius et al., 2006; Teplitski et al., 2003). Ei-
nige dieser Einfliisse (wie z.B. Herunterregulation der Motilitdt, Aktivierung der Biofilm-
bildung und der Einfluss auf den Kohlenstoffmetabolismus) werden nicht direkt durch das
BarA/UvrY-System vermittelt sondern sind die Folge der Regulation von Komponenten
des Csr (engl.: carbon storage regulator) — Systems durch das BarA/UvrY-System. In
E.coli aktiviert das BarA/UvrY-System die Expression der kleinen RNAs CsrB und CsrC
(Suzuki et al., 2002; Weilbacher et al., 2003). Sie sequestrieren den globalen Regulator
CsrA, ein RNA-bindendes Protein, das posttranskriptional die Prozesse des Kohlenstoff-
metabolismus, der Motilitdt und der Biofilmbildung kontrolliert (Romeo, 1998; Wei et al.,
2001; Baker et al., 2002; Wang et al., 2005; Jonas et al., 2008; und zusammengefasst in
Babitzke und Romeo, 2007).

1.3.2.3. Das ArcB/ArcA-System und die generelle Stressantwort

Das Kiirzel Arc steht im Englischen fiir Aerobic Respiration Control und beschreibt bereits
die Funktion dieses Systems ArcB/ArcA, das mit der Wahrnehmung der Redoxbedingun-
gen wihrend des Wachstums die Umprogrammierung des Stoffwechsels von aerobem zu
anaerobem Metabolismus reguliert (Lynch und Lin, 1996a). Die Sensorkinase ArcB ist
eine typische Hybridsensorkinase mit Inputdoméne, Transmitterdomine (H1), Receiver-
doméne (D1) und Hpt-Doméne (H2) (Iuchi et al., 1990). Innerhalb der Linker-Doméne
sind eine PAS-Doméne und ein Leucin-Zipper-Motiv vorhanden, wobei die PAS-Domine
in die Wahrnehmung von Sauerstoff, des Redoxpotentials und von Licht beteiligt ist (Tay-
lor und Zhulin, 1999; Georgellis et al., 1998). Das Arc-System ist eines der wenigen Sys-
teme, bei denen das direkte Signal fiir die Sensorkinase bekannt ist. So konnte gezeigt
werden, dass oxidierte Quinone (Ubiquinone und Menadion) das direkte Signal fiir ArcB

darstellen (Georgellis et al., 2001). In Anwesenheit oxidierter Quinone erfolgt die Oxidie-
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rung von Cysteinresten in der Linkerregion von ArcB, die dann zur Ausbildung von Disul-
fidbriicken zwischen zwei ArcB-Monomeren fiihren und in der Inhibition der Kinase resul-
tieren. Fiir anaerobe Bedingungen postuliert man das Vorhandensein von reduzierten Qui-
nonen, die kein Signal fiir ArcB darstellen, deshalb ArcB also aktiviert vorliegt (Malpica et
al., 2004). Zusitzlich kann die Autophosphorylierbarkeit von verschiedenen anaeroben
Metaboliten wie D-Laktat, Pyruvat und Acetat stimuliert werden (Georgellis et al., 1999).
Die Autophosphorylierungsreaktion lduft am His292 der Transmitterdoméne ab. Von dort
erfolgt der serielle Phosphotransfer auf das Aspartat576 der Receiverdomine (D1), dann
auf das Histidin717 der Hpt-Doméne (H2) und letztendlich auf das Aspartat54 im Respon-
seregulator ArcA (Georgellis et al., 1997; Ishige et al., 1994; Tuchi, 1993; Tsuzuki et al.,
1995). Ein reverser Phosphorelay fiihrt unter oxidierenden Bedingungen zur Dephosphory-
lierung von ArcA (Pena-Sandoval et al., 2005). ArcA selbst ist ein transkriptioneller Regu-
lator, der durch ein Helix-turn-Helix Motiv zur Bindung an die DNA befdhigt ist (Iuchi
und Lin, 1988). Im inaktiven (unphosphorylierten) Zustand liegt ArcA als Dimer vor. Nach
der Phosphorylierung ist ArcA aktiv, bildet Oktamere aus (Jeon et al., 2001) und ist in der
Lage Gene oder ganze Operone in ihrer Expression zu regulieren. Dazu zdhlen zum Bei-
spiel Enzyme, die unter aecroben Bedingungen im TCA-Zyklus aktiv sind (Bsp. sdh-
Operon), fettsdureabbauende Enzyme, Flavoprotein-Dehydrogenasen und Ubiquinonoxi-
dasen (zusammengefasst in Malpica et al., 2005). Eine weitere Funktion des Arc-Systems
ist die Regulation der generellen Stressantwort in E.coli, die auf zwei verschiedenen Me-
chanismen beruht. Zum einen reprimiert das Arc-System die Expression des Stationdrpha-

sen-Sigmafaktors o>

auf transkriptionaler Ebene und zum anderen ist die Sensorkinase
ArcB in der Lage den ,,orphanen* Responseregulator RssB zu phosphorylieren, der dann in
seinem aktiven Zustand den Stationirphasen-Sigmafaktors ¢° bindet und der ClpX-
Protease zum Abbau zufiihrt (Mika et al., 2005). Damit koordiniert das Arc-System die

Synthese und den Abbau von c°.

1.4. Neue Regulationsmechanismen durch kleine RNAs

Die Erforschung kleiner RNAs (small RNAs) - auch nicht kodierende RNAs genannt - in
Bakterien ist in den letzten Jahren immer mehr in das wissenschaftliche Interesse gertickt.
Lange Zeit blieben kleine RNAs unerkannt, denn durch ihre geringe Grof3e sind sie nicht
so oft von Mutationsereignissen betroffen. Wenn dann doch eine Mutation innerhalb einer
kleinen RNA stattfand, resultierte das meist nicht in einem ausgepragten Phanotyp. Inner-

halb der letzten Jahre wurden jedoch vermehrt neue Methoden zur Identifizierung und zur
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Funktionsaufklarung kleiner RNAs etabliert. Viele Arbeitsgruppen beschéftigten sich in-
tensiv mit der Computer-basierten Suche nach neuen RNAs (zusammengefasst in Livny
und Waldor, 2007). Weitere Methoden wie Mikroarrays und ,,deep“-Sequenzierungen
brachten zusétzlich eine groBe Anzahl von kleinen RNA-Kandidaten ans Tageslicht (Sittka
et al., 2008; Landt et al., 2008). In E.coli wurden bislang die meisten kleinen RNAs identi-
fiziert.

Die erste identifizierte kleine RNA iiberhaupt war MicF im Jahre 1984, wobei deren Funk-
tion der Translationsinhibition der ompF-mRNA erst im Jahre 1993 aufgekléart wurde (Mi-
zuno et al., 1984).

Prinzipiell kann man in cis und in trans kodierte kleine RNAs voneinander unterscheiden.
In cis kodierte RNAs sind auf dem gegeniiberliegenden Strang der zu regulierenden
mRNA lokalisiert und basenpaaren in der Regel mit dem gesamten Bereich der Ziel-
mRNA. Sie sind zwischen 50 — 350 Nukleotide lang, besitzen nur ein einziges Zielgen und
sind hauptsdchlich a) an der Kontrolle der Replikation, Stabilitdt und Konjugation von
Plasmiden und b) der Transposition von Transposons beteiligt. Zusétzlich dazu konnen
chromosomal cis-kodierte RNAs den Stoffwechsel, die Stressantwort und die Killertoxin-
bildung regulieren. Als ein Beispiel fiir die Sdurestressantwort sei hier die kleine RNA
GadY erwihnt, die nach Bindung an die gadXW-mRNA zur Prozessierung fiihrt, die die
gadX-mRNA stabilisiert (Brantl, 2007; Opdyke et al., 2004; Tramonti et al., 2008).

In trans kodierte kleine RNAs sind ca. 50-250 Nukleotide lang. Sie sind an einer anderen
Stelle im Genom als ihr Zielgen kodiert und zeigen nur kurze, unvollstdndige Komplemen-
taritit zur Ziel-mRNA. Aus diesem Grund konnen in trans kodierte RNAs mehrere Zielge-
ne besitzen.

In der Regel nehmen kleine RNAs einen Einfluss auf die Translationseffizienz oder mRNA
Stabilitit, indem sie mit der Ziel-mRNA basenpaaren, die Shine-Dalgarno-Sequenz mas-
kieren oder durch Verdanderung der mRNA-Sekundérstruktur diese fiir die Ribosomen zu-
ginglich machen. Viele kleine RNAs rekrutieren nach ihrer Bindung an die Ziel-mRNA
RNasen, um den Abbau der mRNA zu vollziehen (Masse et al., 2003; Moll et al., 2003).
Eine entscheidende Rolle bei der Aktivititsregulation kleiner RNAs spielt das RNA-
Chaperon Hfq. Es bindet bevorzugt an AU-reiche Regionen der kleinen RNAs, stabilisiert
diese und unterstiitzt die Bindung an die Ziel-mRNA (zusammengefasst in Gottesman,
2005).

Kleine RNAs selbst werden abhingig vom Signalinput auf Syntheseebene reguliert. Die

kleine RNA-RprA, die innerhalb dieser Arbeit im Speziellen untersucht wurde, ist abhén-



Einleitung 20

gig von dem RcsC/D/B-Phosphorelaysystem (Majdalani et al., 2002). Andere kleine regu-
latorische RNAs wie zum Beispiel MicA und RybB sind dem c"-Regulon angehérig und
werden demnach bei extrazytoplasmatischem Stress induziert (Johansen et al., 2006; U-
dekwu et al., 2005). Nach der Synthese werden kleine RNAs hdufig prozessiert, wobei

bisher wenig tliber die Aktivitdt der dabei entstehenden Fragmente bekannt ist.

Die einfachsten bakteriellen regulatorischen Elemente sind Sequenzen am 5° Ende von
mRNAs. Sie konnen verschiedene Konformationen als Antwort auf unterschiedliche Um-
weltsignale (wie zum Beispiel verdnderte Temperaturen oder kleine Molekiile-Liganden)
annehmen und werden als Riboswitches bezeichnet. RNA-Thermometer als ein Beispiel
stellen komplexe Stem-Loop Strukturen dar, die die Shine-Dalgarno-Sequenz maskieren.
Erst bei hoheren Temperaturen schmelzen diese Strukturen auf und ermdglichen den Ribo-

somen Zugang (Narberhaus et al., 2006).

1.4.1. Funktionsweise von kleinen regulatorischen RNAs
a) Modulierung der Proteinaktivitat
Kleine RNAs, die an Proteine binden und diese in ihrer Aktivitdt modulieren sind bei-

spielsweise CsrB, CsrC, 6S und GImY (Abb.III).
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Abbildung 111: Ubersicht kleiner RNAs, die an Proteine binden und deren Aktivitat beeinflussen (aus
Waters und Storz, 2009)

Im Folgenden wird der Einfluss der kleinen RNAs CsrB und CsrC néher erldutert. Beide
RNAs binden mit ihren mehrfach vorhandenen GGA-Bindestellen an das Regulatorprotein
CsrA und modulieren damit dessen Aktivitdt. CsrA (engl.: carbon storage regulator) selbst

bindet als Dimer an GGA-Motive innerhalb der 5° UTR seiner Ziel-mRNAs und bt
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posttranskriptional einen Einfluss auf deren Stabilitit und/oder Translation aus. Durch
CsrA werden zum Beispiel die Biofilmbildung, die Motilitit und der Kohlenstoffmetabo-
lismus reguliert (zusammengefasst in Babitzke und Romeo, 2007). Die Transkription der
csrB und csrC Gene wird durch das BarA-UvrY-Zweikomponentensystem aktiviert (Suzu-
ki et al., 2002; Gudapaty et al., 2001). Zusétzlich dazu werden CsrB und CsrC durch ein
weiteres RNA-bindendes Protein CsrD (YhdA) in ihrer Stabilitit beeinflusst. CsrD rekru-
tiert RNaseE fiir den Abbau dieser beiden kleinen RNAs (Jonas et al., 2006; Suzuki et al.,
2006). In Anwesenheit der kleinen RNAs CsrB und CsrC binden diese an das CsrA Regu-
latorprotein, sequestrieren es, sodass CsrA keinen regulatorischen Einfluss mehr an den
entsprechenden Ziel-mRNAs ausiiben kann.

b) Regulation der mRNA Stabilitat

Eine weitere wichtige Funktion kleiner RNAs in der Zelle ist die Destabilisierung von
mRNAs. Héufig fiihrt die Bindung einer kleinen RNA zum schnellen Abbau der Ziel-
mRNA. GroBtenteils wird dieser gezielte Abbau durch die Endonuklease RNase E bewerk-
stelligt, die bevorzugt AU-reiche einzelstringige Sequenzen schneidet. Der weitere voll-
stindige Abbau erfolgt durch Exonukleasen (zusammengefasst in Kennell, 2002). Der Me-
chanismus des mRNA-Abbaus, der iiber kleine RNAs gesteuert wird, ist noch nicht ein-
deutig geklart. Dennoch gibt es Vermutungen, die zum einen darauf basieren, dass durch
die verhinderte Ribosomenbindung Erkennungssequenzen fiir RNase E freigelegt werden
und dadurch einen Abbau ermoéglichen (Deana und Belasco, 2005). Zum anderen wird
spekuliert, dass durch die Bindung der kleinen RNA an die Ziel-mRNA deren Sekundér-
struktur derart verdndert wird, dass die RNase E stimuliert wird. Untersuchungen haben
gezeigt, dass sich die AU-reichen Regionen, die RNase E als Erkennungssequenz nutzt,
haufig in der Ndhe von stabilen Haarnadelschleifen befinden (Ehretsmann et al., 1992;
Coburn et al., 1999). Damit konnten auch Sekundéarstrukturen eine Rolle bei der Erken-
nung durch RNase E spielen. Eine weitere Moglichkeit wére, dass das RNA-Chaperon Hfq
in den Abbau involviert ist. Hfq und RNase E nutzten dhnliche Erkennungssequenzen und
sind in der Lage direkt miteinander zu interagieren, was vermuten lésst, dass Hfq bei der
Erkennung und dem anschlieBenden Abbau durch RNase E behilflich ist.

Ein besonders gut untersuchtes Beispiel stellt die kleine RNA RyhB, die zusammen mit
ihrer Ziel-mRNA durch RNase E sehr schnell abgebaut wird (Masse et al., 2003)

¢) Regulation der Translation

Der wichtigste Mechanismus kleiner regulatorischer RNAs ist die Translationsinhibition

der entsprechenden Ziel-mRNA. Diese Translationsinhibition kann durch die direkte Blo-
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ckierung der Ribosomenbindestelle (RBS), der Blockierung einer Ribosomen standby site
oder der Induktion von Strukturverdnderungen stromabwiérts der RBS, die fiir eine effi-
ziente Translation erforderlich ist, erfolgen. Haufig -aber nicht immer- ist die Translation-
sinhibierung von den oben erwdhnten Abbauereignissen begleitet. Einige kleine RNAs
konnen aber auch die Translation aktivieren. Dies wird im Fall der Translationskontrolle
der rpoSmRNA durch die kleinen RNAs DsrA und RprA vermittelt. Zusétzlich dazu hat
die Bindung der kleinen RNA OxyS an die rpoSmRNA eine Translationsinhibierung zur
Folge. Bedingungen wie hohe Osmolaritdt, niedriger pH-Wert, niedrige Temperaturen und
eine hohe Zelldichte filhren zur erhdhten Translation von rpoS (Hengge-Aronis, 2002b).
Oxidativer Stress hingegen verringert die Translation von rpoS (sieche auch Abschnitt
1.4.2).

d) Regulation durch Transkriptionstermination

Der Regulationsmechanismus der Transkriptionstermination ist bislang nur fiir in cis-
kodierte kleine RNAs beschrieben worden. Ein Beispiel dafiir stellt die Plasmidreplika-
tionskontrolle des Streptokokkenplasmid pIP501 dar. Die Replikation des Plasmides wird
dabei durch das geschwindigkeitslimitierende Initiatorprotein RepR reguliert. Die konstitu-
tiv exprimierte in cis-kodierte RNA RNAIII bindet komplementdr zu einem Teil der
untranslatierten Region der repR-mRNA, was eine Konformationsidnderung zur Folge hat
und zu einem vorzeitigen Abbruch der Transkription vom repR Promotor fiihrt (Brantl und

Wagner 1994; Brantl, 2007).
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Abbildung 1V: Schematische Darstellung der Funktionsweisen kleiner RNAs A) fiir in cis-kodierte
RNAs und B) fiir in trans-kodierte RNAs (aus Waters und Storz, 2009)
Erlauterungen siehe Text

1.4.2. Funktion der kleinen RNA RprA in E.coli

Die Abkiirzung RprA steht fiir RpoS regulatorische RNA. RprA ist eine in trans kodierte
105 Nukleotide groe RNA und bei 38 min auf dem E.coli Chromosom lokalisiert (Arga-
man et al., 2001). Nachdem man die RNA DsrA mit aktivierendem Einfluss auf die RpoS-
Translation identifiziert hatte, suchte man mit Hilfe einer Multikopien Bibliothek von
E.coli DNA Fragmenten nach weiteren Faktoren, die in Abwesenheit von DsrA ebenfalls
einen aktivierenden Einfluss auf die RpoS-Translation ausiibten. Dabei fand man die kleine
RNA RprA (Majdalani et al., 2001). Weitere Untersuchungen zeigten, dass RprA das
RNA-Chaperon Hfq bindet und fiir seine Aktivitdt benotigt (Wassarman et al., 2001; Maj-
dalani et al., 2002; Updegrove et al., 2008). Die Synthese von RprA ist abhidngig vom
RcsC/D/B-Phosphorelay-system, wobei der Responseregulator RcsB in seinem aktiven
Zustand die Transkription von rprA stimuliert (Majdalani et al., 2002). Zusétzlich dazu
konnte gezeigt werden, dass die Uberproduktion des Transkriptionsfaktors LrhA einen
reprimierenden Einfluss auf die rprA-Expression ausiibt (Peterson et al., 2006). Die RprA
Mengen in der Zelle steigen mit Zunahme der Zelldichte an und sind besonders hoch in der

stationdren Phase (Argaman et al., 2001; Wassarman et al., 2001; Majdalani et al., 2002).
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Seine Halbwertszeit betrdgt in der logarithmischen Phase zwischen 7-8 min (Majdalani et
al., 2002).

Zu Beginn dieser Arbeit war der Stationdrphasen-Sigmafaktor rpoS als einziges Zielgen
von RprA bekannt. Dabei kontrolliert RprA die Translation von rpoS. Die Translationsef-
fizienz von rpoS steigt bei hoher Osmolaritdt, niedrigem pH-Wert, niedriger Temperatur
und hoher Zelldichte (Hengge-Aronis, 2002b). Dieser Anstieg ist abhidngig von Hfq
(Muffler et al., 1996b) und einer regulatorischen Sequenz, die sich stromaufwirts des rpoS
Startkodons befindet. Unter uninduzierten Bedingungen sorgt diese Sequenz fiir die Aus-
bildung einer stabilen Haarnadelschleifenstruktur der rpoS-mRNA, wobei die Shine-
Dalgarno-Sequenz durch Basenpaarung maskiert wird (Brown und Elliott, 1997). Die bei-
den kleinen RNAs DsrA und RprA wurden als Aktivatoren der rpoS-Translation identifi-
ziert (Sledjeski et al., 1996; Majdalani et al., 2001), indem sie an die stromaufwarts gele-
gene Sequenz binden und damit diese Haarnadelstruktur auflosen (Majdalani et al., 1998;
Majdalani et al., 2001). Obwohl RprA wihrend Osmoschockbedingungen nicht signifikant
induziert wird, ist es teilweise an der Aktivierung der rpoS-Translation unter diesen Bedin-
gungen beteiligt. Oxidativer Stress flihrt zur Induktion der kleinen RNA OxyS, die aber im
Gegensatz zu DsrA und RprA die rpoS- Translation nach einem noch nicht geklarten Me-
chanismus inhibiert (Zhang et al., 1998).

Die tatsdchliche Struktur von RprA ist bislang nicht bekannt. Vorhersagen zeigen, dass
RprA moglicherweise vier unterschiedlich groBe stem loops ausbildet (sieche Abb. V).
Northernblotanalysen zeigten des weiteren, dass RprA prozessiert wird (Argaman et al.
2001).

Innerhalb dieser Arbeit konnte csgD als ein weiteres direktes Zielgen von RprA identifi-
ziert werden. Zusétzlich dazu scheinen auch weitere Gene durch RprA reguliert (sieche Er-

gebnisteil 2).
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Abbildung V: vorhergesagte RprA-Struktur (Mfold-Quickfold Zuker et al., 2003)

1.5. Biofilmbildung von Mikroorganismen

Abhingig von den aktuell vorherrschenden Umweltbedingungen sind Bakterien in der La-
ge zwischen verschiedenen ,,Lebensformen® zu wechseln. So konnen sie je nach Umwelt-
einfluss zwischen dem motilen einzelligen Stadium (planktonische Lebensweise) und dem
multizelluldren Stadium (sesshafte Lebensweise) wechseln. Bei Biofilmen handelt es sich
um eine mikrobielle Lebensgemeinschaft, die an einer Oberfliche adhériert ist und von
einer extrazelluliren Matrix umgeben und geformt wird. Dabei konnen Bakterien einer
Species oder Bakterien verschiedener Species einen Biofilm ausbilden. Eine Induktion der
Biofilmbildung geht haufig mit Nahrstoffmangelbedingungen einher (Gerstel und Rom-
ling, 2001). Ebenso beeinflussen die Temperatur, die Osmolaritdt, eine hohe Zelldichte
(O'Toole et al., 2000) oder Signalmolekiile wie N-Acetylhomoserinlaktone (Davies et al.,
1998; Stanley und Lazazzera, 2004) und Autoinducer-2 die Biofilmenentwicklung (Gonza-
lez Barrios et al., 2006; Waters et al., 2008). Von besonderer Bedeutung beim Umschalten
von planktonischer Lebensweise zur sesshaften Lebensweise ist das Signalmolekiil c-di-
GMP (D" Argenio und Miller, 2004; Jenal, 2004; Romling, 2005; Jenal und Malone, 2006;
Mendez-Ortiz et al., 2006). Bakterien in einem Biofilm sind insbesondere vor Stressen und
auch vor Antibiotika, Desinfektionsmitteln und der Immunabwehr besser geschiitzt (Elvers
et al., 2002; Luppens et al., 2002; Maira-Litran et al., 2000; Singh et al., 2002). Die Be-
siedlung von Oberflichen wie z.B. Implantate durch Bakterien stellt deshalb ein groB3es
Problem in der Medizin dar. Zusétzlich dazu sind eine Vielzahl von chronischen Erkran-
kungen auf eine Biofilmbildung zuriickzufiihren (Bsp. Zystische Fibrose).

Die Entwicklung eines Biofilms kann man in insgesamt fiinf Stadien untergliedern: 1) die

reversible Adhision planktonischer Zellen an eine Oberfliche, 2) der Ubergang von rever-
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sibler zu irreversibler Adhésion, 3) das friihe Reifestadium, 4) die Entwicklung von Mik-
rokolonien hin zum reifen Biofilm und 5) die Dispersion von Zellen aus dem Biofilm zu-
riick zur planktonischen Lebensweise (zusammengefasst in van Houdt und Michiels, 2005;
siche Abbildung VI). Alle diese Stadien miissen fein aufeinander abgestimmt durch die
Anderung der globalen Genexpression reguliert werden (zusammengefasst in Prii3 et al.,
20006). Fiir viele Bakterien ist eine Flagellen-vermittelte Motilitit notwendig, um eine Bio-
filmbildung tiberhaupt erst zu ermdglichen (Pratt und Kolter, 1999). Planktonische Bakte-
rienzellen konnen dann mit anderen Bakterienzellen oder aber mit abiotischen oder bioti-
schen Oberfldchen interagieren und bilden so genannte Mikrokolonien. Abhéingig von der
Oberfliche werden fiir die irreversible Adhdsion Typl-Pili oder Curlifimbrien gebildet
(Pratt und Kolter, 1998). Aus diesen Mikrokolonien entsteht dann der ausgereifte Biofilm.
Zwischen den Mikrokolonien befinden sich Wasser gefiillte Kanéle, denen eine Rolle beim
Influx von Nihrstoffen und Efflux von Stoffwechselendprodukten zugesprochen wird
(Costerton et al., 1995; Pratt und Kolter, 1999). Der reife Biofilm ist gekennzeichnet durch
die Bildung einer Kapsel aus Exopolysacchariden wie Cellulose und Kolansidure. Werden
die Bakterien in einem Biofilm nicht mit ausreichend Nihrstoffen versorgt, so sind sie in
der Lage den Biofilm auch wieder zu verlassen. Dafiir produzieren sie Enzyme, die die
Auflosung der Matrix in ihrer unmittelbaren Umgebung auflésen und kehren dann zur
planktonischen Lebensweise zuriick (O'Toole et al., 2000).

Die Biofilmbildung und - inhibition ist intensiv am Modellorganismus E.coli untersucht
worden. Eine Fiille an Untersuchungen (Transkriptomanalysen, phanotypische Untersu-
chungen, in vitro DNA-Bindestudien, Mutantencharakterisierungen usw.) fithrten zu zahl-
reichen Erkenntnissen: die eine Rolle von Stress, der Zell-Zellkommunikation, kleiner
RNAs und eine Rolle von Toxin/Antitoxingenen bei der Biofilmbildung/- inhibierung auf-

zeigten (zusammengefasst in Wood, 2009).
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Abbildung V1: Schematische Darstellung und mikroskopische Aufnahmen der Biofilmstadien von
Pseudomonas (von der Homepage von David Gavies)
Erlauterungen siehe Text

1.5.1. Biofilmbildung in E.coli

Die Biofilmbildung in E.coli folgt den oben erwihnten fiinf Stadien. Uber eine Vielzahl
regulatorischer Komponenten werden diese Stadien, abhéngig von den vorherrschenden
Umweltbedingungen, kontrolliert. Bedingungen wie Néhrstoffmangel, niedere Temperatu-
ren (28°C) und der Ubergang in die stationdire Phase induzieren die Biofilmbildung in
E.coli (Weber et al., 2005; Weber et al., 2006). Zellen, die sich in der exponenticllen
Wachstumsphase befinden, also gute Néhrstoffbedingungen vorfinden, bewegen sich
schwimmend mit Hilfe der dafiir notwendigen Flagellen fort. Die Gene fiir die Synthese
und Funktion des Flagellensystems werden hierarchisch exprimiert und die entsprechenden
Promotoren werden in Abhdngigkeit von ihrer zeitlichen Expression in drei verschiedene
Klassen eingeteilt. An oberster Stelle der flagellaren Kaskade steht das fInDC-Operon, das
in Abhingigkeit regulatorischer Signale (z.B. RcsB/RcsA, CRP-cAMP) exprimiert wird
(Fraser und Hughes, 1999). Die Proteine FIhD und FIhC bilden einen heteromultimeren
Komplex und wirken als Transkriptionsaktivatoren an den - abhingigen Klasse 2 Pro-
motoren. Von diesen Klasse 2 Promotoren werden dann Strukturgene und regulatorische
Gene wie fliA, flgM und fliZ transkribiert (Pesavento et al., 2008). Das fliA Gen kodiert fiir
den flagellaren Sigmafaktor 6**, der fiir die Transkription der Klasse 3 Gene verantwortlich
ist. FlgM stellt den Anti-Sigmafaktor da, der nach dem Aufbau der Haken-Basalkorper-
Struktur durch diese exportiert wird und 6”® nicht mehr in seiner Aktivitit behindert. FliZ

moduliert die Aktivitit des Stationdrphasen-Sigmafaktors ¢° und nimmt damit in der post-



Einleitung 28

exponentiellen Wachstumsphase einen inhibitorischen Einfluss auf die generelle Stress-
antwort und die Curli-Fimbrien Expression (Pesavento et al., 2008).

Flagellen sind jedoch nicht nur fiir die schwimmende Fortbewegung von E.coli notwendig
sondern auch fiir das erste Stadium der Biofilmbildung, der reversiblen Adhédrenz an Ober-
flichen oder anderen Zellen. Dem folgt das zweite Stadium der irreversiblen Adhérenz, das
durch z.B. Nihrstoffmangelsituationen, beim Ubergang in die stationire Phase eingeleitet
wird. E.coli stellt die Synthese der Flagellen ein, wirft vermutlich die vorhandenen Flagel-
len ab und beginnt mit der Synthese der adhésiven Curli-Fimbrien, die iiber den essentiel-
len Regulator CsgD gesteuert wird (in Abschnitt 1.5.2 ndher erldutert).

Im dritten (frithem) Reifestadium bilden sich so genannte Mikrokolonien fiir deren Ent-
wicklung die Curli-Fimbrien essentiell sind. Zwischen diesen Mikrokolonien bilden sich
Wasser gefiillte Kanéle, die eine Rolle bei der Versorgung mit Néhrstoffen spielen (Coster-
ton et al., 1995; Pratt und Kolter, 1999).

Das vierte Stadium des reifen Biofilm ist gekennzeichnet durch die Ausbildung einer kom-
plexen dreidimensionalen Struktur. Diese Struktur wird durch die Bildung weiterer extra-
zelluldrer Matrixkomponenten wie Cellulose, Kolansdure, und PGA (beta-1,6-N-Acetyl-D-
Glukosamin) hervorgerufen. Cellulose ist Hauptbestandteil der Pflanzen, wird aber auch
von vielen Bakterienspezies gebildet. Die Rolle der Cellulose, die Bestandteil der extrazel-
luldren Matrix ist, konnte in der Familie der Enterobakteriaceae (zu denen auch E.coli ge-
hort) noch nicht aufgeklért werden. Derzeitige Untersuchungen liefern keinen Hinweis auf
einen moglichen Einfluss auf die Virulenz von Enterobakterien. In E.coli ist die Cellulose-
synthese liber den Regulator CsgD mit der Curli-Expression verkniipft. Das Exopolysac-
charid PGA vermittelt die Bindung an abiotische Oberfldchen und interzellulire Adhésion
wihrend der Biofilmbildung (Wang et al., 2004). Essentiell fiir den reifen Biofilm ist die
Produktion der Kolansdure, die durch das RcsC/D/B-Phosphorelaysystem vermittelt wird.
Bei der Umschaltung von planktonischer Lebensweise zur sessilen Lebensweise spielen
auch sekundére Botenstoffe wie c-di-GMP und c-AMP eine grof3e Rolle (zusammengefasst
in Priif3 et al., 2006; Pesavento und Hengge, 2009). Zusatzlich dazu ist die zelluldre Kon-
zentration von Acetyl-Phosphat entscheidend fiir die jeweilige Lebensweise von E.coli

(Fredericks et al., 2006).
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1.5.2. CsgD als essentieller transkriptionaler Regulator der adhasiven Curli-
Fimbrien und anderer Biofilmfunktionen

Die zwei divergent zueinander angeordneten Operone cSQDEFG und csgBAC kodieren fiir
die Curlifimbrien-Biosynthese (Romling et al., 1998a). Curli-Fimbrien sind proteindse,
filament6se Oberflachenstrukturen von Bakterien (Olsen et al., 1989), die in der Lage sind
an biotische und abiotische Oberflichen zu binden und damit die Biofilmbildung ermogli-
chen (Romling und Rohde, 1999). Zusitzlich dazu kénnen Curli-Fimbrien auch an Hu-
manproteine w.z.B. Laminin und auch an Cellulose binden (Olsen et al., 1993; Zogaj et al.,
2003). CsgA bildet durch Polymerisation die Curli-Fimbrien. CsgB ist ein Nukleatorpro-
tein und ermoglicht die Verankerung der Curli-Fimbrien in die Aulenmembran. CsgC ist
noch nicht weiter charakterisiert. CsgE und CsgF sind an der Komplexbildung beteiligt.
Das Protein CsgD (engl. curlin subunit gene D) ist essentiell fiir die positive trankriptionale
Regulation des csgBAC-Operons (Hammar et al., 1995; Romling et al., 1998). Neben die-
sen Genen reguliert CsgD auch yaiC, yagS, pepD und glyA (Brombacher et al., 2003;
Chirwa und Herrington, 2003). In Salmonella und E.coli aktiviert CsgD die Transkription
der Gene adrA bzw. yaiC (Romling et al., 2000; Romling, 2002). YaiC in E.coli ist ein
GGDEF-Dominen Protein, das an der Bildung des sekundiren Botenstoffs c-di-GMP be-
teiligt ist. Dariiber iibt es einen positiven Einfluss auf die Cellulosesynthese aus. CsgD
wirkt demzufolge tiber YaiC indirekt aktivierend auf die Cellulosesynthesegene bcsA und
bcsC.

Strukturell ist CsgD der FixJ/LuxR/UhpA-Familie angehorig, die durch eine C-terminale
Domiéne mit einem potentiellen Helix-turn-Helix DNA-Bindemotiv und einer Receiver-
doméne in der N-terminalen Region gekennzeichnet ist (Volz, 1993). Damit ist CsgD den
Responseregulatoren von Zweikomponentensystemen sehr dhnlich, wird aber durch das
Fehlen des Aspartatrestes nicht iiber den Phosphorylierungsstatus in seiner Aktivitét beein-
flusst.

Eine Reihe von Umweltbedingungen wie Temperatur, Ndhrstoffmangel, Osmolaritit, Ei-
senkonzentration und pH-Wert kontrollieren die Curli-Expression (Gerstel und Romling,
2001; Prigent-Combaret et al., 2001; Romling et al., 1998; Romling et al., 2003). Die Ex-
pression von €sgD ist sehr komplex reguliert und wird durch eine Vielzahl von Faktoren
gesteuert (EGS, MIrA, EnvZ/OmpR, CpxA/CpxR, RcsC/D/B, IHF, H-NS, c-di-GMP). Der
Stationdrphasen Sigmafaktor c° steht an oberster Stelle und aktiviert die csgD-Expression
(Olsen et al., 1993). Dabei kann ¢° zum einen direkt am csgD-Promotor aktivieren und

zum anderen kann ¢° indirekt iiber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors MIrA positiv
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wirken (Brown et al., 2001). In vitro Untersuchungen haben fiir die Faktoren OmpR, IHF,
H-NS und CpxR eine Bindung an die csgD-DNA gezeigt (zusammengefasst in Priif3 et al.,
2006). AuBerdem wird die Expression des Transkriptionsregulator CsgD durch GGDEF-
und EAL-Doménen Proteine beeinflusst. So haben Studien von H. Weber gezeigt, dass die
csgD-Transkription in E.coli antagonistisch durch das GGDEF-Doménen Protein YdaM
und das EAL-Doménen Protein YciR kontrolliert wird (Weber et al., 2006). YegE, als ein
weiteres GGDEF/EAL-Dominen Protein, beeinflusst die Curlisynthese positiv und die
Motilitdt negativ iiber die Bildung des sekundiren Botenstoffs c-di-GMP (Pesavento et al.,
2008). Antagonistisch zu YegE wirkt YhjH (EAL-Dominen Protein). YhjH, dessen Ex-
pression vom flagellaren Sigmafaktor FliA abhéngig ist, baut den sekundiren Botenstoffs
c-di-GMP ab und sorgt dafiir, dass der Spiegel niedrig bleibt, so lange Flagellen gebildet
und benoétigt werden (Pesavento et al., 2008). Kiirzliche Studien von N. Sommerfeldt zeig-
ten, dass zwei weitere GGDEF/EAL-Dominen Proteine YhdA und YeaP an der Regulation
der Curli-Fimbrien beteiligt sind. YhdA beispielsweise aktiviert die Expression von ydaM
und csgD. YeaP aktiviert das cSgBAC-Operon (Sommerfeldt et al., 2009).

Der Einfluss des Rcs-Phosphorelaysystems bei der Regulation der Curli-Fimbrien wurde
innerhalb dieser Arbeit intensiv untersucht und ist in Abschnitt 2 des Ergebnisteils ausfiihr-

lich beschrieben.
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Zielsetzung

Besonders wichtige Mechanismen zur Anpassung an widrige und stdndig schwankende Um-
weltbedingungen stellen die Signaltransduktion und Regulation durch Zweikomponentensys-
teme dar. Lange Zeit wurden diese Systeme als in sich geschlossene Systeme betrachtet und
analysiert. Zu Beginn dieser Arbeit gab es erste Hinweise, dass Zweikomponentensysteme
durchaus mit anderen Systemen in einem regulatorischen Netzwerk organisiert sind, somit
multiple Informationen integrieren und letztlich die Expression aller Gene koordinieren. Der
Untersuchungsschwerpunkt innerhalb dieser Arbeit wurde dabei auf die Phosphorelaysyteme
ArcB/ArcA, RcsC/D/B und BarA/UvrY gelegt. Drei Hauptfragestellungen diese Systeme
betreffend waren: 1. Was ist (soweit nicht bekannt) der regulatorische Output dieser Systeme,
2. zeigen sie neuartigen regulatorischen Input und 3. sind sie Uber Crosstalk vernetzt.
Phosphorelaysysteme zeichnen sich durch den Besitz von Hpt-Domaénen aus, die an die Sen-
sorkinase anfusioniert (ArcB, BarA) oder als eigenstandiges Protein (RcsD) vorkommen kon-
nen. Durch diese besondere Architektur sind diese Sensorkinasen in der Lage einen seriellen
Mehrfachphosphotransfer zu vollziehen und deshalb mdglicherweise besser zum Crosstalk
geeignet, als einfach aufgebaute Sensorkinasen.
Ein Teilbereich dieser Arbeit sollte deshalb unter Anwendung des Ansatzes der ,,Globalen
Genetik* Auskunft darlber geben:
1) welche Zweikomponentensysteme maoglicherweise Uber Crosstalk/Crossregulation
miteinander vernetzt sind,
2) welche Gene durch diese Zweikomponenten Phosphorelaysysteme reguliert werden
und
3) in welcher Beziehung diese Phosphorelaysysteme zu dem Stationdrphasen-

Sigmafaktor ¢° und der generellen Stressantwort stehen.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit waren Untersuchungen zur Rolle der patatin-dhnlichen
Phospholipase RssA bei der Kontrolle von ArcB/ArcA/RssB und anderer Zweikomponenten-
systeme. Intensive Voruntersuchungen zeigten, dass RSSA in der Lage ist, das Phospholipid
Phosphatidylglycerin in Lysophosphatidylglycerin (LPG) und freie Fettsduren zu spalten.
Zudem gab es erste Hinweise darauf, dass dieses Spaltungsprodukt LPG in vitro an der Regu-
lation der Sensorkinase ArcB beteiligt ist (Marquardt, Dissertation 2006). Innerhalb dieser
Arbeit sollte deshalb geklart werden:

1) welche Rolle RssA/LPG in vivo ausibt (Mikroarray-basierte Transkriptomanalysen),
2) wie RsSA/LPG auf das ArcB/ArcA/RssB System wirkt,
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3) ob Sensorkinasen anderer Zweikompontensysteme ebenfalls durch RssA/LPG beein-
flusst werden (mittels in vitro Auto-und Transphosphorylierungsexperimenten) und

4) ob auch andere Membrankomponenten wie z.B. Cardiolipin der enzymatischen Aktivi-
tat von RssA unterliegen?

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag bei der intensiven Untersuchung des RcsC/D/B-

Zweikomponenten Phosphorelaysystems und dessen Rolle bei der Biofilmbildung. Nachdem

sich innerhalb dieser Arbeit herausgestellt hatte, dass die Vernetzung des YcgF/YcgE-

Systems mit dem Rcs-System auf der Aktivitatsmodulation von RcsB durch den so genannten

Konnektor YmgB beruht und in der Inhibition der Expression der Curlisynthesegene resultiert

(Tschowri et al., 2009), erharteten sich die Vermutungen, dass das Rcs-System eine Rolle bei

der Biofilmbildung spielt. Zusatzlich dazu gab es weitere Hinweise anderer Arbeitsgruppen,

die eine Rolle des Rcs-Systems bei der Biofilmbildung postulierten (Ferrieres et al., 2003;

Vianney et al., 2005). Dennoch waren die molekularen Mechanismen dieser Regulation vollig

unklar. Daraus ergab sich die Frage, ob mdglicherweise die RcsB-abhdngige kleine RNA

RprA ebenfalls an der Regulation der Curlisynthesegene beteiligt ist. Es war daher von Inte-

resse zu klaren:

1) welche Gene durch RcsB und/oder RprA reguliert werden,

2) auf welcher Ebene RcsB und/oder RprA in die Regulation der Curlisynthese eingreifen
und

3) welcher Mechanismus dieser Regulation zugrunde liegt.

Im Allgemeinen sollte diese Arbeit einen Beitrag zum besseren Verstandnis der Regulation

von Zweikomponentensystemen und ihrer Funktion im global regulatorischen Netzwerk der

Kontrolle der generellen Stressantwort und der Biofilmbildung liefern.
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1. Chemikalien, Materialien, Gerate

Die fiir die beschriebenen Experimente verwendeten Standard-Chemikalien und Materia-

lien wurden von den folgenden Herstellern bezogen: Amersham Bioscience Europe (Frei-
burg), AppliChem (Darmstadt), BioRad (Miinchen), Biozym (Hess.-Oldendorf), Boehrin-
ger-Mannheim (Mannheim), Fluka (Neu-Ulm), Greiner Bio-One (Frickenhausen), Merck
(Darmstadt), Millipore (Schwalbach), NeoLab (Heidelberg), Perkin-Elmer (USA), Prome-
ga (Mannheim), Roboklon (Berlin), Riedel de Haen (Selze), Roche (Mannheim), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Qiagen (Hilden) und VWR

International (Darmstadt). Medienzusédtze stammen von der Firma Difco Laboratories

(Augsburg).

Weitere Produkte und Geréte sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 1: Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien, Materialien und Geriéte.

Produkt Hersteller
Acrylamid-Bisacrylamid Roth

Agarose Biozym (Hess. Oldendorf)
Antibiotika Roth, Sigma-Aldrich
APS Roth

BCIP Roth
Blotmembranen fiir Proteine (Roti-PVDF) Roth
Blotmembranen fiir RNA (positiv geladene Nylon

Membran) Roche

Coomassie Brilliant Blau R-250 Appli-Chem
Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit Pierce (USA)

DNA-Léangenmarker 100bp
ADNA-BstEII

DNA-Polymerasen (Vent, Opti-Taq, Phusion, Pfu)

dNTP / dig-markierte AINTP Stammldsung
Elektroporationsapparatur
ELISA-Reader (Modell 550)

Fotopapier fiir Geldokumentationsanlage
v**P-ATP

Geldokumentationsanlage
Gelelektrophoreseanlage

IPTG

Mikroarray Scanner()

NBT

Oligonukleotide

NEB, Frankfurt am Main

NEB, Frankfurt am Main
Qbiogene (Heidelberg),
Eurex

NEB,

(Polen), Biozym, Fermentas

Qbiogene, Roche
BioRad (Miinchen)
BioRad (Miinchen)

SEIKO Precision (Hamburg)
GE Healthcare, Perkin-Elmer

Alpha Innotech (USA)
Peqlab (Erlangen), Biozym
Roth

Biozym (Hess. Oldendorf)
Appli-Chem

Metabion (Martinsried)
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ONPG

PCR-Gerite (Thermocycler)
Phospholmager (FLA-2000G)
Photometer (Ultraspec 1000)
Plasmidpréparationskit
Post-labeling Kit

Primédre Antikorper (GFP, anti-Dig)
Proteingroflenstandard
Protein-Purification Kit

QIAquick Gel Extraction Kit/PCR Purification Kit
Restriktionsenzyme

Sekundire Antikorper
SV-Total-RNA Kit (Z3100)
T4-DNA-Ligase

Temed

X-Gal

2. Medien und Medienzusétze

Serva

MWG Biotech (Ebersberg)
Fuji Photo Film

Pharmacia Biotech (Freiburg)
Qiagen, Analytik Jena

GE Healthcare/Amersham
Roche

NEB

Qiagen

Qiagen

NEB, Fermentas, USB (USA)
Sigma-Aldrich

Promega

NEB

Roth

Appli-Chem

2.1. Flassigmedien zur Kultivierung von E.coli Stdmmen

Die Zusammensetzung des reichhaltigen Luria-Bertani-Mediums erfolgte nach Silhavy et
al. (1984). Das Minimalmedium 9 (M9) wurde nach Miller (1972) angesetzt und enthielt
als Kohlenstoffquelle entweder 0,4 % Glycerin oder 0,1 % Glukose.

Fiir eine maximale Transformationseffizenz wéhrend der ,,One-Step* Inaktivierung chro-
mosomaler Gene wurde SOB (Super Optimal Broth) und SOC (SOB-Medium supplemen-
tiert mit 20 mM  Glukose) verwendet (Hanahan, 1983). Zur Herstellung des SOB-
Mediums wurden 20 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Hefeextrakt und 0,5 g NaCl in ca. 950 ml
deionisiertem Wasser geldst. Danach erfolgte die Zugabe von 10 ml einer 250 mM KCl-
Losung und das Auffiillen auf ein Volumen von einem Liter. Nach dem Autoklavieren

bzw. direkt vor dem Gebrauch wurden 5 ml einer sterilen MgCl,-Losung zugegeben.

2.2. Feste Medien
Fiir das Herstellen von festen Medien wurden zusitzlich 15g Agar zu einem Liter Medium
gegeben, anschlieBend autoklaviert, zusétzlich je nach Verwendung mit den entsprechen-

den Zusétzen versehen und davon etwa 25ml in eine sterile Petrischale gegossen.
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2.3. Medienzusatze
Die in der Tabelle 2 aufgefiihrten Medienzusétze wurden in hochkonzentrierten Stammlo-
sungen angesetzt (100-1000fach) und in der jeweils benétigten Konzentration den Fliissig-

oder Festmedien zugesetzt.

Tabelle 2: Zusammenstellung der in dieser Arbeit verwendeten Medienzusitze und deren Konzentration.

Medienzusatze | LOsungsmittel | Endkonzentration
Ampicillin H,O 100 pg/ml
Arabinose H,O 10 mM
Chloramphenicol |70% Ethanol |20 pg/ml
Glukose H,O 0,1%
Glycerin H,O 0,4 %
IPTG H,O 1 mM
Kanamycin H,O 50 pg/ml
NaCl H,O 0,3 M
Natriumcitrat H,O 20 mM
Rifampicin DMSO 500 pg/ml
Tetracyclin 70% Ethanol |5 pg/ml
X-Gal DMF 30 pg/ml

3. Bakterienstamme, Bakteriophagen und Plasmide

Bakterienstimme:

Tabelle 3: Zusammenstellung der verwendeten Bakterienstimme.

Stamm Genotyp Referenz
FS1 MC4100 rpoS::lacZ (transkriptional) Mika und Hengge, 2005
FS20 MC4100 rpoS::kan Mika und Hengge, 2005
FS75 MC4100 arcA::kan Mika, Dissertation 2006
FS76 MC4100 arcB::tet Mika, Dissertation 2006
FS89 MC4100 uvrY::scar Mika, Dissertation 2006
FS90 MC4100 barA::scar Mika, Dissertation 2006
FS99 MC4100 arcB::kan Mika, Dissertation 2006
MC4100 pta-ackA201 zfa::Tn10
FS100 arcB::kan Mika, unverdffentlicht
MP1 MC4100 rssAB::lacZ Pruteanu und Hengge 2002
MP43 MC4100 rcsB::kan Pruteanu, unveroffentlicht
MP54 MC4100 evgS::cat Pruteanu, unverdffentlicht
MP59 MC4100 rcsC::cat Pruteanu, unver6ffentlicht
MPI111 MC4100 rprA::kan Pruteanu, unverdffentlicht
JH41 MC4100 deoC::lacZ J. Heuveling, unverdffent-
licht
JK14 MC4100 otsB::lacZ J. Kampmann, unveréffent-

licht
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AMI106 MC4100 rssB::Tn10 Muffler et al., 1996a
AMI125 MC4100 clpP1::cat Muffler et al., 1997
RHI158 MC4100 rssAB::cat R.Hengge
GB43 MC4100 osmY::lacZ G.Becker, unveroffentlicht
GB350 W3110AlacU169 csgB::lacZ Pesavento et al., 2008
GB8&47 W3110AlacU169 csgB::lacZ csgD::cat | G.Becker, unveroffentlicht
FI11202 W3110 Laclq lacL8 gInG::Tn5 A202 Fiedler, 1995
BL21 F-ompT hsdSB(rB-mB-)gal dcm (DE3) | Novagen
RO90 MC4100 rpoS379::lacZ Lange und Hengge, 1994
RO91 MC4100 rpoS742::lacZ Lange und Hengge, 1994
CP2 MC4100 ydaM::lacZ Weber et al., 2006
HW142 MC4100 csgB::lacZ Weber et al., 2006
HW217 W3110AlacU169 csgD::lacZ
HW212 W3110AlacU169 (-756)csgD549::lacZ | Weber, unveréffentlicht
(TA-266, -225AT)
AP90 W3110AlacU169 csgD::lacZ A.Possling, unveroffent-
licht
AP94 W3110AlacU169 fIhDC::lacZ Pesavento et al., 2008
MC4100 E.coli K12 F-araD139 A(argF-lacU) 169 |Silhavy et al., 1984
deoC fIbB5301 relAl rpsL150 ptsF25
rbsR
W3110 thyA36 deoC2 IN(rrnD-rrnE)l Hayashi et al., 2006
W3110AlacU169 | W3110A(argF-lacU)169 zaj-3053::Tnl10 |Nichols et al., 1998
Peters et al., 2003
JG2 W3110AlacU169 gadB::lacZ J.Gundlach, unveroffent-
licht
NS32 W3110 yhdA::kan Sommerfeldt, unverdffent-
licht
NS122 W3110AlacU169 csgB::lacZ yhdA::kan | Sommerfeldt et al., 2009
NS123 W3110AlacU169 ydaM::lacZ Sommerfeldt et al., 2009
NS125 W3110AlacU169 mirA::lacZ Sommerfeldt et al., 2009
NS149 W3110AlacU169 yciR::lacZ Sommerfeldt et al., 2009
NS153 W3110AlacU169 yaiC::lacZ Sommerfeldt et al., 2009
CABY%4 W3110AlacU169 fliA::lacZ cl2 Barembruch und Hengge,
2007
SB26 MC4100 evgA::cat diese Arbeit
SB27 MC4100 torS::cat diese Arbeit
SB28 MC4100 torR::cat diese Arbeit
SB29 FS1 torS::cat diese Arbeit
SB30 FS1 torR::cat diese Arbeit
SB31 MC4100 [ARS45:¢(crp(-299)- diese Arbeit
crp65::lacZ)] transl.
SB32 FS89 crp::lacZ (hyb.) diese Arbeit
SB33 FS90 crp::lacZ (hyb.) diese Arbeit
SB34 FS75 arcB::tet diese Arbeit
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SB35
SB36
SB37
SB38
SB39
SB40
SB41
SB42

SB45
SB46
SB47
SB48
SB49
SB50
SB51
SB52
SB53
SB54
SBS55
SB56
SB57
SB58
SB59
SB60
SB61
SB62
SB63
SB64
SB65

SB70
SB71
SB72

SB76
SB77
SB78

SB79
SB80
SB81
SB&2
SB&3
SB84

SB31 evgA::cat
SB31 evgS::cat
SB31 torR::cat

SB31 torS::cat

SB31 rcsC::cat
SB31 rcsB::cat
SB31 arcB::kan
SB31 arcA::kan

FS89 arcA::kan
SB45 arcB::tet
JK14 arcA::kan
SB47 arcB::tet
FS75 rssB::cat
SB34 rssB::cat
GB43 arcA::kan
GB43 arcA::kan_arcB::tet
AM125 arcA::kan
MC4100 uhpB::cat
AM106 arcB:.kan
RH158 arcB::kan
FS1 uhpB::cat
RO90 uhpB::cat
MP1 rssB::Tnl0
MP1 rssAB::cat
RO91 uhpB::cat
MP1 arcB::kan
SB59 arcB::kan
SB60 arcB::kan

MC4100 [ARS45:h(cspB(-494)-
cspB153::lacZ]transk.

MC4100 cspB::lacZ arcA::kan
MC4100 cspB::lacZ arcB::kan
MC4100 cspB::lacZ rssB::tet

SB70 rssB::Tnl0
SB71 rssB::Tn10

MC4100 [ARS45:¢(sdhC(-555)-
sdhC184::lacZ]trank.

SB78 arcA::kan
SB78 arcB::kan
SB78 rssB::Tn10
SB70 arcB::tet
SB78 rpoS::Tnl0
SB78 rssAB::cat

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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SB85
SB86
SB&7
SB88
SB&9
SB90
SBI1
SB92
SB93
SB94
SB95
SB96
SB97
SB98
SB99
SB100
SB101
SB102
SB103
SB104
SB105
SB106
SB107
SB108
SB109
SB110
SBI11
SBI112
SB113
SB114
SBI15
SB116
SBI117
SB118
SBI119
SB120
SB121
SB122
SB123
SB124
SB125
SB126
SB127
SB128
SB129

SB81 arcB::kan
SB8&4 arcB::kan
SB65 rpoS::Tnl0
SB78 clpP::cat
SB78 clpX::cat
FS100 uhpB::cat
AMI106 arcA::kan
RH158 arcA::kan
JH41 rssB::Tnl0
JH41 rssAB::cat
FS89 rssB::Tnl0
FS89 rssAB::cat
SB65 uvrY::cat
SB65 barA::cat
SB71 uvrY::cat
CP2 rssB::Tnl10
CP2 rssAB::cat
SB100 arcA::kan
SB100 arcB::kan
SB101 arcA::kan
SB101 arcB::kan
MC4100 evgA::scar
MC4100 evgS::scar
MC4100 resC:: scar
JH41 barA::cat
JH41 uvrY::cat
JH41 barA::scar
JH41 uvrY::scar
CP2 uvrY::cat
MP43 rssB::Tnl0
MP43 rssAB::cat
FS90 rssB::Tnl0
FS90 rssAB::cat
CP2 barA::cat
CP2 rcsB::kan
CP2 rcsC::cat
HW142 rcsC::cat
HW142 rcsB::kan
HW142 rprA::kan
RO91 rcsC::cat
RO91 rcsB::kan
RO91 rprA::kan
MP111 rcsC::cat
RO91 rcsBC::kan
HW142 rcsBC::kan

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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SB130
SB131
SB133
SB134
SB135
SB136
SB137
SB138
SB139
SB140
SB141
SB142
SB143
SB144
SB145
SB146
SB147
SB148
SB149

SB150
SBI151
SB152
SB153
SB154
SBI55
SB156
SB157
SBI158
SB159
SB160
SB161
SB162
SB163
SB164
SB165
SB166
SB167
SB168
SB169
SB170
SB171
SB172
SB173
SB174

SB123 rcsC::cat

SB126 rcsC::cat

FS20 rssB::Tnl0

GB350 resC::cat

GB350 rcsB::kan

GB350 rprA::kan

GB350 rcsBC::kan

GB350 rcsC::cat_rprA::kan
NS123 rcsC::cat

NS123 rprA::kan

NS125 resC::cat

NS125 rprA::kan

NS149 rcsC::cat

NS149 rprA::kan

NS149 rcsC::cat_rprA::kan
NS125 rcsC::cat_rprA::kan
NS123 rcsC::cat_rprA::kan
CABY%4 rssB::cat

MC4100 [ARS45:(IsrB(-132)-
IsrB48::1acZ)]transl.

NS123 rcsB::kan
NS123 rcsBC::kan
SB149 barA::cat
SB149 uvrY::cat
MC4100 crp::lacZ_rpoS::kan
SB134 yhdA::kan
NS122 yhdA::scar
SB156 rprA::kan
HW217 rcsC::cat
HW217 rcsB::kan
HW217 rprA::kan
HW217 rcsBC::kan
AP90 rcsC::cat
AP90 rcsB::kan
AP90 rprA::kan
AP90 rcsBC::kan
SB158 rprA::kan
SB162 rprA::kan
SB149 rpoS::kan
SB152 rpoS::kan
SB153 rpoS::kan
SB152 barA::scar
SB153 uvrY::scar
SB149 crp::cat
SB149 IsrR::kan

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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SBI75
SB176
SB177
SB178
SB179
SB180
SBI181
SB182
SB183
SB184
SB185
SB186
SB187
SB188
SB18&9
SB190
SBI191
SB192
SB193
SB194
SB195
SB196
SB197
SB198
SB199
SB200
SB201
SB202

SB203

SB204

SB205

SB206

SB207

SB209

SB210
SB211
SB212
SB213
SB214

SB149 IsrK::kan

SB171 IsrK::kan

GB847 rcsC::cat

GB847 rcsB::kan

GB847 rprA::kan

GB847 rcsBC::kan

GB847 rcsC::cat_rprA::kan

HW212 rcsB::kan

HW212 rcsBC::kan

HW212 rprA::kan

AP94 rcsB::kan

AP94 rcsBC::kan

AP94 rprA::kan

AP90 clpP::cat

SB81 rpoS::kan

MC4100 rcsA::kan

AP94 rcsC::cat

HW212 rcsC::cat

W3110 rcsC::cat

GB350 rcsA::kan

SB134 rcsA::kan

SB188 rcsB::kan

SB193 rcsB::kan

SB193 rprA::kan

HW217 csgD::kan

GB847 clpP::cat

SB199 clpP::cat

MC4100 [ARS74:¢h(rcsA(-392)-
rcsA159::lacZ)]trank.

W3110AlacU169 [ARS74:4(gInA(-300)-
gInA182::lacZ)] transk.
W3110AlacU169 [ARS74:¢(dcuB(-467)-
dcuB203::lacZ)]transk.
W3110AlacU169 [ARS45:¢(IsrA(-179)-
IsrA194::lacZ)]transl.

MC4100 [ARS74:¢(dcuB(-467)-
dcuB203::lacZ)]transk.
W3110AlacU169 [ARS74:¢(rcsA(-392)-
rcsA159::lacZ)]transk.

MC4100 [ARS45:p(IsrA(-179)-
IsrA194::lacZ)]transl.

SB205 barA::cat
SB205 uvrY::cat
SB205 rpoS::kan
SB205 IsrR::kan
SB205 crp::cat

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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SB215
SB216
SB217
SB218
SB219
SB220
SB221
SB222
SB223
SB224
SB225
SB226
SB227
SB228
SB229

SB230
SB231
SB232
SB233
SB234
SB235
SB236
SB237
SB238
SB239
SB240
SB241
SB242
SB243
SB244
SB245
SB246
SB247
SB248
SB250
SB251
SB252
SB253
SB254

SB255
SB256
SB257
SB258

SB209 barA::cat

SB209 uvrY::cat

SB209 rpoS::Tnl0

SB209 IsrR::kan

SB209 crp::cat

SB205 fliA::cat

SB205 fliA::scar

SB203 rssB::cat

SB203 rssAB::cat

SB203 rpoS::kan

SB203 rssB::cat_rpoS::kan
SB203 rssAB::cat_rpoS::kan
SB204 rpoS::kan

SB206 rpoS::kan

W3110AlacU169 [ARS45:¢(rcsB(-349)-
rcsB113::lacZ)]transl.

SB229 rprA::kan
SB229 rcsC::cat
SB204 rssB::cat
SB204 rssAB::cat
SB206 rssB::cat
SB206 rssAB::cat
NS123 rprA::kan
NS123 yhdA::kan
NS153 rcsC::cat
SB238 rprA::kan
SB236 rprA::scar
SB237 yhdA::scar
SB238 rcsC::scar
SB241 rprA::kan
SB242 rprA::kan
NS153 rprA::kan
GB350 dsrA::cat
SB157 dsrA::cat
SB156 dsrA::cat
SB240 yhdA::kan
SB136 rprA::scar
SB251 yhdA::kan
ER2566 rssB::Tnl0

W3110AlacU169 [ARS45:p(rprA(-146)-
rprA150::lacZ)]transk.

SB254 rpoS::kan
SB254 yhdA::kan
SB254 rcsB::kan
RH158 [ARS45:h(rssA(-300)-
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rssA1205::lacZ)]transk.

SB259 RH158 [ARS45:¢( rssA***(-300)-
rssA>*#1205::lacZ)]transk.

SB260 SB254 yhdA::scar

SB261 SB254 rcsB::scar

SB262 SB229 yhdA::kan

SB263 SB260 rcsB::kan

SB264 NS153 rcsB::kan

SB265 NS153 rcsCB::kan

SB266 W3110 cpxR::kan

SB267 SB126 rprA::scar

SB268 GB350 cpxR::kan

SB269 SB254 uvrY::cat

SB270 SB254 rcsC::cat

SB271 SB254 ymgB::kan

SB272 GB350 cpxR::scar

Bakteriophagen:

Tabelle 4: Zusammenstellung der verwendeten Bakteriophagen.

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Lysat Referenz

ARS45 Simons et al., 1987
ARS74 Simons et al., 1987
Plvir Laborsammlung

P1 (MP109 rprA::kan)
P1 (MC4100 rcsB::kan)
P1 (MC4100 rcsBC::kan)
P1 (MC4100 rcsC::cat)
P1 (W3110 uvrY::cat)

P1 (MC4100 uvrY::cat)
P1 (MC4100 barA::kan)
P1 (MC4100 rpoS::kan)
P1 (MC4100 ArssAB::cat)
P1 (MC4100 rssB::Tn10)
P1 (MC4100 rssB::cat)
P1 (MC4100 arcA::kan)
P1 (MC4100 arcB::kan)
P1 (MC4100 arcB::tet)
P1 (MC4100 uhpB::cat)
P1 (MC4100 ymgB::kan)
P1 (MC4100 fliA::cat)
P1 (MC4100 IsrR::kan)
P1 (MC4100 dsrAl::cat)

Pruteanu, Dissertation 2003
Pruteanu, Dissertation 2003
Pruteanu, Dissertation 2003
Pruteanu, Dissertation 2003
Kademci , Diplomarbeit
Mika, Dissertation 2006
Mika, Dissertation 2006
Mika et al., 2005
Laborsammlung

Muffler et al.,1996a
Laborsammlung

Mika, Dissertation 2006
Mika, Dissertation 2006
Mika, Dissertation 2006
diese Arbeit

Tschowri et al. 2009

Barembruch und Hengge, 2007

G.Becker, unveroffentlicht

J.Heuveling, unveroffentlicht
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Plasmide:

Tabelle 5: Zusammenstellung der verwendeten Plasmide.

Plasmid Beschreibung Referenz

pBADI18 induzierbarer Vektor mit dem Promoter Guzman et al., 1995
des araBAD-Operons, araC, AmpR

pBADRssB pBADI18-Derivat mit Wildtyp rssB-Gen Becker et al., 2000

pBADRssBD58E | pPBAD18-Derivat mit mutiertem rssB-Gen | Becker et al., 2000
Aspartat an Position 58 zu Glutamat

pRpoS18(KE) pBADI18-Derivat mit mutiertem rpoS-Gen | Becker et al.,1998
Lysin an Position 173 zu Glutamat

pFS21 pQE30-Derivat Mika et al., 2005
ArcB78-778 -Uberproduktionsvektor

pKH37-3 BarA197-918 -Uberexpressionsvektor Yamamoto et al., 2005

pBaeS BaeS89-363 -Uberexpressionsvektor Yamamoto et al., 2005

pKH14-4 RstB157-433 -Uberexpressionsvektor Yamamoto et al., 2005

pMA4 pET32a-Derivat mit Wildtyp-rssA-Gen, Marquardt, Diss. 2007
ampR

pMAS pET32a-Derivat mit mutiertem-rssA- Marquardt, Diss. 2007
Gen; statt tca_gca, AmpR

Barembruch, Diss.

pCAB6 pJL29-Derivat 2007
transkriptionaler lacZ-Fusionsvektor

pCP20 FLP-Helferplasmid (temperatursensitive Datsenko and Wanner
Replikation, temperaturinduzierbare FLP- |2000
Synthese, AmpR, CmR)

pKD3 Template-Plasmid fiir CmR-Kassette Datsenko and Wanner
(AmpR, CmR) 2000

pKD4 Template-Plasmid fiir KanR-Kassette Datsenko and Wanner
(AmpR, KanR) 2000

pKDI13 Template-Plasmid fiir KanR-Kassette Datsenko and Wanner
(AmpR, KanR) 2000

pKD46 A Red Helferplasmid (temperatursensitive, |Datsenko and Wanner

Replikation, AmpR

2000
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pQE30 Uberexpressionsvektor (His6-Tag am N- Qiagen
Terminus, AmpR
pJL28 LacZ-Fusionsvektor, AmpR Lucht et al. 1994
pMP9 pQE30-Derivat Pruteanu, unveroffent-
RcsB-Uberexpressionsvektor licht
Papenfort, unver-
pKP15-13 Salmonella pBAD-RprA offentlicht
pSB37 pQE30-Derivat diese Arbeit
RcsBD56E-Uberexpressionsvektor
mit Austausch von Aspartat56 zu Glutamat
pSB10 pJL28-Derivat, translationale crp::lacZ diese Arbeit
(-299 bis +65)
pSB11 pJL28-Derivat, translationale ISrB::lacZ diese Arbeit
(-132 bis +48)
pJL28-Derivat, translationale ISrA-
pSBI12 IsrB::lacZ diese Arbeit
(-179 bis +48)
pCABG6-Derivat, transkriptionale
pSB13 sdhC::lacZ diese Arbeit
(-555 bis +184)
pSB14 pCABG6-Derivat, transkriptionale cspB::lacZ | diese Arbeit
(-494 bis +153)
pSB15 pCABG6-Derivat, transkriptionale rcsA::lacZ | diese Arbeit
(-392 bis +159)
pSB16 pCAB6-Derivat, transkriptionale glnA::lacZ | diese Arbeit
(-300 bis +182)
pCAB6-Derivat, transkriptionale
pSB17 dcuB::lacZ diese Arbeit
(-467 bis +203)
pSBI18 pJL28-Derivat, translationale ISrA::lacZ diese Arbeit
(-179 bis +194)
pSB19 pJL28-Derivat, translationale rcsDB::lacZ | diese Arbeit
(-237 bis +113)
pSB20 pJL28-Derivat, translationale rcsB::lacZ diese Arbeit
(-349 bis +113)
pXG-0 Kontrollplasmid mit Luciferase Urban et al., 2007
pXG-1 Kontrollplasmid mit vollstdndigem gfp-Gen | Urban et al., 2007
pXG-10 Gfp-Fusionsvektor, low copy, PLtetO,CmR | Urban et al., 2007
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pSB24
pSB25
pSB26
pSB27
pSB29
pSB30
pSB31
pSB32
pSB33
pSB34
pSB35

pSB36

pSB38

pSB39

pSB40

pSB41
pSB42
pSB43
pJV300

pJV100IA-T4 =
pRprA

pXG-10 Derivat, (-25 bis +90) mirA::gfp
pXG-10 Derivat, (-148 bis +90) csgD::gfp
pXG-10 Derivat, (-148 bis +549) csgD::gfp
pXG-10 Derivat, (-120 bis +90) csgD::gfp
pXG-10 Derivat, (-36 bis +90) csgD::gfp
pXG-10 Derivat, (-75 bis +60) ydaM::gfp
pXG-10 Derivat, (-125 bis +99) gadE1::gfp
pXG-10 Derivat, (-92 bis +99) gadE2::gfp
pXG-10 Derivat, (-148 bis +90) csgD::gfp
mit Austausch: -1C,-4C zu -1G,-4G
pCAB6-Derivat, (-146 bis +150)
transkriptionale rprA::lacZ Fusion
pCAB6-Derivat, (-300 bis +1205)
transkriptionale rssA::lacZ Fusion
pCAB6-Derivat, (-300 bis +1205)
transkriptionale rsSAS41A::lacZ Fusion
Austausch Serin41 zu Alanin

pXG-10 Derivat, (-148 bis +90) csgD::gfp
mit Austausch: -5T,-6T, -7T zu -5A,-6A,-
TA

pXG-10 Derivat, (-148 bis +90) csgD::gfp
mit Austausch: -96tac-94 zu -96atg-94
pXG-10 Derivat, (-148 bis +90) csgD::gfp
mit Austausch: -117catt-114 zu -117gtaa-
114

pXG-10 Derivat, (-148 bis +90) csgD::gfp
mit Austausch: -90cagc-87 zu -90gtcg-87
pXG-10 Derivat, (-36 bis +90) csgD::gfp
mit Austausch: -1C,-4C zu -1G,-4G
pXG-10 Derivat, (-36 bis +90) csgD::gfp
mit Austausch-5T,-6T, -7T zu -5A,-6A,-7A
Hochkopienvektor mit nonsense RNA
unter Kontrolle des PLacO-1, AmpR
Hochkopienvektor mit E.coli rprA-Gen
unter Kontrolle desPLacO-1, AmpR

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
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Urban et al., 2007

Urban et al., 2007
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4. Mikrobiologische Methoden

4.1. Sterilisation

Medien und Lésungen wurden 20 Minuten lang bei einem Uberdruck von 1 bar und einer
Temperatur von 120°C feucht autoklaviert. Glaswaren wurden mindestens 3, aber maximal
8 Stunden bei 180°C trocken sterilisiert. Hitzeempfindliche Losungen wurden unter Ver-

wendung von Millipore-Filtern (0,25um oder 0,45um) sterilfiltriert.

4.2. Wachstumsbedingungen

Die Vermehrung von Bakterien erfolgte in gut beliifteten Glasgefaen (aerob) bei 28°C
oder 37°C im Schiittelwasserbad (Infors), im Reagenzglasroller oder auf dem Schiitteltisch
(Infors). Die Gefdlle waren dabei zu hochstens 20% gefiillt. Das Wachstum der Bakterien
auf Agarplatten erfolgte bei 28°C oder 37°C im Brutraum oder im Brutschrank.

4.3. Aufbewahrung von Bakterienstimmen

Die Aufbewahrung von Bakterienstimmen iiber langere Zeit erfolgte in DMSO bei -80°C.
Hierfiir wurden Ubernachtkulturen (1 ml) in LB-Medium mit DMSO (Endkonzentration 7
%) versetzt und tiefgefroren. Uber einen Zeitraum von wenigen Tagen wurden Bakterien

auf Agarplatten bei 4°C im Kiihlschrank aufbewahrt.

4.4. Bestimmung der Zelldichte in Flussigkulturen

Die Zelldichte einer Fliissigkultur wurde durch die Messung der optischen Dichte bei
ODs73 nm photometrisch bestimmt. Als Referenz diente dabei das bakterienfreie Medium.
Bei Werten oberhalb 0,5 ist keine Linearitit des Verhéltnisses der Bakterienkonzentration
zur ODs7s nm mehr gegeben. Deshalb wurden Kulturen ab diesem Wert entsprechend ver-
diinnt und unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors der eigentliche Wert der Kultur

errechnet.

4.5. Herstellung von P1-Lysaten

Zur Herstellung eines P1-Lysates wurden 5 ml frisches LB-Medium mit 50 pl einer Uber-
nachtkultur des Spenderstammes angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODs75 nm von 0,3-
0,6 im Roller aerob inkubiert. Nach Zugabe von einem Tropfen 1M CaCl, und 2-3 Tropfen
eines Wildtyp P1,;-Lysates wurden die Zellen bis zu ihrer Lyse etwa 4-6 Stunden bei 37°C

weiter im Roller inkubiert. Die nun klare, mit Zellfetzen versehende Lésung wurde mit 5-
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10 Tropfen Chloroform versetzt und kréftig gevortext, um die Bakterienzellen endgiiltig
abzutdten. Durch Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 4000 g wurden die Zelltrimmer von
den im Uberstand befindlichen P1-Phagen getrennt. Dieser Uberstand wurde in ein steriles
Schraubdeckelgldschen iiberfiihrt, mit 2-3 Tropfen Chloroform versetzt und im Kiihl-
schrank bei 4°C aufbewahrt. Das P1-Lysat enthélt nun Phagen, die neben ihrer eigenen

DNA auch das gesamte Chromosom des Spenderstammes verpackt haben.

4.6. P1-Transduktion

Als Transduktion bezeichnet man die Ubertragung von DNA einer Spenderzelle in eine
Empfingerzelle mittels Bakteriophagen. Die prinzipielle Vorgehensweise ist bei Miller
(1972, 1992) beschrieben. Hierzu wurde wie unter Punkt 4.5. beschrieben als erstes ein
P1-Lysat vom Spenderbakterium hergestellt. Mit diesem P1-Lysat erfolgte dann die Infi-
zierung der Empfangerkultur wie folgt. 5 ml LB wurden mit dem Empfingerstamm ange-
impft und bis zu einer ODs73 nm von etwa 0,7 angezogen. Danach wurde durch Zugabe
von 50 pl IM CaCl, die Affinitdt des Phagen zum Lipopolisaccharid des Bakteriums er-
hoht. Von dieser Kultur wurden 0,5 ml mit etwa 50 pl des P1-Lysates 15 Minuten lang bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Im Anschlufl daran erfolgte das Stoppen der Phagenad-
sorption durch Zugabe von 50 ul 1M NaCitrat und die phédnotypische Expression fiir eine
Stunde bei 37°C im Roller. Die Transduktanten mit dem gewiinschten Spendergen erhilt

man durch Ausplattierung auf geeignete Selektionsplatten und Bebriitung bei 37°C.

4.7. Plattentests
B -Galaktosidaseaktivitéts-Test:
X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indoyl-B-D-Galaktopyranosid) ist ein farbloses B-Galaktosid,

das dem Plattenmedium zugesetzt wurde. Das Enzym B-Galaktosidase hydrolysiert X-Gal,
so dass ein unloslicher Indigofarbstoff entsteht. Kolonien, die also eine intakte [-
Galaktosidase exprimieren, farben sich auf diesen Testplatten blau. Da dieser Test sehr
sensitiv ist und schon auf geringe Enzymaktivitit reagiert, ist er nur eingeschrénkt als
quantitativer Test geeignet.

Motilitats-Test:

Um die Motilitdt von Bakterienstimmen zu testen wurden so genannte Schwimmplatten
verwendet. Dafiir wurden Bakterienkulturen {iber Nacht (ca. 14h) bei 37°C im Roller in-
kubiert und nach Ermittlung der optischen Dichte auf einen einheitlichen Wert eingestellt.

Jeweils 4 ul wurden mit einer Pipettenspitze in den Schwimmagar pipettiert und bei 28°C
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oder 37°C inkubiert. Motile Bakterienstimme zeichnen sich durch die Ausbildung eines
Ringes im Schwimmagar aus.

Ein Liter des verwendeten Schwimmagar setzt sich aus folgenden Komponenten zusam-
men: 5 g Trypton, 5 g NaCl, 3 g Bacto-Agar und Wasser.

Kongorot-Test:

Mit Hilfe des Kongorot-Plattentests konnen Hinweise erlangt werden, ob die zu untersu-
chenden Bakterienstimme in der Lage sind extrazellulire Matrixkomponenten wie Curli-
Fimbrien und Zellulose auszubilden (Romling et al., 1998a). Sie werden dafiir auf Kongo-
rotplatten ausgestrichen und bei einer Temperatur von 28°C oder 37°C fiir 48 h bzw. 24 h
inkubiert. Zellulose produzierende Stamme bilden den pdar (pink, dry and rough) Morpho-
typ aus, wihrend die Curli-Fimbrien produzierende Stimme den bdar (brown, dry and
rough) Morphotyp ausbilden.

Zusammensetzung: LB-Agar ohne Salz (500ml autoklaviert) + 10ml Kongorotldsung (ste-
rilfiltriert); Kongorot-Lésung: Kongorot (CR) 2mg/ml + Brilliant-Blue-G 1mg/ml geldst in
70 % Ethanol.

Glykogen-Test:

Die zu untersuchenden Bakterienstimme wurden auf diesen Platten ausgestrichen und bei
37°C tiiber Nacht (ca. 14h) inkubiert. Anschliefend wurde ein Petrischalendeckel mit Jod-
kristallen versehen und die bewachsene Platte mit den Kolonien zu den Jodkristallen orien-
tiert dartiber gestellt. Jod wird in gasformiger Form freigesetzt und interkaliert in die Gly-
kogenketten. Diese Einlagerung wird dann durch eine Verfairbung der Bakterien, je nach
Intensitit der Glykogensynthese, sichtbar.

Zusammensetzung der Glykogentestplatten (Kornbergplatten) fiir 1 Liter:

8,5 g KH,POy; 11 g KoHPOy; 6 g Bacto-Hefeextrakt; 16 g Bacto-Agar; 50 ml 20 % Gluko-
se (sterilfiltriert); die anderen Komponenten wurden vor der Zugabe der Glukose autokla-
viert.

Fluoreszenztest:

Bakterienstimme mit Genen, die an das griin fluoreszierenden Proteins (GFP) fusioniert
sind, kdnnen mit Hilfe des Phospholmagers (FLA 2000G) auf die Expression des GFP's
hin untersucht werden. Daflir werden die Bakterienstimme auf eine LB-Platte (mit den
jeweils bendtigten Zusitzen z.B. Antibiotika) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C be-
briitet. Im Anschluss daran kann die bewachsene Platte mit dem FLA 2000G gescannt
werden (Filter 520 nm, Excitation 473 nm). Bakterienstimme mit einer hohen Expression

des griin fluoreszierenden Proteins leuchten.
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5. Molekularbiologische Methoden

5.1. Praparation chromosomaler und Plasmid DNA

Die Préiparation von Plasmid-DNA erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen).
Chromosomale DNA wurde mit dem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) gereinigt. Die
DNA wurde bei -20°C aufbewabhrt.

5.2. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA basiert auf dem Absorptionsmaximum der Nu-
kleinsdure bei 260 nm. Fiir die Absorption sind dabei die aromatischen Ringe der Basen
verantwortlich. Eine optische Dichte bei 260 nm von 1,0 entspricht einer DNA-
Konzentration von 50pg/ml. Da Proteine ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm haben,
kann eine Verunreinigung der DNA mit Proteinen aus dem Verhéltnis OD,40/ODygy be-

stimmt werden. Reine DNA sollte einen Wert zwischen 1,7 und 1,9 aufweisen.

5.3. Restriktionsenzymverdau

Fiir die Klonierung von DNA- oder PCR-Fragmenten in Vektoren (Plasmide) oder um eine
erfolgreiche Klonierung eines Inserts in einen Plasmidvektor zu iiberpriifen, wurde das zu
klonierende Fragment bzw. das Plasmid mit den entsprechenden Enzymen im Einzel- oder
Doppelverdau geschnitten und im Agarosegel aufgetrennt. Die eingesetzte DNA-Menge
betrug bei Klonierungen meist 0,2-1 pg (oder mehrere pg). Fiir den Verdau wurden 2-8
Einheiten (units) Restriktionsenzym pro pg DNA und der vom Hersteller (New England
Biolabs, Fermentas) empfohlene Restriktionspuffer in einem Gesamtvolumen von 20-50 pl
eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug in der Regel 2 Stunden bei der fiir das Enzym emp-
fohlenen Temperatur. Bei Verwendung von schnell schneidenden Enzymen (fast digest
Enzyme von Fermentas) verringerte sich die Zeit auf 5-10 Minuten bei der angegebenen
Temperatur.

Wenn moglich wurde das Enzym nach dem Verdau fiir 20 min bei zum Beispiel 65°C

hitzeinaktiviert.

5.4. Agarosegelelektrophorese
DNA-Proben aus Restriktionsenzymverdaus oder PCR-Ansétzen wurden mit 6-fach kon-
zentriertem Gelauftragungspuffer versetzt, auf 1 bzw. 2 %ige Agarosegele (in 1xTAE-

Puffer) aufgetragen und bei 80 bzw. 100V ihrer Grofe nach elektrophoretisch aufgetrennt.
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Als Laufpuffer diente 1xTAE Puffer. Zur Groenzuordnung der Fragmente wurde ent-
weder der 100bp DNA-Marker (NEB) oder ADNA (BstIIE verdaut, von Roth) als Grofen-
standards mitgefiihrt. AnschlieBend wurde die DNA im Ethidiumbromidbad fiir 10-20 Mi-

nuten angefirbt und dann unter UV-Licht sichtbar gemacht.

50x TAE Stammldsung Gelauftragungspuffer (6x)
242 g Tris 0,25 % Bromphenolblau
57,1 ml Eisessig 0,25 % Xylencyanol

100 ml 0,5M EDTA 30 % Glycerin

mit deionisiertem Wasser auf 1 | auffiillen in Ix TAE

5.5. Elution von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe eines Skalpells aus dem Agarosegel ausgeschnitten und
mit dem DNA-Extraktionskit QIAquick (Qiagen) bzw. (Analytik Jena) aus dem Gel elu-
iert.

5.6. Ligation von DNA-Fragmenten (Sambroock et al. 1989 und Urban et al. 2007)

Die Ligierung von DNA-Fragmenten mit Hilfe der T4-Ligase erfolgte nach der Standard-
vorschrift von Sambroock (Sambroock et al. 1989). Bei der Ligation von Fragmenten an
das griin fluoreszierende Protein (GFP) auf den Plasmidvektor pXG-10 wurde nach der

Anleitung von Urban vorgegangen (Urban et al. 2007).

5.7. Transformation

Als Transformation versteht man die Ubertragung von Plasmid-DNA in Bakterienzellen.
Hierfiir sind prinzipiell zwei Methoden anwendbar. Eine Ubertragung von gereinigten
Plasmiden in den gewiinschten Rezipientenstamm erfolgte durch die TSS - Transformati-
onsmethode (Chung et al. 1989). Sie stellt eine sehr schnelle und effiziente Methode dar
und liefert ausreichend viele Transformanten, wenn gereinigte Plasmid-DNA eingesetzt
wird. Fir die Transformation von Ligationsansétzen ist die Elektroporation (Calvin und
Hanawalt 1988) die effizientere Methode. Hierbei werden durch Anlegen einer Spannung
die kompetenten Bakterienzellwdnde noch durchlissiger fiir externe DNA. Bei der Herstel-
lung von kompetenten Zellen wurde nach der Methode von Sambroock vorgegangen
(Sambroock et al. 1989).

TSS: LB-Medium mit 20 % (w/v) PEG-6000, 100 nm MgSQO4, 10 % DMSO
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5.8. Polymerasekettenreaktion/PCR-Purifikation Qiagen-Kit

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) lassen
sich geringste Mengen an DNA in vitro vervielfiltigen. Dabei amplifiziert eine hitzestabile
DNA-Polymerase ein durch zwei entgegengesetzt gerichtete Oligonukleotide (Primer) be-
grenztes DNA-Stiick in etwa 30-40 hintereinander geschalteten Zyklen. Ein Zyklus besteht
aus drei Schritten: 1. Denaturierung des DNA-Doppelstranges bei 95°C, 2. Anlagerung der
Oligonukleotide an komplementére Einzelstrangsequenzen (Annealing) bei einer primer-
abhingigen Temperatur (50°C bis 65°C) und 3. Synthese des jeweiligen komplementiren
Stranges von jedem Primer aus bei meist 72°C unter Verbrauch freier ANTP's (Deoxyribo-
nukleotide). Dieser Syntheseschritt wird auch als Elongation bezeichnet. Die Elonga-
tionstemperatur richtet sich nach der jeweils verwendeten Polymerase und die Elongati-
onszeit nach der GréBe des zu amplifizierenden Fragmentes. Fiir Klonierungen wurden
meist die Pfu-Polymerase (Fermentas) und Phusion-Polymerase (Biozym) verwendet, de-
ren Fehlerrate durch eine Korrekturlesefunktion relativ gering ist. Einzellysogenietests
nach Kreuzung transkriptionaler und translationaler lacZ-Fusionen an die att-site (attach-
ment site) im Chromosom und die Verifizierung von Mutanten nach der ,,One-Step*-
Inaktivierung chromosomaler Gene wurden unter Verwendung der Opti-Taq-Polymerase
(Eurx) durchgefiihrt. Alle Reaktionen fanden im Primus PCR Gerédt der Firma MWG Bio-
tech (Ebersberg) statt. Die Oligonukleotide wurden auf 20pmol/ul verdiinnt und dem PCR-
Ansatz 1 pl (Endkonzentration 0,4 pmol/pul) zugegeben.

Ein iiblicher PCR-Ansatz von 50 pl enthielt:

1 unit Polymerase, 1x Polymerase-Reaktionspuffer, ImM dNTPs, 400 nM Primerl, 400
nM Primer2, chromosomale DNA oder Plasmid-DNA als Template und bidestilliertes
Wasser.

Bei einer Kolonie-PCR wurde eine Kolonie in 500 pul bidestilliertem Wasser resuspendiert
(vortexen) und 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Waschvor-
gang noch einmal wiederholt. Am Ende der Waschvorgédnge wurde das Pellet in 100ul
bidestilliertem Wasser resuspendiert und dem PCR-Ansatz 5-8 ul hinzugefiigt.

Eine Reinigung von PCR-Produkten erfolgte mit dem QIAquick-PCR-Purification Kit (50)
nach Anleitung des Herstellers oder iiber die Gelaufreinigungsmethode (siehe Punkt 5.5).

Zweischritt-PCR-Methode:

Fiir die gerichtete Mutagenese in z.B. CsgD wurde die Zweischritt-PCR-Methode (Becker
und Hengge, 2001) gewihlt. Dabei sind insgesamt vier Primer erforderlich, wobei zwei

Primer jeweils ,,externe Primer darstellen und stromabwdérts und stromaufwiérts lesen. Die
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zwel anderen Primer stellen ,,interne® Primer dar und tragen die gewiinschte Mutation,
wobei ebenfalls einer stromaufwirts und einer stromabwirts liest. In einer ersten PCR-
Reaktion wurden jeweils ein ,.externer” und ein ,interner Primer eingesetzt und zwei
Fragmente amplifiziert. Es folgte die Gelelektrophorese und eine Elution der Fragmente
aus dem Gel. Ca. 20 ng dieser zwei Fragmente dienten in einem zweiten PCR-Schritt als
Template und wurden mit den zwei ,,externen* Primern erneut amplifiziert. Nach diesem
PCR-Schritt erhdlt man im Gegensatz zu den zwei ersten PCR-Reaktionen ein groBeres
Fragment, welches nun die Mutation enthélt. Auch nach dieser PCR-Reaktion erfolgte eine
Gelelektrophorese mit anschlieBender Elution des Fragmentes aus dem Gel. Das Fragment
wurde dann mit den entsprechenden Enzymen geschnitten (Bsp. Nsil und Nhel) und in den
entsprechenden Vektor (Bsp. pXG-10) ligiert.

Folgende Oligonukleotide wurden in dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 6: Zusammenstellung der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide

Name Sequenz5 -3 Konstruktion
Testprimer und Konstruktionsprimer fir one step Inaktivierung (Datsenko und Wan-
ner 2000)
k1 cagtcatagccgaatagect
k2 cggtgecctgaatgaactge
kt cggccacagtcgatgaatce
cl ttatacgcaaggcgacaagg
c2 gatcttccgtcacaggtagg
P1 gtgtaggctggagctgettc
P2 catatgaatatcctccttag
P4 attccggggatccgtegacc
Primer flr one step Inaktivierung verschiedener Gene (Datsenko und Wanner 2000)
evgS H1P1 atctttacacattcgcacaacgtaacaaaatcggcetaaccac nicht generiert
evgS H2P2 atgtgctggtaaatagctcccacatttgaacattgtgg-
gagccgctat
evgsS test d ctgtcagcacttataaaagtcgcctg
evgs test u tggggaacaaattcgeccaggagttctc
evgA H1P1 ctgtattactacagggagaagggagatgcttcattgcaaagg- evgA::cat
gaataatct
evgA H1P2 caaagaccacaacagagaagaaaaatatagggtaaaaactt-
catgtgg
evgA test d catcggtacaatccctgattttattg
evgA test u gggacttatgtactgcaatcacaag
torS HIP1 tgcattccgctttgegactcaacctttttcacctaaagtgcacc- torS::cat
gacc
torS H2P2 tataccaaatgccactattctagttgttcttaactggetgatattgat
torS test d gcaacaggttatcagccgaaaatgccggcaa
torS test u gtcattccacggtaatttgecgeecgteg
torR H1P1 cggcagaatatgaacagatatgaacagaatgagtaa- torR::cat
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aaccctctg
torR H2P2 ccgetegetgtcaccagggggatticgtcecggtctattttta
torR test d gcgtagegcegttccagagtttc
torR test u ctggcggttgagcaggccatcagge
uhpB H1P1 cgtcagtaacgacgtagagctggecgegecegceatgttt- uhpB::cat
gatggetggtg
uhpB H2P2 taatggcgcatcggcaggegctttcagaaacggcaacatcat-
caaacc
uhpB test d gecgecgaactgggcttgte
uhpB test u gccgacgecagtagegatageggge
rcsA H1P1 caggtaaggggaattatcgttacgc rcsA::kan
rcsA H2P4 cagcctgactggtgggaaaccaccagtcagaatg
rcsA test d cggcattaatgccgttaattge
rcsA test u ccaccagtcagaatgtgttagcge
cpxR H1P1 ttagcgacgtctgatgacgtaatttctgectcggaggtatttaaa- | CpxR::kan
ca
cpxR H2P4 accacgcaaggttttaaaccacgggtgaccatctttac-
gatccggea
CpXR test d attcaacgatagagagtttacga
CPXR test u ttcgacatgctgctcaatcat
yhdA test d ctgttctaaaagtaacgcctgc
yhdA test u gcaaaaatcatctgctacg

Primer zur Herstellung von lacZ-Fusionen

crp_d (-299) ggaattcgctactccactgeg crp::lacZ (transl.)
EcoRI

crp_u (+65) cgcggatcctggcaatgagacaagaac

BamHI

IsrB d (-132) | cgaattcggtgtccagegeccttte IsrB::lacZ
EcoRI (transl.)
IsrB u (+48) cggatccatgccaagagcgctaag

BamHI

IsrA-B d (- ggaattcgtgatggcaaccacag IsrAB::lacZ
179) EcoRI (transl.)
IsrA-B_u (+48) | cggatccatgccaagagegctaag

BamHI

IsrA d (-179) | ggaattcgtgatggcaaccacag IsrA::lacZ
EcoRI (transl.)
IsrA u (+194) | gggatccgcaggggtaataccgg

BamHI

sdhC_d (-555) | cggatccattgatgacgaataaatggeg sdhC::lacZ
BamHI (transk.)
sdhC u (+184) | ggaagcttgctcgaaaccttcagg

HindIII

cspB_d (-494) | cgggatcctgaagggccacgcagace cspB::lacz
BamHI (transk.)
cspB_u (+153) | gcaagcttttgaccttcaaataaggttcg

HindIII

rcsA d (-392) | cggatccggcattaatgcegttaattge rcsA::lacz

BamHI

(transk.)
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rcsA u (+159)
HindIII

gaagcttcaccactgaagggegetg

gInA d (-300) | cggatccacatcctecgcaaac glnA::lacz
BamHI (transk.)
gInA u (+182) | gaagcttttccagccgecaatcgaggage

HindIII

dcuB_d (-467) | cggatccctecatcatege dcuB::lacZ
BamHI (transk.)
dcuB u (+203) | gaagcttgcaaggtcgecgatg

HindIII

rcsDB d (- cgaattcacatccgcataatttccage rcsDB::lacZ
237) EcoRI (transl.)
rcsDB u (+11 | cggatcctcaaattcgeccgacaac

3)

BamHI

rcsB d (-349) | ggaattcattgaagtgcaactggcgcaggaag rcsB::lacZ
EcoRI (transl.)
rcsB u (+113) | cggatcctcaaattcgccgacaac

BamHI

rprA d (-146) | ccggatccgtaatttctcatcagge rprA::lacz
BamHI (transk.)

rprA u (+150) | gcaagcttatcgtgggagatg

HindIII

rssA d (-300) | cgggatccattcagtatgcgcaaat rssA::lacz
BamHI (SB14) (transk.)

rssA u (+1205
) HindIII
(SB15)

cgaaagcttcaggtctggagtgaaa

rssA>** d
(SB16)

ttgcaggatgtgcaattggtt

rssA>*A. Mutati-
on

rssA> u
(SB17)

aaccaattgcacatcctgcaa

rcsBF d
(SB12)

gttgattaccgaactctecat

rcsBP°°F — Muta-
tion pSB37

rcsBF u
(SB13)

atggagagttcggtaatcaac

Primer zur Herstellung von translationalen gfp — Fusionen

FMO26

rprA d (+1)
Transkriptsi-
onsstart

P-acggttataaatcaacacattg

mit 5’ P

FMO27
rprA _u (+56)
Xbal, nach Ter-

ttttttctagagcttgaagagagtcacagtatc

minator

FMO28 gtttttatgcatcgggacctegegage mirA::gfp,(pSB24
mirA_d_(-25) )

Nsil

FMO29 gtttttgctagccagcaatccgtaacgecte

mirA u (+90)

Nhel
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FMO30
csgD d (-148)
Nsil

gtttttatgcatcagatgtaatccattagttttatatttt

FMO31

gtttttgctagcgetgatgaacaacgaacg

csgD549::gfp,

csgD u (+549) (pSB26)
Nhel

FMO32 gtttttgctagcaaggtgctgcaagagage csgD90::gfp,
csgD_u +(90) (pSB25)
Nhel

SB1 gtttttatgcatacccatttagggctgattta pSB27 csgD-
csgD d (-120) Verkiirzung

Nisil

SB2 gtttttatgcatgcaacatctgtcagtacttctg nicht generiert
csgD_d (-83)

Nsil

SB3 gtttttatgcatcaggtgtgcgatcaataaaa pSB29 csgD-
csgD _d (-36) Verkiirzung
Nsil

SB4 gtttttatgcatgacgtattagttcacgaaggg pSB31
gadEpl d (- (gadEp1::gfp)
125) Nsil

SB5 gtttttatgcataggcgtttactatattgaacaacg pSB32
gadEp2 d (- (gadEp2::gfp)
92) Nsil

SB6 gtttttgctagcgatctctgacagggaattg

gadE u (+99)
Nhel

SB gtttttatgcatgaattatctgatcatatgacgtgg ydaM::gfp
ydaM d (-75) (pSB30)
Nisil

SB gtttttgctagccgaaacgatccagacaggact

ydaM u (+60)
Nhel

SB10 d geggggtttgatgatgtttaatgaag 2 Basenaustau-
sche in csgD
(pSB33) TI

SBI11 u cttcattaaacatcatcaaacceege

SB18 d gcggggaaacatcatgtttaatgaag 3 Basenaustau-
sche in csgD
(pSB38) TI

SB19 u cttcattaaacatgatgtttcceege

SB20 d attacatgacacagcagtgcaac 3 Basenaustau-
sche in csgD
(pSB39) upB

SB21 u tgcactgctgtgtcatgtaat

SB22 d attttaccgtaatagggctga 4 Basenaustau-

sche in csgD
(pSB40)
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SB23 u gtagtaataaatcagccctattacg

SB24 d atttattactacacagtcgagtgcaac 4 Basenaustau-
sche in csgD
(pSB41)

SB25 u gttgcactcgactgtgtagtaataaat

SB26 d tttataagcatccaaatcccect 2 Basenaustau-
sche in rprA TI
(Plasmid
A.Possling)

SB27 u aggggatttggatgcttataaa

SB28 d tttataagcatggttttccect 3 Basenaustau-
sche in rprA TI
(Plasmid
A.Possling)

SB29 u aggggaaaaccatgcttataaa

SB30 rprA d P - acggttataaatcaacatattg fiir Klonierung in

5P pZE-luc

SB32 rprA u cggaattctaaaaaaaagcccatcgt fiir Klonierung in

EcoRI pZE-luc

rrfA 5SSRNA d | tgectggeagttcectact Sondenprimer

rrfA SSRNA u | tgectggeggeagtag

gfp d gaaggtgatgcaacatacgg Sondenprimer

gfp u aatatagttctttcctgtacataacc

PlacOB (Eco-

cgcactgaccgaattcattaa

pZE12-luc back-

RI) bone Amplifizie-
rung

PlacOC gtgctcagtatcttgttatceg pZE12-luc back-
bone Amplifizie-
rung

JVO-0155 ccgtatgtagcatcaccttc

5.9. Klonierung/Sequenzierung (AGOWA, GATC)

Bei der Klonierung von DNA-Fragmenten in die verschiedenen Vektoren wurde prinzipiell

nach folgenden Schritten vorgegangen.

Restriktionsenzymverdau: Schneiden des Vektors und des zu klonierenden DNA-

Fragmentes mit den entsprechenden Restriktionsenzymen. Die gewiinschten Restriktions-

schnittstellen in der Sequenz des DNA-Fragmentes wurden tiber die Oligonukleotidprimer

wihrend der PCR eingefiigt. Die Enzyme wurden immer so gewahlt, dass ihre Schnittse-

quenz sowohl in der Sequenz des Vektors als auch in der Sequenz des DNA-Fragmentes

nur einmal vorkam.
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Ligation: Dafiir wurden etwa 0,1 pg Vektor mit etwa 1 pg Fragment, 1-2 units T4-DNA-
Ligase und 2 pl 10x Ligasepuffer in einem 20 pl Ansatz inkubiert. Die Inkubation erfolgte
meist bei 16°C iiber Nacht oder mittels eines PCR-Programms, bei der die Temperatur bei
insgesamt 70 Zyklen alle 10 Minuten zwischen 10°C und 30°C wechselte. Eine Tempera-
tur von 10°C begiinstigt eine Zusammenlagerung der komplementiren Einzelstrangenden
des DNA-Fragmentes und des Vektors. Bei 30°C hat die T4-DNA-Ligase ihr Temperatur-
optimum. Eine Inaktivierung der Ligase ist nach 15 miniitiger Inkubation bei 65°C gege-
ben. Von diesem Ligationsansatz setzt man 1-3 ul fiir die Elektroporation in 50 pl kompe-
tente Zellen ein. (Bei der Klonierung von DNA-Fragmenten an das griin fluoreszierende
Protein (GFP, pXG-10 Vektor) wurde nach dem Protokoll von Urban verfahren (Urban et
al., 2007).

Elektroporation: Die Elektroporation ist eine sehr effiziente Transformationsmethode und
eignet sich besonders zur Transformation von Ligationsansidtzen. Als Vorgehensweise fiir
die Elektroporation diente die Anleitung von Calvin und Hanavalt, 1988. Nach der phéno-
typischen Expression fiir eine Stunde bei 37°C wurde der Ansatz auf Selektionsplatten
ausplattiert. Von den erhaltenen Kolonien wurden dann eine Plasmidpriparation, ein Kon-
trollrestriktionsenzymverdau und eine Sequenzierung des klonierten Inserts durchgefiihrt.
Sequenzierung: Die Sequenz jedes klonierten DNA-Fragmentes sowie die Fusionspunkte
des Vektors wurden durch die Firma AGOWA (Berlin) oder GATC (Konstanz) bestimmt.

5.10. Konstruktion von Plasmiden (lacZ, gfp)

Als Ausgangsplasmide fiir die Konstruktion von translationalen lacZ-Fusionen wurden
pJL- 29 Derivate (Lucht, 1994) und fiir transkriptionale lacZ-Fusionen der pCAB6-Vektor
(Barembruch et al., 2007) verwendet. Die Konstruktion der gfp-Fusionsplasmide erfolgte
mit dem pXG-10 Vektor nach Anleitung von Urban (Urban et al., 2007).

5.11. Kreuzung von transkriptionalen und translationalen lacZ-Fusionen ins Chro-
mosom von Escherichia coli

Die auf den jeweiligen Plasmiden klonierten Konstrukte wurden in einem ersten Schritt

durch in vitro-Rekombination auf die Phagen ARS45 oder ARS74 iibertragen, wobei nach

der Anleitung von Simons (Simons et al. 1987) vorgegangen wurde. Das Prinzip des

Transfers beruht auf einer doppelten homologen Rekombination der Gene lacZ' (-

Galaktosidase) und bla’ (B-Laktamase) des Phagen mit den auf dem Fusionsplasmid diver-

gent orientierten Genen lacZ und bla. Uber die Integration des Phagen an der att-site der
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jeweiligen Stimme (meist MC4100 und W3110AlacU169) wurde die gewiinschte Fusion
stabil ins Chromosom gekreuzt. Um eine Mehrfachintegration des Phagen auszuschlieBen,

wurden die konstruierten Stimme mit einem PCR-Test auf Einzellysogenie hin untersucht

(Powell et al. 1994).

5.12. Konstruktion von Mutanten (nach Datsenko und Wanner, 2000)

Die torR-, torS-, evgA-, rcsA- und cpxR-Deletionsmutanten wurden mit Hilfe der ,,One-
Step“-Inaktivierung von chromosomalen Genen erzeugt (Datsenko und Wanner, 2000).
Die grundlegende Strategie beruht darauf, dass chromosomale Gene durch Resistenzkas-
setten ersetzt werden. Hierfiir stehen drei Plasmide (pKD3, pKD4 und pKD13) mit unter-
schiedlichen Resistenzen (cat, kan und kan) zur Verfligung. Die fiir die Amplifikation der
Antibiotikakassetten (cat oder kan) verwendeten Primer enthalten die flankierende Region
des zu deletierenden Gens (H1 bzw. H2) und die Bindestellen (P1 bzw. P2 oder P4) der als
Matrize verwendeten Plasmide pKD3 (cat), pKD4 (kan) oder pKD13 (kan). Die so ge-
nerierten PCR-Produkte tragen homologe Sequenzen zu chromosomalen Bereichen, die
das zu ersetzende Gen flankieren, Erkennungsstellen fiir die FLP-Rekombinase und die
Antibiotikakassette in der Mitte. Dieses PCR-Fragment wurde gelelektrophoretisch aufge-
trennt, anschlieBend aus dem Gel gereinigt (siche unter Punkt 5.5.) und mittels Elektropo-
ration in kompetente Zellen transformiert, die das Helferplasmid pKD46 tragen. Um die
homologe Rekombination zu ermoglichen wird die ARed-Rekombinase vom Plasmid
pKD46 unter dem Arabinose-induzierbaren Promoter Parag exprimiert.

Fiir die Herstellung von diesen kompetenten Zellen wurden MC4100 pKD46 oder W3110
pKD46 Zellen in SOB-Medium mit 10 mM Arabinose und 100 pg/ml Ampicillin bei 30°C
bis zu einer ODs7g von 0,6 kultiviert, mit eiskaltem Wasser und eiskalter 10%iger Gly-
cerinlosung gewaschen und 500fach aufkonzentriert. Nach der Elektroporation wurden die
Zellen in SOC-Medium iiber Nacht bei 30°C inkubiert und am folgenden Tag auf Selek-
tionsplatten ausplattiert. Nach Inkubation bei 37°C iiber Nacht wurden mehrere Kolonien
nicht-selektiv gereinigt. Parallel dazu erfolgte der Test auf Ampicillin-Sensitivitit, um si-
cher zu stellen, dass die Kolonien das temperatursensitive Helferplasmid pKD46 verloren
haben. Die korrekte Insertion der Antibiotikakassette wurde in einer PCR-Reaktion iiber-
priift, bei dem je nach Resistenzkassette kassetteninterne Primer mit Primern, die sich im
angrenzenden chromosomalen Bereich des deletierten Gens befinden, miteinander kombi-

niert wurden.
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Die chromosomal integrierte Resistenzkassette kann dann spéter durch die temperatursen-
sitive Expression der FLP-Rekombinase vom Plasmid pCP20 entfernt werden. Dazu wurde
der Stamm mit dem Plasmid pCP20 transformiert und bei 42°C inkubiert. Dies fiihrt zur
Induktion der FLP-Rekombinase und zum Ausschneiden der Antibiotikaresistenz.

Die drei Plasmide pKD3, pKD4 und pKD13 unterscheiden sich zum einen in ihrer Antibio-
tikaresistenz und zum anderen durch das Vorhandensein einer optimalen Ribosomenbin-
destelle bei pKD3 und pKD4. Durch diese Ribosomenbindestelle soll gewihrleistet wer-
den, dass das nachfolgende Gen, wenn es zusammen mit dem deletierten Gen in einem

Operon lokalisiert ist, auf jeden Fall translatiert wird.

5.13. Praparation von Gesamt-RNA [Heif3e Phenol-Chloroform-Methode, SV Total
RNA Isolation Kit (Z3100) von Promega]

Fiir die Mikroarray- und Northernblotanalysen erfolgte die Priparation der Gesamt-RNA
tiber die heile Phenol-Chloroform Methode. Dafiir wurden die Kulturen bis zur gewiin-
schten ODs73 aerob in LB-Medium wachsen gelassen, 10-15 ml abgenommen und mit
1,875 ml bzw. 1,25 ml Stoplosung (5% Phenol in Ethanol) versehen (Bernstein et al.
2002). Nach dem Abzentrifugieren der Zellen bei 4°C und 5000 rpm kann das Pellet bei -
80°C autbewahrt werden.

Die Zelllyse und RNA Isolation erfolgte nach dem Protokoll von Tani (Tani et al. 2002).
Der anschliefende DNA-Verdau erfolgte mit RNase-freier DNasel (10 u/ul von Boehrin-
ger Mannheim, Roche) bei 37°C fiir 20 Minuten. Unter Verwendung von phase-lock-tubes
(Biozym) erfolgte im Anschluss die Isolation der RNA mit Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1), Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) und einer Alkoholfillung
(Sambrook et al. 1989). Die gefillte RNA wurde dann in 50 ul RNase freiem Wasser bei
4°C fiir mindestens 2 Stunden gelost.

Die RNA fiir Northernblotanalysen unter Verwendung von 6 % PAA-Gelen wurde mit
dem SV Total RNA Isolation Kit von Promega (Z3100) und entsprechend der Kitanleitung

isoliert.

5.14. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der Gesamt-RNA

Die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA wurde photometrisch bei 230 nm, 260
nm und 280 nm bestimmt (Sambrook und Gething 2002). Phenol absorbiert bei 230 nm,
Proteine bei 280 nm und RNA bei 260 nm. Der Quotient aus OD,¢/ODyg0 sollte bei einem

ausreichenden Reinheitsgrad der RNA zwischen 1,7 und 1,9 liegen. Zur Berechnung der
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RNA-Konzentration wird davon ausgegangen, dass bei einer OD,¢y von 1, 40 pg/ml RNA
enthalten sind. Des Weiteren wurde die Qualitit der RNA (eventuelle DNA-
Verunreinigungen oder Degradation der RNA) auf einem denaturierenden, formaldehyd-
haltigen Agarosegel liberpriift. Dazu wurden etwa 20 pg RNA in 10 pl mit 30 pul Ladepuf-
fer 2 (siche Punkt 5.15) versetzt und 15 min bei 65°C erhitzt. Die Auftrennung erfolgte in
einem 1,2 %igen Agarosegel mit 6,7% Formaldehyd und 1x MOPS bei 80 Volt in eben-
falls 1x MOPS-Puffer. Nach der Auftrennung wurde das Gel im Ethidiumbromidbad ange-
farbt und die RNA-Banden anschlieBend durch UV-Licht sichtbar gemacht.

5.15. Northernblotanalysen (mit Agarosegelen und PAA-Gelen)
Agarosegel-Formaldehyd-Northernblot:

10 bzw. 20 pg zuvor isolierte Gesamt-RNA in einem Volumen von 10 pl wurde mit 30 ul
Ladepuffer 2 versetzt und bei 65°C 15 min lang erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurden die
RNA-Proben in die noch trockenen Taschen des Formaldehydgeles pipettiert. Durch Anle-
gen einer Stromstdrke von 100 mA fiir etwa 5 min liefen die Proben in das Gel ein. Die
weitere Auftrennung erfolgte wie unter Abschnitt 5.14 beschrieben in einem 1,2% Agaro-
segel mit 6,7% Formaldehyd bei 80 V in 1X MOPS-Puffer fiir 3-4 h (je nach GroBe des zu
detektierenden Fragmentes).

Nach der Auftrennung der RNA erfolgten mehrere Waschschritte mit DEPC-Wasser und
20- fachem SSC (2 X 15 min), um das Formaldehyd wieder aus dem Gel zu entfernen.
Dies ist notwendig, da Formaldehyd den Blotvorgang behindert. Die nun aufgetrennte
RNA wurde mit einem Vakuum Blotgerédt (Semi Dry) fiir 1-2 Stunden bei 5 Hg auf eine
positiv geladene Nylonmembran (Roche) transferiert. Nach der Fixierung der RNA auf die
Membran durch UV-Bestrahlung fiir 10 min wurde in einem néchsten Schritt das Anférben
der iibertragenen RNA mit Methylenblau vollzogen, um den Transfer der RNA aus dem
Gel auf die Membran quantitativ zu tiberpriifen. AnschlieBend wurde die Membran mit
einem Bleaching Puffer (2 X 15 min) wieder entfarbt und zweimal mit 2 X SSC fiir 5 Mi-
nuten gewaschen.

Hybridisierung:

Die Membran wurde in ein Hybridisierungsréhrchen tiberfiihrt, mit 10 ml Dig Easy Hyb-
Losung (Roche) versehen und im Hybridisierungsofen unter stindiger Rotation bei 50°C
fiir eine Stunde prihybridisiert. Wahrenddessen wurden 10-15 pl der spezifischen, Dig-
markierten (zuvor iiber PCR-generiert), DNA Sonde mit DEPC-Wasser auf ein Volumen

von insgesamt 50 pl gebracht. AnschlieBend 15 min bei 95°C denaturiert und 5 min lang in



Material und Methoden 61

einer NaCl-Eis-Vertiefung schnell abgekiihlt. Die nun denaturierte Sonde wurde zu 10 ml
vorgewédrmter neuer Dig Easy Hyb-Losung gegeben und nach Verwerfen der Prihybridi-
sierungslosung in das Hybridisierungsrohrchen tiberfiihrt. Die Membran wurde {iber Nacht
bei der anhand der Sondensequenz berechneten Hybridisierungstemperatur inkubiert (54°C
fiir csgD- und gfp-Sonde).

Waschen:

Am nichsten Tag erfolgten mehrere Waschschritte bei unterschiedlichen Temperaturen
und unter Verwendung zweier unterschiedlicher Waschpuffer, um unspezifisch gebundene
Sonde zu entfernen (2 X 5 min Waschpuffer 1 bei 37°C; 2 X 15 min Waschpuffer 2 bei
68°C oder 46°C). csgD (68°C) , gfp (46°C)

Detektion:

Fiir die Detektion wurde die Membran kurz in Detektionspuffer 1 geschwenkt, anschlie-
end fiir 30 min bei Raumtemperatur mittels Blocking-Puffer geblockt und dann 90 Minu-
ten mit dem Anti-Digoxigenin-Antikorper inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten
fiir jeweils 15 Minuten im Detektionspuffer 1 und dem kurzen Spiilen der Membran im
Detektionspuffer 2 erfolgte durch Verwendung des Chemilumineszens-Substrates CDP-
Star (Roche) der Nachweis der an die entsprechenden RNA-Bereiche gebundenen Sonde.

Dieser wird durch eine Schwérzung auf dem Rontgenfilm sichtbar.

Ladepuffer 2 (400 ul): 250ul deionisiertes Formamid 5| DEPC-Wasser: (0,1%
DEPC)
83ul 37% Formamid
50ul 10x MOPS
4ul 1% Bromphenolblau
13ul DEPC Wasser

10xMOPS: 0,4M MOPS
0,05M NaAcetat
0,01M EDTA
0,1% DEPC
auf einen pH-Wert von 7,0 einstellen und autoklavieren

Blocking Reagenz: 10% (10g in 100ml Detektionspuffer 1 im Mikrowellengerét aufko-
chen, autoklavieren, Sml Aliquots bei — 20°C einfrieren

Blocking Puffer: ein Sml Aliquot in 45ml Detektionspuffer 1 (Endkonzentration =1%)

Detektionspuffer 1: 0,1M Maleinsdure
0,15M NacCl
auf pH-Wert von 7,5 einstellen
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Detektionspuffer 2: 0,IM Tris (pH9,5)

0,IM NacCl
0,05M MgCl,
20XSSC: 3M  NaCl
0,3M Sodiumcitrat
0,1% DEPC
auf pH-Wert von 7,0 einstellen und dann autoklavieren
Methylenblaulsung:0,02% Methylenblau Bleaching Puffer:  0,2x SSC
0,3M NaAcetat (pHS,5) 1% SDS
0,1% DEPC 0,1% DEPC
autoklavieren autoklavieren
Waschpuffer 1: 2x SSC Waschpuffer 2: 0,1x SSC
0,1% SDS 0,1% SDS
0,1% DEPC 0,1% DEPC
autoklavieren autoklavieren

Polyacrylamidgel (PAA)-Northernblot:

Fiir die Auftrennung kleinerer RNA Bereiche (z.B. RprA) wurden kleine Polyacrylamidge-
le verwendet. Die Konzentration der zuvor mit Hilfe des SV Total RNA Kits von Promega
(Z3100) isolierten RNA wurde wie unter Abschnitt 5.14 bestimmt. Bei einer zu geringen
Konzentration wurde das Probenvolumen gegebenenfalls in der Speedvac verringert und
die RNA-Proben somit aufkonzentriert.

Etwa 3 ug Gesamt-RNA (in einem Volumen von 5 pl) wurden mit 5 pl Probenpuffer ver-
setzt und fiir 15 min bei 65°C erhitzt. Die RNA wurde dann in einem 6 % PAA-Gel bei
etwa 10 mA in 1 x TBE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Blotten (Ubertra-
gen) auf eine positiv geladene Nylonmembran (bei 15 V in kaltem 1 X TBE) erfolgte die
Fixierung der RNA auf der Membran fiir 4 min unter UV-Licht-Einfluss (sog. UV-
Crosslinking). Die folgenden Hybridisierungs- und Detektionsschritte sind bereits oben
beschrieben worden.

Zur Uberpriifung der aufgetragenen RNA-Mengen wurde die zuvor verwendete Sonde mit
heiBlem Wasser (3 x spiilen) und mit 2 x SSC bei 75°C (iiber Nacht) abgewaschen. Die
Membran wurde dann erneut prahybridisiert und mit der 5S RNA-Sonde als Kontrolle in-
kubiert. Alle weiteren Schritte wurden entsprechend dem vorangegangenen Abschnitt
durchgefiihrt. Hybridisierung: 46°C fiir RprA und 5S RNA, Waschen: 42°C fiir RprA und
5S RNA
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6% PAA: M Urea Probenpuffer: 95% Formamid
6% Gel 40 0,1% (w/v) Xylencyanol
1 x TBE 0,1% (w/v) Bromphenolblau
APS 80 pl 10 mM EDTA

TEMED 10,6 pul
mit bidest. H,O auf 10 ml

10 x TBE: 108g Tris
55g Borsdure
40 ml 500 mM EDTA, pHS8
mit bidestilliertem H,O auf 11

5.16. mRNA-Stabilitatsanalysen (Rifampicin-Abbau)

Rifampicin ist ein Antibiotikum, welches bei Bakterien die DNA-abhéngige RNA Polyme-
rase hemmt und somit spezifisch die Transkription unterbindet. Fiir die Bestimmung der
Halbwertszeit der csgD-mRNA, als ein Beispiel, wurden die zu untersuchenden Bakterien-
stimme in LB-Medium, aerob bis zur gewiinschten ODs7g kultiviert. Direkt vor der Zugabe
des Antibiotikums Rifampicin (in einer Endkonzentration von 500 pg/ml) zu den Kulturen
wurden 10 ml als Probe fiir die anschlieBende RNA-Préparartion und Northernblotanalyse
(siehe unter Punkt 5.13-5.15) abgenommen. Nach der Zugabe von Rifampicin erfolgte die
Probenahme iiblicherweise in 2 Minuten-Schritten. Im Falle der RprA-RNA wurde die
Probennahme in 2 Minuten-Schritten und nach 10, 15 und 30 Minuten durchgefiihrt. Da-
nach folgt, wie bereits unter Abschnitt 5.13 bis 5.15 beschrieben, die Isolierung der RNA

mit anschlieBender Northernblotanalyse.

5.17. Transkriptomanalysen-Mikroarrayanalysen (MWG-Protokoll, Kit Amersham)
1. Mikroarrays: Die in dieser Arbeit fiir die Transkriptomanalysen verwendeten Mikroar-
rays wurden durch das MPI fiir Infektionsbiologie, Berlin (AG Mollenkopf) gespottet. Die
dafiir verwendeten 4288 genspezifischen 50mer Oligonukleotide sind im Vorfeld durch die
Firma MWG (Ebersberg) synthetisiert worden und représentieren das gesamte E.coli Ge-
nom auf diesem Mikroarray.

2. Synthese Fluoreszenz-markierter cDNA: Gleiche Mengen (20 pg) an zuvor iiber die hei-
B¢ Phenol-Chloroform-Methode isolierter RNA, der zu untersuchenden Bakterienstimme
(meist Vergleich von Wildtyp mit einer Mutante), wurden fiir die Synthese fluoreszenz-
markierter cDNA eingesetzt. Die Synthese der cDNA erfolgte mit zuféllig bindenden ran-
dom Nona-meren, der reversen Transkriptase und dem fiir die Markierung notwendigen

Nukleotid Amino-allyl(AA)-dUTP. Nach der cDNA-Synthese erfolgte die Markierung mit
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Cy3-HNS Ester oder Cy5-HNS Ester, die in der Lage sind an die in der cDNA eingebauten
Aminoallygruppe zu binden. Alle Schritte wurden unter Verwendung und Anleitung des
CyScribe Post-Labelling Kit von Amersham (GE Healthcare, GB) durchgefiihrt. Die an-
schlieBende Reinigung des Reaktionsgemisches erfolgte mit dem CyScribe GFX Purifica-
tion Kit (GE Health-care, GB).

3. Hybridisierung, Detektion, Auswertung: Die beiden fluoreszenz-markierten Ansétze
wurden nun miteinander vermischt, auf ein Volumen von etwa 10 pl in der Vakuumzentri-
fuge eingeengt und nach Zugabe von 6 ul H,O 5 min bei 95°C erhitzt. Nach einer weiteren
Minute auf Eis wurde der Ansatz mit vorgewdrmtem (68°C) 35 pl SlideHyb™-Puffer
(Ambion) versetzt und auf den Mikroarray, der mit einem speziellen Deckglas versehen
wurde, pipettiert. In einer Hybridisierungskammer (Biozym) wurde der Mikroarray 20-24
Stunden bei 45°C inkubiert. Die anschlieenden Waschschritte erfolgten nach der im nach-
folgenden beschriebenen Reihenfolge: Al-Puffer 50°C-10min, 42°C-10min; A2-Puffer
42°C-10min, 37°C-10min; A3-Puffer 2x 10min bei Raumtemperatur. Vor dem Scannen
wurde die iiberschiissige Waschfliissigkeit auf dem Mikroarray durch Zentrifugation bei
500g fiir 7 min entfernt. Die Fluoreszenz-Detektion auf dem Mikroarray bei 532 nm (fiir
Cy3) und 635 nm (fiir Cy5) erfolgte mit dem GenePix 4100 (Axon) Laserscanner und der
dazugehorigen Software GenePix Pro 4.1. Fiir weitere Auswertungen bzw. Vergleiche
mehrerer Mikroarrays untereinander wurde zum Teil das Programm Acuity (Axon) ver-
wendet.

Jedes Mikroarrayexperiment wurde mindestens zweimal durchgefiihrt. Als differentiell
regulierte Gene wurden solche betrachtet, die die nachfolgenden Auswertekriterien er-
fiillen: a) Signal-Rausch-Abstand (Signal to noise Ratio) > 3, b) Summe der Mediane (Sum
of Medians) > 200, c) RNA-Mengen Unterschiede (Ratio) >2 bzw. <0,5.

Al-Puffer: 2x SSC A2-Puffer:  0,5x SSC A3-Puffer: 0,1x SSC
0,5% SDS 0,5% SDS

6. Biochemischen Methoden

6.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine nach
threr GroBe in einer Polyacrylamidmatrix aufgetrennt. Das anionische Detergenz SDS,

welches im Probenpuffer enthalten ist, bindet an die Proteine, fithrt damit dessen Entfal-
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tung herbei und tiberdeckt die Eigenladung der Proteine. Es entstehen Micellen mit kon-
stanter ne-gativer Ladung pro Masseneinheit. Die Proteine wandern also bei Anlegen eines
Stromflusses gemdl ihrer Grofe durch das Gel. Die wesentliche Vorgehensweise ist in
Laemmli (1970) beschrieben.

Bei einer bestimmten ODs7g nm erfolgte die Probenahme aus einer wachsenden Bakterien-
kultur. Dabei wurde die entnommene Menge so gewihlt, dass der Gesamtproteingehalt 40
ng betrug. Fiir die Berechnung der Proteinkonzentration wurde folgende Beziehung ver-
wendet: 1 ml einer Zellsuspension mit einer ODs7g von 1,0 enthdlt 107 pg Protein (R.
Hengge, unveroffentlichte Daten). Die Proben wurden mit Trichloressigsdure (Endkonn-
zentration 10%) versetzt, mindestens 20 min auf Eis gefdllt und anschlieBend 10 min
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde anschlieend mit Aceton gewaschen, getrock-
net und in 1x Probenpuffer aufgenommen. In den meisten Fillen wurde die Konzentration
auf 1 pug Protein/ 1ul Probenpuffer eingestellt. Nach fiinf miniitigem Kochen wurde die
Probe kurz abzentrifugiert und entweder direkt auf das SDS-Gel aufgetragen oder bis zur
spiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. Die Gelelektrophorese erfolgte in einer Mini-
PROTEAN II-Apparatur (BioRad). Dabei wurde ein feinporiges 12 %iges Trenngel mit
einem grofB3porigen 4 %igen Sammelgel {iberschichtet. Von jeder Probe wurden 5 bzw. 10
ug Protein mit Hilfe einer 10 ul Pipettenspitze aufgetragen. Nach dem Auftrennen der Pro-
teine bei 25 mA pro Gel und maximaler Spannung wurde das Gel mit Coomassie Brilliant

Blue geférbt oder es erfolgte das Blotten auf eine PVDF (Polyvinylidenflourid)-Membran.

1x Probenpuffer: Elektrophoresepuffer:
0,06 M Tris pH 6,8 25 mM Tris

2 % SDS 0,19 M Glycin

10 % Glycerin 0,1 % SDS

3 % B-Mercaptoethanol
0,005 % Bromphenolblau

Sammelgel:

1,25 ml Upper Gelbuffer (6,06g Tris, 0,8g SDS in 100ml Wasser; pH 6,8)
0,65 ml Rotiphorese Gel 30 (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid)

3,07 ml Wasser

5 ul TEMED

25 ul 10% APS
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Trenngel:

2,5 ml Lower Gelbufter (36,34g Tris, 0,8g SDS in 200ml Wasser; pH 8,8)
4 ml Rotiphorese Gel 30 (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid)

3,45 ml Wasser

5 ul TEMED

50 ul 10% APS

6.2. Sensitive Coomassiefarbung von SDS-Polyacrylamidgelen (Fairbanks-Farbung)

Zur schnellen und sensitiven Coomassiefarbung von SDS-Gelen wurden diese nach der
Methode von Fairbanks behandelt (Fairbanks et al. 1971). Hierfiir wurden die Gele zu-
nédchst in Losung A (25% Isopropanol, 10% Essigsdure, 0,05 % Coomassie Brilliant Blue
R-250) ge-geben, in der Mikrowelle aufgekocht und 5 min bei Raumtemperatur auf einem
Schiittler inkubiert. Abweichend von der Fairbanks-Methode wurden die Gele sofort in
Losung D (10% Essigsdure) tiberfiihrt und dort inkubiert bis alle Proteinbanden sehr gut

sichtbar waren.

6.3. Immunoblotanalyse (sog. Westernblot)

Der Nachweis von Proteinen erfolgte mittels der Immunoblotanalyse. Hierbei werden Pro-
teine, die zuvor in einem SDS-Gel ihrer Grofle nach aufgetrennt wurden auf eine PVDF-
Membran iibertragen. Im Anschluss daran wird das Protein von Interesse mit einem spezi-
fischen primiren Antikorper markiert. Die Detektion erfolgt iiber einen sekundédren Anti-
korper, der mit alkalischer Phosphatase gekoppelt vorliegt.

Die Transfer-Membran wurde erst in Methanol equilibriert, dann in Wasser und Transblot-
puffer geschwenkt, bevor sie luftblasenfrei auf das SDS-Gel gelegt wurde. Gel und Memb-
ran wurden zwischen zwei Whatmanpapiere (Roth) positioniert und in der Blotapparatur
(Mini-PROTEAN II, BioRad) fixiert. Der Blotvorgang erfolgte in kaltem Transblotpuffer
fiir eine Stunde bei 100 Volt und maximaler Stromstarke.

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran wurde diese fiir mindestens 30 Minuten
bei Raumtemperatur in TBSTM inkubiert, um unspezifische Bindestellen mit Milchprotei-
nen zu blockieren. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Membran mit dem spe-
zifischen priméren Antikorper fiir 2 Stunden unter stindigem Schwenken auf dem Schiitt-
ler. Nach dreimaligem Waschen fiir 10 min mit TBST wurde die Membran fiir ein bis zwei
Stunden mit dem sekundiren Antikdrper inkubiert. Die Membran wurde erneut mit TBST
und AP-Puffer gewaschen, um im Anschluss daran mit einer Farbelosung entwickelt zu
werden. Diese Firbelosung enthilt ein chromogenes Substrat (NBT/BCIP) der alkalischen
Phosphatase. Das Abstoppen der Farbreaktion erfolgte durch den Austausch der Férbelo-
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sung gegen Wasser. Dem Trocknen der Membran zwischen zwei Whatmanpapieren folgte
die fotographische Aufnahme, mit anschlieBender Auswertung iiber das Grafikprogramm
Image Gauge Version 3.45 (Fuji Photo Film). Hierbei wurde die relative Schwérzung der
Banden als MaB fiir die auf dem Blot enthaltene Proteinmenge ermittelt. Nach Abzug der
Hintergrundschwirzung und unter Beriicksichtigung der Standardbande wurden dadurch
die Verhéltnisse der z.B. RpoS-Bande verschiedener Stammbhintergriinde bestimmt und
untereinander verglichen.

vermendete primire polyklonale Antikorper gegen: CsgD, 6°, GFP

Transblotpuffer: TBST: TBSTM:

25 mM Tris 20 mM Tris, pH 7,5 TBST

192 mM Glycin 150 mM NacCl 5 % Magermilchpulver
20 % Methanol 0,05 % Tween-20

AP-Puffer: Farbelosung:

100 mM Tris, pH 9,5 10 ml AP-Puffer

100 mM NacCl 66 ul NBT (50 mg/ml in 70% DMF)

5 mM MgCI2 33 pl BCIP (50 mg/ml in DMF)

6.4. Uberproduktion und Reinigung von ArcB, BarA, BaeS, RstB, RcsB und ResBP*F
Die Reinigung der Proteine, mit denen Auto- und Transphosphorylierungsexperimente
durchgefiihrt wurden, erfolgte unter nativen Bedingungen entsprechend des Qiagen-
Standardprotokolls (8, 9 und 12) unter Verwendung von Ni-NTA-Sdulchen.
(Plasmidbeschreibungen siche Tabelle 5)
Die Lagerung der Proteine ArcB, BarA, BaeS, RstB, ResB und ResB™%F erfolgte bei -
20°C in
Lagerungspuffer A: 10 mM Tris (pH 8)

0,1 mM EDTA

10 mM MgCl,

200 mM KCI

50 % Glycerin

6.5. Bestimmung der Proteinkonzentration (nach Pierce)
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das ,,Coomassie (Bradford) Protein As-

say Kit“ der Firma Pierce verwendet.
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6.6. R-Galaktosidase-Aktivitatstest

Die spezifische p-Galaktosidaseaktivitit von Zellsuspensionen wurde nach Miller
(1972/1992) bestimmt und in umol gespaltenes Substrat (ONPG) pro Minute und mg Zell-
protein angegeben. Abweichend vom Protokoll wurde die optische Dichte der Zellsuspen-
sion bei 578 nm und die Absorption des Produktes o-Nitrophenol bei 405 nm gemessen.
Zur Bestimmung der B-Galaktosidaseaktivitit wurden Zellen der Kultur entnommen und
geeignete Aliquots in Z-Puffer (Endvolumen 1 ml) iiberfiihrt. Die Zellen wurden durch
Zugabe von einem Tropfen 0,1 %igem SDS und zwei Tropfen Chloroform aufgeschlossen.
Nach 10 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 ul ONPG (4 mg/ml) gestartet.
Bei Erreichen einer geeigneten Gelbfarbung oder nach spédtestens 1 Stunde wurde die Re-
aktion durch Zugabe von 0,5 ml 1 M Natriumcarbonat-Ldsung abgestoppt. Die Reaktions-
ansédtze wurden 10 Minuten abzentrifugiert und anschlieBend die Absorption bei 405 nm
gemessen. Als Referenz diente ein Testansatz, bei dem anstelle der Bakteriensuspension Z-
Puffer eingesetzt wurde. Die spezifische Aktivitét eines Enzyms ist definiert als umgesetz-
te Stoffmenge pro Zeit und Menge an Protein. Aus dem Lambert-Beerschen Gesetz (AE =
Ac - d - €) lasst sich die Formel fiir die spezifische B-Galaktosidaseaktivitét herleiten, wenn

in 1 ml Zellsuspension bei einer ODs7g von 1 0,107 mg Protein enthalten sind.

spezif. B-Gal.-Aktivitdt [umol/min/mg Protein] = An/ (At/ Mpyotein)
=V/ (S'Cp) . [AE405/ (At . VB . OD578)]
= 3,38 . E405/ (At . VB . OD578)

Ac = Konzentrationsianderung
d = Schichtdicke der Kiivette [cm]
€ = Extinktionskoeffizient von o-Nitrophenol bei 405 nm; & = 4860 M cm’!

An = Anderung der Stoffmenge
Mpyotein = Proteingehalt [mg]

A% = Endvolumen des Testansatzes (1,7 ml)

Cp = Gesamtproteingehalt einer Bakteriensuspension bei ODs73 =1 = 0,107 mg/ml
AE4ps = Extinktionsénderung bei 405 nm

At = Reaktionszeit [min]

Vs = Volumen der eingesetzten Bakteriensuspension [ml]

ODs7s = optische Dichte der Bakteriensuspension bei 578 nm
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6.7. In vitro Phosphorylierungsassay (Autophosphorylierung, Transphosphorylie-
rung)

Um den Einfluss von zum Beispiel Lysophosphatidylglycerin (LPG) und Palmitinsdure auf
die Auto- und Transphosphorylierungsfahigkeit verschiedener Sensorkinasen zu unter-
suchen wurden radioaktive in vitro Phosphorylierungsstudien mit gereinigten Sensorkina-
seproteinen und y*?P-ATP durchgefiihrt. Prinzipiell wurde dabei nach der von Mika be-
schriebenen Methode vorgegangen (Mika et al. 2005). Die Lipide (z.B. LPG) wurden dafiir
in 1ml LPG-Puffer (13,4 mM Stammlosung) gelost, gevortext, 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert, weitere 15-30 min bei 30°C geschiittelt und dann mit Ultraschall (3 mal 15 s bei
einer relativen Intensitit von 65%) behandelt. Die weiteren Verdiinnungen der Lipide er-
folgten ebenfalls in LPG-Puffer. Die Palmitinsdurestammldsung (13,4 mM) wurde durch
Ldosen der Palmitinsdure in LPG-Puffer bei 62°C fiir 30 Minuten hergestellt.
Autophosphorylierung: Die zuvor unter nativen Bedingungen gereinigte Sensorkinase
(ArcB, BarA, BaeS oder RstB) wurde gleichzeitic mit y*°P-ATP (1,66 mM, 6000
Ci/mmol) und der entsprechenden Konzentration des LPG oder der Palmitinsdure fiir 10
min bei 30°C in Transphosphorylierungspuffer (TP; Jeon, 2001) inkubiert. Anschlieend
erfolgte das Abstoppen der Reaktion mit 4 pul 4x Proteinprobenpuffer, eine kurze Lagerung
auf Eis und das Auftrennen auf einem 12 %igen Acrylamidgel bei 25 mA fiir etwa 1 Stun-
de. Nach dem Trocknen des Gels fiir 2h bei 80°C wurde durch Auflegen von IP-Platten
(fiir 10 min bis 1h) die radioaktive Markierung der Proteine {ibertragen. Das Einlesen der
[P-Platten erfolgte mit dem Phosphoimager FLA-2000G (Fuji Photo Film) und der dazu-
gehorigen Software ImageReader. Die Stirke der Banden und deren Schwérzungsgrad
wurden mit dem Grafikprogramm Image Gauge 3.45 (Fuji Photo Film) bestimmt.
Transphosphorylierung: Hierzu wurde gereinigtes ArcB (0,065 pM) mit y*2P-ATP (1,66
mM, 6000 Ci/mmol) in Transphosphorylierungspuffer (TP) fiir 10 min bei 30°C vorinku-
biert. Innerhalb dieser 10 min erfolgt die effiziente Autophosphorylierung von ArcB.
Gereinigtes RssB (1 uM) im TP-Puffer wurde zusammen mit den unterschiedlichen Kon-
zentrationen des LPG vermengt. Zu diesem Ansatz wurden dann 4 ul des vorinkubierten
ArcB/ATP-Gemischs hinzugefiigt, um die Transphosphorylierungsreaktion zu starten. Die
Inkubation der Proben erfolgte bei 30°C fiir 10min. Alle folgenden Schritte (Abstoppen der
Reaktion, Gel, Visualisierung) sind mit denen des Autophosphorylierungexperimentes
identisch.

Die hiefiir verwendete Radioaktivitit Redivue Adenosin 5‘-[32P]-triphosphate, AA0018

wurde zuerst von Amersham Bioscience und dann von Perkin-Elmer bezogen.
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LPG-Puffer: Transphosphorylierungspuf-
fer:
40mM Tris-HCI, pH 7,5 33 mM Hepes-KOH, pH 7.4
6mM NaN3 70 mM KCl
1%  Triton-X-100 10 mM MgCl2

0,1 mM EDTA

2mM DTT

10% Glycerin

4x Proteinprobenpuffer:

0,24 M Tris, pH6,8

8 % SDS

40% Glycerin

400 mM DTT

0,02 % Bromphenolblau

6.8. Messung freier Fettsauren (Aurass P. RKI, Wernigerode)

Zur Uberpriifung, ob Cardiolipin ebenfalls von RssA gespalten wird, wurde die Phospholi-
pase RssA zusammen mit Cardiolipin inkubiert und im Anschluss das Entstehen freier
Fettsduren durch eine Farbreaktion nachgewiesen. Der Inkubationsansatz erfolgte unter
folgenden Bedingungen: Das Substrat (Cardiolipin) wurde unter Zusatz von 3 mM NaNj,
0,5% Triton X-100 in 20 mM Tris-HCI (pH 7,2) bei 37°C 15 Minuten lang geschiittelt und
somit gelost. AnschlieBend wurde das geldste Substrat in einer Mikrotiterplatte zusammen
mit dem gereinigten RssA-Protein in einem Verhiltnis von 1:1 gemischt und unter Schiit-
teln (100 rpm) bei 37°C inkubiert. RssA wurde dabei stets im Verhéltnis 1:5 in Tris-HCl
oder Dialysepuffer verdiinnt in die Reaktion eingesetzt. Als Negativkontrolle diente 40
mM Tris-HCI.

Die Detektion der freien Fettsduren erfolgte mit dem Nefa-C-Test Kit. Hierbei wurden 10
ul des zuvor beschriebenen Inkubats unter 15 miniitiger Schiittelinkubation bei Raumtem-
peratur mit 50 pl Farbreagenz A und anschliefend weitere 15 Minuten mit Farbreagenz B
unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Der Farbumschlag, der bei Vorhandensein frei-
er Fettsduren erfolgte, wurde im Mikrotiterplattenreader durch Bestimmung der ODssp nm
gemessen. Anhand einer zuvor generierten Eichkurve eines Olsiurestandards des Kits

wurde dann die Konzentration der freien Fettsduren errechnet.

6.9. Protein-DNA-Bindestudien (Electrophoretic Mobility Shift-Experimente EMS)

Um der Fragestellung nachzugehen, ob RcsB direkt an die csgD-Promotorregion bindet
wurden EMS-Experimente (Electrophoretic Mobility Shift) modifiziert nach der Methode
von Fried und Crothers durchgefiihrt (Fried und Crothers 1981). Bei Entstehung eines Pro-
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tein-DNA-Komplexes wandert dieser Komplex mit geringerer Geschwindigkeit durch das

Gel, als die entsprechende freie, ungebundene DNA.

7. Computerprogramme und Internetadressen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden hauptsichlich die folgenden Programme verwendet.
Datenverarbeitung: Microsoft Office 1998, DNA-Strider ™1.3f16, Amplify
Visualisierungssoftware: Kaleidagraph 3.6, Image Gauge V3.1, GenePix Pro 4.1 und Acui-
ty (Axon).

Die Funktion und die Zugehdrigkeit zu Transkriptionseinheiten der in den Mikroarrays als
differentiell reguliert identifizierten Gene wurden mit den folgenden Datenbanken er-
mittelt:

- EcoCyc (ecocyc.org)

- EcoGene (ecogene.org)

- ColiBase (colibase.bham.ac.uk)

- Colibri (genolist.pasteur.fr/Colibri)

- NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Strukturvorhersagen fiir RprA wurden mit dem Programm der Fa. MFOLD, Quickfold
(Zuker M., 2003) (mfold.bioinfo.rpi.edu) getroffen. Mogliche Ziel-mRNAs dieser kleinen
RNA wurden mit dem Programm TargetRNA (snowwhite.wellesley.edu/targetRNA/)
(Tjaden, 2008) gesucht und potentielle Bindestellen von RprA innerhalb der Ziel-mRNA

ermittelt.
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1. Die Rolle der patatin-d4hnlichen Phospholipase RssA bei der Kontrolle

des ArcB/ArcA/RssB-Systems und anderer Zweikomponentensysteme
Die im Folgenden beschriebenen intensiven Voruntersuchungen zur Funktion von RssA
sind durch M. Marquardt in der Arbeitsgruppe von R. Hengge und in Kooperation mit P.
Aurass und Dr. A. Flieger des Robert-Koch-Instituts in Berlin/Wernigerode durchgefiihrt
worden (Marquardt, 2007).
RssA wurde nach Sequenzhomologie-Untersuchungen in die Familie der patatin-dhnlichen
Proteine eingeordnet. Einige dieser patatin-dhnlichen Proteine weisen in vitro Phospholipa-
se-Aktivitit auf, durch die Phospholipide in Lysophospholipide und freie Fettsduren ge-
spalten werden konnen. Das bislang am besten untersuchte Beispiel stellt das Toxin ExoU
aus Pseudomonas aeroginosa dar. ExoU besitzt ebenfalls Phospholipaseaktivitit und be-
reits minimal exprimierte Mengen verursachen die Zerstérung von Membranen verschie-
dener Organellen (Phillips et al., 2003; Sato et al., 2003). Nach dem Zellkontakt des Bak-
teriums mit einer eukaryontischen Zelle wird ExoU zusammen mit anderen Effektorprotei-
nen iiber das Typ III Sekretionssystem in die Wirtszelle injiziert. Innerhalb der Wirtszelle
kommt es dann zur Aktivierung von ExoU und zum Abtéten der Wirtszelle (Sato et al.,
2003).
Eine Phospholipase-Aktivitit konnte durch diinnschichtchromatographische Untersuchun-
gen beziiglich der entstehenden Spaltungsprodukte und eines Enzymassays zur Bestim-
mung freier Fettsduren auch fiir RssA beschrieben werden. RssA spaltet dabei spezifisch
Phosphatidylglycerin (PG), ein Lipid welches 20 % aller Phospholipide in der bakteriellen
Membran ausmacht, hydrolytisch in Lysophosphatidylglycerin (LPG) und freie Fettsduren.
Fiir seine Aktivitit ist das G-X-S-X-G Motiv mit dem Serin an Position 41 essentiell.
Neben diesen Befunden wurde des Weiteren beobachtet, dass RssA die 6°-Proteolyse ver-
langsamt und dafiir phosphorylierbares RssB bendtigt. Allerdings beruhen diese Schluss-
folgerungen auf sehr kompliziert konstruierten Stimmen und sollten weiter tiberpriift wer-
den.
rssA und rssB sind zusammen in einem Operon lokalisiert und unterliegen somit derselben
Regulation. Die Genprodukte von in Operonen lokalisierten Genen sind meist an denselben
zelluldren Prozessen beteiligt, indem sie zum Beispiel ihre Aktivitit gegenseitig beeinflus-
sen oder miteinander interagieren konnen. Dies konnte also auch fiir rssA und rssB zutref-
fen. Fiir RssB ist die Funktion als Responseregulator, der in seinem phosphorylierten Zu-
stand an den generellen Stress-Sigmafaktor 6> bindet und diesen dem Abbau durch die

ClpXP-Protease zufiihrt, bereits sehr lange bekannt (Hengge-Aronis, 2002). Durch die
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Modulation seines Phosphorylierungsstatus konnte also die o°-Proteolyse beeinflusst wer-
den.

Untersuchungen zeigten jedoch, dass RssA nicht direkt mit RssB und auch nicht mit ¢°
interagiert (Kampmann, 2001; Marquardt, 2007). Des Weiteren konnte kein Einfluss von
RssA auf die RssB-Phosphorylierung in vitro durch zum Beispiel Modulation der Sensor-
kinase ArcB beobachtet werden. Demnach ist der beobachtete Effekt der verlangsamten
o°-Proteolyse in Anwesenheit von RssA nicht direkter Natur. Méglicherweise iiben die bei
der Spaltung von PG durch RssA entstehenden Produkte (Lysophosphatidylglycerin, freie
Fettsduren) einen Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von RssB aus. RssB kann in
vivo durch Acetylphosphat und durch die Sensorkinase ArcB (Mika et al. 2005) phospho-
ryliert werden. Die °-Halbwertszeit einer arcB-Mutante im Vergleich zur Wildtypsitua-
tion ist mit der einer RssA™" Situation vergleichbar, weshalb ein méglicher Einfluss auf die
Sensorkinase ArcB postuliert wurde.

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob die RssA-Spaltungsprodukte (LPG, freie
Fettsduren) die Sensorkinase fiir RssB (ArcB) modulieren kdnnen.

Erste Experimente dazu sind ebenfalls von M. Marquardt durchgefiihrt worden und in der
folgenden Arbeit fortgefiihrt und erweitert worden. Ein weiterer Kernpunkt der Untersu-
chungen war herauszufinden, welchen Einfluss die Patatin-dhnliche Phospholipase RssA

von E.coli in vivo ausiibt.

1.1. Das aus der enzymatischen Aktivitat von RssA hervorgehende Spaltungsprodukt

LPG hemmt die Autophosphorylierung von ArcB, RstB, BaeS und BarA in vitro
Die Phospholipase RssA spaltet Phosphatidylglycerin in Lysophosphatidylglycerin und
freie Fettsduren. Durch Autophosphorylierungsexperimente sollte geklédrt werden, ob diese
Spaltungsprodukte die Sensorkinase ArcB modulieren kénnen. Dafiir wurde gereinigtes
ArcB (Mika et al. 2005) zusammen mit y"’P-ATP und steigenden Konzentrationen von
LPG gleichzeitig fiir 10 Minuten bei 30°C inkubiert, auf einem 12% Acrylamidgel aufge-
trennt und durch eine anschlieBende Autoradiographie die Intensitit der Autophosphorylie-
rung sichtbar gemacht. In Abbildung 1A ist die Autophosphorylierung von ArcB bei stei-
gender LPG-Menge dargestellt.
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Abbildung 1: LPG reduziert die Autophosphorylierung von ArcB (A) und die Transphosphorylierung
von ArcB auf RssB (B)

Das gereinigte Protein ArcB (0,067 uM) und y**P-ATP wurden gleichzeitig mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen an LPG (A) bzw. zusitzlich dazu mit gereinigtem RssB-Protein (10 uM) (B) versehen. Nach einer
Inkubation bei 30°C fiir 10 min wurde die Reaktion gestoppt und die Proben auf ein 12%iges SDS-
Polyacrylamidgel geladen.

Hierbei ist eindeutig zu erkennen, dass ArcB mit steigender Konzentration an LPG in sei-
ner Phosphorylierungsfahigkeit gehemmt ist. Hohe Mengen an LPE und PG haben jedoch
keinen bzw. nur einen geringen Einfluss auf die Autophosphorylierung von ArcB (Abb.
1A). LPG bt folglich einen Einfluss auf die Phosphorylierung der Sensorkinase ArcB aus.
Dieser Effekt wird ebenfalls sichtbar, wenn zusétzlich der Responsregulator RssB mit in
den Ansatz gegeben wird. Wie in Abbildung 1B ersichtlich, hat die Reduzierung der ArcB-
Phosphorylierung auch einen reduzierten Phosphotransfer auf RssB zur Folge.

Dieses Ergebnis wirft die Frage auf, ob nur der ArcB/RssB Weg beeinflusst wird oder auch
andere Sensorkinasen auf LPG reagieren und LPG eine eher generelle Rolle bei der Aktivi-
tatskontrolle von Zweikomponentensystemen spielt. Dazu wurden speziell solche Kinasen
ausgesucht, die durch vorangegangene Untersuchungen eine effiziente Autophosphorylie-
rung in vitro aufweisen (Yamamoto et al., 2005), gereinigt und ebenfalls mit unterschied-
lichen LPG-Konzentrationen und y*°P-ATP inkubiert. In Abbildung 2 ist der Einfluss von
LPG auf die Sensorkinasen RstB, BaeS und BarA dargestellt.
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Abbildung 2: LPG reduziert die Autophosphorylierung der Sensorkinasen RstB (A), BaeS (B) und
BarA (C)

Das gereinigte Protein RstB (2,89uM) (A), BaeS (2,3uM) (B) bzw. BarA (0,67uM) (C) wurde gleichzeitig
mit y?P-ATP und unterschiedlichen Konzentrationen an LPG versehen. Nach einer Inkubation bei 30°C fiir
10 min wurde die Reaktion gestoppt und die Proben auf ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel geladen. Die
Quantifizierung erfolgte mit Hilfe des Programms Image Gauge.

Alle drei Kinasen zeigen mit Zunahme der LPG-Konzentration eine Reduzierung der Au-
tophophosphorylierung, wobei die Kinasen RstB (Abb. 2A) und BaeS (Abb. 2B) bereits
bei einer Konzentration von 400uM LPG eine 50fache Reduktion aufweisen. Bei BarA
(Abb. 2C) hingegen sind hohere LPG-Mengen nétig, trotzdem wird auch diese Kinase
durch LPG in ihrer Phosphorylierungsfahigkeit gehemmt. Der Grund hierfiir konnte im
Aufbau der Kinasen liegen. BarA stellt eine Hybridsensorkinase dar, die dadurch auch als
eine Phosphatase fungieren kann. Das durch die Phospholipase-Aktivitit von RssA ge-
nerierte Spaltungsprodukt LPG hemmt also nicht nur ArcB in seiner Phosphorylierung,
sondern spielt moglicherweise eine generelle Rolle bei der Aktivititskontrolle von Zwei-
komponentensystemen, indem es wie hier dargestellt auch in der Lage ist, andere Sensor-

kinasen zu hemmen.

1.2. Die ebenfalls aus der Spaltung hervorgehende freie Fettsdure — Palmitinsaure hat
keinen Einfluss auf die Autophosphorylierung von ArcB in vitro

Das zweite Spaltungsprodukt, was bei der durch die Phospholipase-Aktivitit von RssA in

Bezug auf die Hydrolyse von PG entsteht, sind freie Fettsduren. In dem folgenden Experi-

ment sollte nun untersucht werden, inwieweit auch freie Fettsduren an der Modulation von

ArcB-Autophosphorylierung beteiligt sind. Dafiir wurde, wie im vorangegangenen Ab-

schnitt beschrieben, das gereinigte ArcB-Protein mit verschiedenen Palmitinsdurekon-

zentrationen und y*’P-ATP inkubiert, aufgetrennt und autoradiographisch sichtbar ge-
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macht. Palmitinsdure (Hexadekansdure) ist eine gesittigte organische Sdure, die zu den
Fettsduren zéhlt. In Abbildung 3 ist die Autophosphorylierung von ArcB in Anwesenheit

steigender Palmitinsdurekonzentrationen dargestellt.
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Abbildung 3: Die Fettsaure Palmitinsaure hat keinen Einfluss auf die Autophosphorylierung von ArcB

Das gereinigte Protein ArcB (0,067 uM) und y°*P-ATP wurden gleichzeitig mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen an Palmitinséure versehen. Nach einer Inkubation bei 30°C fiir 10 min wurde die Reaktion gestoppt
und die Proben auf ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel geladen. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe des
Programms Image Gauge.

Wie in Abbildung 3 ersichtlich, ist hat die Fettsdure Palmitinsdure keinen Einfluss auf die
Autophosphorylierung von ArcB. ArcB wird in seiner Autophosphorylierungsfahigkeit
nicht durch die freie Fettsdure Palmitinsdure gehemmt. Zusammenfassend kann aus diesen
Ergebnissen geschlussfolgert werden, dass die patatin-dhnliche Phospholipase RssA iiber
ihr spezifisches Spaltungsprodukt LPG die ¢°-Proteolyse verlangsamt, indem es die ArcB
und folglich auch die RssB-Phosphorylierung hemmt und somit den Abbau des generellen
Stress-Sigmafaktors o° durch die ClpXP-Protease verhindert. Neben ArcB/RssB wird
auch die Phosphorylierung dreier weiterer Sensorkinasen (Abb. 2A bis C) in vitro durch
LPG beeinflusst. LPG ist somit nicht spezifisch fiir ArcB, sondern konnte eine generelle

Rolle bei der Regulation von Zweikomponentensystemen spielen.

1.3. RssA zeigt Auswirkungen auf die genomweite Genexpression in vivo
Die vorangegangenen Erkenntnisse basieren alle auf in vitro Untersuchungen zur Rolle

von RssA/LPG. Es stellt sich deshalb die Frage: Welche Rolle spielt RssA tatséchlich in
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vivo? Die dazu durchgefiihrten Experimente und Ergebnisse sind im nachfolgenden Ab-
schnitt dargestellt.

Das durch RssA generierte Spaltungsprodukt LPG hemmt in vitro - aber nicht vollstindig -
die Sensorkinase ArcB. Demzufolge ist der Phosphattransfer auf RssB (Abb. 1B) und den
Responseregulator ArcA reduziert. Zum einen resultiert dies in erhdhten o°-Spiegeln und
zum anderen konnte dies einen Einfluss auf ArcA-regulierte Gene haben. Zusitzlich dazu
hat RssA/LPG auch einen Einfluss auf die Aktivitit anderer Zweikomponentensysteme
(Abb. 2A bis C). Somit konnten eben nicht nur solche Gene, die unter der Kontrolle des
ArcB/ArcA- und ArcB/RssB/ 6°-Systems stehen, sondern auch Gene unter Kontrolle ande-
rer Zweikomponentensysteme beeinflusst sein.

Diese Hypothese wurde den nachfolgend beschriebenen Mikroarrayanalysen zugrunde
gelegt. Wie bereits eingangs beschrieben sind das rssA-Gen und das rssB-Gen in einem
Operon lokalisiert. Ausgehend von einem o°-abhéingigem Promoter stromaufwirts vom
rssA-Transkriptionsstart werden also beide Gene in einer polycistronischen RNA transkri-
biert (Pruteanu et al., 2002). Eine Deletion des rssA-Gens im Chromosom von E.coli hat
zur Folge, dass das rssB-Gen nédher an den Promoter riickt und somit verstirkt exprimiert
wird (Marquardt, 2002; Diplomarbeit). Dies wiederum resultiert in einer verstirkten o°-
Proteolyse, denn RssB in seiner phosphorylierten Form fiihrt ° der ClpXP-Protease zu. Zu
Beginn dieser Arbeit war keine Methode nutzbar, die es erlaubte eine Deletions- oder
Punktmutation im rssA-Gen auf Chromosomebene zu generieren, welche keine Beeinflus-
sung der Expression des nachfolgenden Gens rssB zur Folge hat. Aus diesem Grund wur-
den folgende Stamme fiir die Mikroarrayanalysen miteinander verglichen:

a) rssB::Tn10-Mutationsstamm ( RssA RssB’; dieser Stamm besitzt ein intaktes rssA-Gen
im Chromosom, aber eine Insertionsmutation im rssB-Gen) und

b) ArssAB::cat-Deletionsstamm (RssARssB’;bei diesem Stamm handelt es sich um eine
Doppelmutante in den Genen rssA und rssB).

Die rssB-Mutation/Deletion wurde hierfiir nicht durch die ektopische Expression von RssB
von einem Plasmid kompensiert. Das heift konkret, dass beide Stimme kein RssB aufwei-
sen und somit auch der von Marquardt (2007) beschriebene RssA/LPG-Effekt auf den o°-
Abbau in beiden Stimmen ausbleibt. Dieses Experiment wurde in einem zweiten Mikro-
arrayansatz zusétzlich im arcA™ -Hintergrund durchgefiihrt um herauszufinden, ob RssA-
Effekte auftreten, die eventuell unabhingig vom ArcB/ArcA-Signaltransduktionsweg sind.
Die jeweils erhaltenen signifikanten Mikroarrayergebnisse wurden miteinander verglichen

und sind in Abbildung 4 dargestellt, wobei nur die Gene mit einer dreifachen differentiel-
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len Expression ausgewihlt wurden. Die Bedingungen (LB, 37°C, ODs735 2) fiir den Mikro-
array wurden so gewdhlt, dass sowohl RssA in der Zelle exprimiert war, als auch das

ArcB/ArcA-System aktiv sein konnte.
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Abbildung 4: RssA hat einen Einfluss auf die genomweite Genexpression in E.coli

Die Mikroarrayanalysen wurden mit den Stimmen MC4100 rssB::Tn10 (RssA") und MC4100 ArssAB::cat
(RssA” durchgefiihrt. Die differentiell regulierten Gene beim Vergleich dieser beiden Stimme auf ein und
demselben Mikroarray sind als schwarze Balken gekennzeichnet. Im Vergleich dazu wurde ein weiterer
Mikroarrayansatz dieser beiden Stdimme im zusitzlichen arcA::kan Hintergrund durchgefiihrt (graue Bal-
ken). Ein Balken reprisentiert den Mittelwert von zwei unabhingigen Experimenten. Es sind nur die Gene
gezeigt, die eine mindestens dreifache differentielle Expression aufweisen. Die Ratiomittelwerte sind im
Anhang unter Punkt I aufgelistet.

Zusétzlich zeigt RssA in Abwesenheit von RssB einen eindeutigen Effekt auf die Expres-
sion zahlreicher Gene (33) von E.coli. Diese durch RssA beeinflussten Gene konnen in 3
Gruppen eingeteilt werden. Gruppe 1 sind Gene, die eine differentielle Genexpression in
RssA" und RssA™ -Stimmen aufweisen, die jedoch unabhiingig von ArcA sind. Sowohl im
1. Mikroarrayansatz (ArcA" Hintergrund, schwarze Balken in Abb.4), als auch im 2. Mik-
roarrayansatz (ArcA” Hintergrund, graue Balken in Abb.4) sind diese Gene reguliert. RssA

wirkt also, moglicherweise liber weitere Zweikomponentensysteme, auf die Expression
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vieler Gene. Dies untermauert die im Abschnitt 1.1. beschriebenen RssA/LPG-Effekte auf
die Autophosphorylierungsfahigkeit anderer Sensorkinasen.

Zu den Genen der Gruppe I zdhlen: deoABC (Enzyme des Desoxyribosephosphat-Abbaus),
galU (UTP-Glukose-1-Phosphat Uridylyltransferase), maeB (Malatdehydrogenase), ompW
(Aussenmembranprotein), oppCD (Oligopeptidtransporter) und phnK (carbon-phosphorus
lyase). Eine Verifizierung konnte mittels Northernblotanalyse fiir deoB als ausgewahltes
Target erzielt werden (Daten nicht gezeigt).

Bei der zweiten Gruppe handelt es sich um Gene, die durch RssA reguliert sind, deren Re-
gulation jedoch in Abwesenheit von ArcA verloren geht. Hier wirkt RssA also iiber das
ArcB/ArcA-Phosphorelaysystem. Neben den bereits als ArcA-abhiangig bekannten Genen
wie ansB (Asparaginase), narGHJ (Nitratreduktase), sind auch fdnGH (Formathydrogena-
se), nikA (Nickeltransporter), nirB (Nitritreduktase), nirC (Nitrittransporter) und ompF
(Aussenmembranporin) durch RssA reguliert. Mit zusitzliche Westernblotanalysen, mit
einem Antikorper gerichtet gegen die hauptsidchlichen Aussenmembranproteine (inklusive
OmpF) konnte beim Vergleich der Stimme RssA'RssB~ und RssA'RssB™ eine reduzierte
OmpF-Proteinmenge im RssA'-Hintergrund detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Die-
ser Befund bestitigt die Mikroarrayergebnisse hinsichtlich der negativen Regulation von
ompF durch RssA.

In die Gruppe III sind schlieBlich diejenigen Gene eingeordnet, die ausschlieBlich im Ar-
cA” -Hintergrund einer Regulation durch RssA unterliegen, nicht jedoch im ArcA’-
Hintergrund. Hierbei handelt es sich um Gene, die mdglicherweise unter Kontrolle eines
anderen Responseregulators stehen, der unter diesen Umstdnden (Abwesenheit von ArcA)
moglicherweise durch die Sensorkinase ArcB beeinflusst wird. Dabei handelt es sich um
folgende Gene: cbpM (Chaperon-modulator Protein), cyslJ (Sulfitreduktase), flu (Antigen
43), gadB (Glutamatdecarboxylase), rmf (Ribosomen-Modulationsfaktor), treB (EIlTre),
WbbKL (putative Transferase und Creatinase), yeeD (hypothetisches Protein), yeeE (putati-
ve Permease), yeeR (hypothetisches Protein), yhiM (Innenmembranprotein). Interessanter-
weise ist hier auch das Gen ydaM einzuordnen, welches durch RssA negativ reguliert wird.
YdaM ist eine Diguanylatcyclase mit positivem Einfluss auf die Curli Expression. Bei Cur-
li Fimbrien handelt es sich um Biofilmkomponenten, deren phénotypischer Nachweis mit
Hilfe des Farbstoffes Kongorot moglich ist. Mittels dieser schnellen Methode konnte der
fiir RssA (im zusitzlichen ArcA™ -Hintergrund) reprimierende Einfluss auf die Expression

der Curli Fimbrien bei 37°C bestitigt werden (Daten nicht gezeigt).
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Die meisten Gene (mit Ausnahme des deo-Operons) sind durch RssA negativ reguliert.
RssA ist vermutlich mit verantwortlich diverse Signaltransduktionssysteme zu hemmen.
Aus der Vielzahl der durch RssA beeinflusster Gene (33) mit ganz unterschiedlichen Funk-
tionen kann dem RssA-Protein durchaus eine globale Rolle in E.coli zugesprochen werden.
Aus den bisherigen Daten kann geschlussfolgert werden, dass es sich bei RssA, um die
erste bakterielle Phospholipase mit signaltransduzierender und genregulierender Wirkung
handelt. Dieses Prinzip ist bei Eukaryoten von ganz zentraler Bedeutung zur Genregula-
tion, bei Bakterien jedoch bislang nicht gefunden worden.

Mit diesen und den vorangegangenen Daten zeichnet sich eine weitreichende Kommunika-
tion und Abstimmung zwischen verschiedenen Stressantworten ab: Uber RssA und sein
Produkt LPG, inhibiert die generelle c°-abhingige Stressantwort die Aktivitit anderer

stressspezifischer Stressantworten, die liber Zweikomponentensysteme vermittelt werden.

1.4. Zeigt RssA enzymatische Aktivitat in Bezug auf andere Membrankomponenten
wie Cardiolipin in vitro?

Wie bereits eingangs in Abschnitt 1 erwéhnt, ist RssA in der Lage Phosphatidylglycerin in
Lysophosphatidylglycerin und freie Fettsduren zu spalten. PG ist mit 20% neben Phospha-
tidylethanolamin (PE) 70% eines der Hauptphospholipide der bakteriellen Membran. Car-
diolipin (CL) hingegen macht nur 1-5% der gesamten Phospholipide in E.coli aus (Cronan,
2003). Wie bereits in der Arbeit von M. Marquardt beschrieben ist RssA spezifisch fiir PG
und nicht in der Lage PE und PS zu hydrolysieren. Doch wie verhilt es sich mit dem zu
PG sehr dhnlichen Cardiolipin? Diese Fragestellung und die dafiir notwendige Untersu-
chung wurde zusammen mit P. Aurass und Dr. A. Flieger des Robert Koch-Instituts in
Wernigerode bearbeitet.

Cardiolipin oder Di-Phosphatidylglycerol ist ein Phosphatidylglycerinderivat, das haupt-
sdchlich an den Zellpolen und am Septum anzutreffen ist. Neuere Untersuchungen haben
gezeigt, dass Cardiolipin eine Rolle bei der Lokalisierung und Rekrutierung von Proteinen
(Bsp. Transportprotein fiir Prolin — ProP) zum Zellpol spielt (Romantsov et al. 2008).

Das Substrat Cardiolipin wurde in dem bereits erwdhnten Testverfahren zur Messung freier
Fettsduren eingesetzt und auf dessen mogliche Hydrolyse durch RssA hin untersucht. Die
Ergebnisse in Abbildung 5 veranschaulichen, dass auch Cardiolipin durch RssA gespalten

wird, diese Spaltung aber in der RssA-Serinmutante aufgehoben ist.
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Abbildung 5: Messung des Gehaltes an abgespaltenen freien Fettsauren von Phosphatidylglycerin (PG)
und Cardiolipin (CL)

Die als Substrat dienenden Lipide Phosphatidylglycerin (PG) und Cardiolipin (CL) wurden jeweils mit gerei-
nigtem RssA oder RssAS*'* fiir 18h inkubiert. Die Detektion der entstandenen freien Fettsiuren erfolgte mit
dem Nefa-Testkit durch einen Farbumschlag, der dann photometrisch bei ODsso nm vermessen wurde.

Das hauptsédchliche Substrat fiir RssA scheint jedoch PG zu sein, denn es wird mit einer
hoheren Effizienz gespalten als CL. Cardiolipin dient ebenfalls als Substrat, wird jedoch
im Vergleich zu PG mit geringerer Effizienz gespalten. Beim Einsatz der RssAS*'* —
Variante hingegen ist in beiden Féllen keine Entstehung freier Fettsduren zu verzeichnen.
Damit konnte erneut gezeigt werden, dass RssA fiir seine Aktivitét tatsédchlich das Serin an
Position 41 bendtigt und das aktive Zentrum demnach im G-X-S-X-G-Motiv enthalten ist.

Neben dem Substrat PG wurde dadurch ein zweites, das dem PG sehr dhnliche Substrat

Cardiolipin identifiziert.
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2. Die Rolle des Zweikomponentensystems RcsCDB und der
kleinen RNA RprA bei der Expression des Biofilm-

Regulators CsgD und der adhasiven Curli-Fimbrien in E.coli

Zweikomponentensysteme gehdren, wie schon erwahnt, zu den wichtigsten Systemen, um
eine Anpassung an sich standig andernde Umweltverhaltnisse zu gewahrleisten. Ein bei
E.coli besonders gut untersuchtes Phosphorelaysystem stellt das Rcs (regulator of colanic
capsular biosynthesis) dar. Die Sensorkinase RcsC kann sowohl als Kinase und auch als
Phosphatase wirken und stellt den Phosphotransfer tber eine zwischengeschaltete Hpt-
Doméne (RcsD) zum dazugehorigen Responseregulator RcsB sicher. Dieser Responsere-
gulator kann zusammen mit einem Cofaktor (RcsA) oder aber auch allein tUber seine Funk-
tion als Transkriptionsfaktor die Expression vieler Gene von E.coli beeinflussen. Zielgene
des Rcs-Systems sind zum Beispiel der Masterregulator der Flagellensynthese (flnDC), die
Kapselsynthesegene (cps), der Biofilm modulierende Faktor (bdm), Gene der S&ureresis-
tenz (gad) und die kleine RNA RprA (Gottesman et al., 1985; Takeda et al., 2001; Fran-
cez-Charlot et al., 2003; Francez-Charlot et al., 2005; Castanie-Cornet et al., 2007). Zu-
satzlich wurde zu Beginn dieser Arbeit ein Einfluss des Rcs-Systems auf die Expression
der Curlisynthesegene (csgDEFG, csgBA) beobachtet: Die kiinstliche Aktivierung des Rcs-
Systems durch die Uberproduktion des DnalJ-dhnlichen Proteins DjlIA zeigte in Makroar-
rayanalysen beim Vergleich des Wildtypstammes (RcsC*) mit einer RcsC-Mutante eine
deutliche Reduktion der Expression des csgD-Gens in Anwesenheit der aktivierten RcsC-
Sensorkinase (Ferrieres et al., 2003). Weitere Untersuchungen bei denen transkriptionale
R-Glukuronidase Fusionen zu den Genen csgA und csgD im RcsB-Mutantenhintergrund im
Vergleich zum Wildtyp (RcsB*) gemessen wurden, zeigten RcsB als moderaten Repressor
fiir csgD und als starken Repressor fur csgA (Vianney et al., 2005). Obwohl eine Binde-
stelle fir RcsB innerhalb des Promotorbereichs von csgD vermutet wurde, konnte diese
weder identifiziert werden, noch eine direkte Bindung des Responseregulators RcsB an den
Promotorbereich von csgD oder csgBA nachgewiesen werden (Vianney et al., 2005). Diese
Beobachtung und der eindeutige Befund, dass die Expression der kleine RNA RprA durch
den Responseregulator RcsB aktiviert wird (Majdalani et al., 2002), legten die Vermutung
nahe, dass auch die kleine RNA RprA an der Regulation der Curlisynthesegene beteiligt
sein konnte. Als Zielgen der kleinen RNA RprA ist bislang nur der Stationarphasen-
Sigmafaktor RpoS beschrieben. Unter Osmoschockbedingungen stabilisiert RprA die

rpoS-mRNA und stimuliert die Translation, indem es die Ribosomenbindestelle zuganglich
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fir die Ribosomen macht (Majdalani et al., 2002). Da das Rcs-System wie bereits oben
beschrieben eine Vielzahl von Genen in ihrer Expression beeinflusst, kdnnte maoglicher-
weise auch die RcsB-abhéngige RprA-RNA neben rpoS weitere Gene beeinflussen.

In dieser Arbeit sollte deshalb der Einfluss von RprA auf die Curlisynthesegene und wei-

tere Komponenten der SigmaS/CsgD Kaskade naher untersucht.

2.1. Das Rcs-System bt seinen Einfluss auf die Curli-Expression Utber
die kleine RNA RprA aus

Viele Effekte auf Zielgene, die durch das Rcs-System vermittelt werden, sind unter nicht
physiologischen Bedingungen (z.B. Uberproduktion von z.B. DjIA) beobachtet worden.
Das tatséchliche aktivierende Signal fir die Sensorkinase RcsC gilt bis heute als nicht
identifiziert. Obwohl dem Rcs-System bei der Reifung von Biofilmen eine Rolle zuge-
schrieben wird (Majdalani und Gottesman, 2005), kann man es auch unter normalen
Wachstumsbedingungen im fliissigen Medium untersuchen. Diesen Befund lieferten ver-
gleichende Untersuchungen die auf einer festen Oberflache (Agarplatte) sowie in flissigem
LB-Medium durchgefiihrt wurden und identische Ergebnisse lieferten. Im Folgenden wer-
den deshalb nur die Daten prasentiert, die im Flussigmedium (LB) erzielt worden.

CsgD als essentieller Regulator der Curlisynthesegene (csgBC, csgA) und anderer Biofilm-
komponenten (yaiC) unterliegt selbst einer komplexen Regulation auf Ebene der
Transkription. csgD wird verstarkt in der spaten stationdren Phase bei einer Temperatur
von 28°C exprimiert (Weber et al., 2006), wobei die temperaturintegrierende Komponente
bislang nicht bekannt ist. Zusétzlich wirken unter verschiedenen Bedingungen: SigmaS
(Untereinheit der RNA-Polymerase) (Weber et al., 2006), die Transkriptionsfaktoren MIrA
und OmpR aktivierend; das Signalmolekdl c-di-GMP ebenfalls aktivierend und zwei wei-
tere Transkriptionsfaktoren CpxR und RcsB reprimierend (Weber et al., 2006; Jubelin et
al., 2005). Ob nun dieser reprimierende Effekt von RcsB auf die csgD Expression direkt
oder indirekt tber die RcsB-abhéngige kleine RNA RprA erfolgt und welche Komponen-
ten des SigmaS/CsgD regulatorischen Netz-werkes moglicherweise ebenfalls durch das

Rcs-System beeinflusst sind, wird deshalb im Folgenden n&her untersucht.
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2.1.1. Erhohte RprA-Level in der Zelle fihren zu einer Aktivierung der rpoS — Gen-
expression und zu einer Inhibierung der csgB, yaiC und ydaM — Genexpression
Dafur wurden bereits konstruierte translationale lacZ Reportergenfusionen zu den Genen
rposS, csgB, yaiC, mlrA, yciR, und ydaM verwendet, die als Einzelkopie an der chromoso-
malen att-site der Stdmme MC4100 und W3110 integriert vorlagen (Stamme siehe Stamm-
liste Tab.3, Vorgehensweise siehe Material und Methoden Abschnitt 5.11.). Mittels P1-
Transduktion wurden danach zusétzliche Einzelmutationen in den Genen rcsC, rcsB und
rprA, sowie Doppelmutationen (rcsBC , rscC rprA) erzeugt. Die Stamme wurden in LB-
Medium bei 28°C kultiviert, da bei dieser Temperatur die Curlisynthesegene verstarkt
exprimiert werden (Weber et al., 2006). Zu bestimmten Zeiten entlang der Wachstums-
kurve wurden Proben zur Bestimmung der spezifischen R-Galaktosidaseaktivitat entnom-
men.
In Abbildung 6 A-D sind die Fusionsaktivitdaten von rpoS, csgB, yaiC und ydaM in den

jeweiligen rcs-Mutantenhintergriinden dargestellt, welche im Folgenden diskutiert werden:
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Abbildung 6: Expressionsprofil der rpoS::lacZ (A), csgB::lacZ (B) yaiC::lacZ (C) und ydaM::lacZ (D)
Fusionen und deren verschiedene rcs-Mutantenhintergriinde

(A) Die Stamme R0O91 (MC4100 rpoS742::lacZ) (Viereck), SB124 (MC4100 rpoS742::lacZ rcsC::cat)
(Dreieck Spitze nach oben), SB125 (MC4100 rpoS742::lacZ rcsB::kan) (Kreis), SB126 (MC4100
rpoS742::lacZ rprA::kan) (Dreieck Spitze nach unten), SB128 (MC4100 rpoS742::lacZ rcsBC::kan) (Drei-
eck Spitze nach links), SB131 (MC4100 rpoS742::lacZ rprA::kan rcsC::cat) (Dreieck Spitze nach rechts)
wurden in LB-Medium bei 28°C angezogen. Die optische Dichte (ODs,gnm offene Symbole) und die spezifi-
sche B-Galaktosidaseaktivitat (geschlossene Symbole) wurden entlang der Wachstumskurve bestimmt.

(B) Die Stamme GB350 (W3110AlacU169 csgB::lacZ) (Viereck), SB134 (W3110AlacU169 csgB::lacZ
rcsC::cat) (Dreieck Spitze nach oben), SB135 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsB::kan) (Kreis), SB136
(W3110AlacU169 csgB::lacZ rprA::kan) (Dreieck Spitze nach unten), SB137 (W3110AlacU169 csgB::lacZ
rcsBC::kan) (Dreieck Spitze nach links), SB138 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsC::cat rprA::kan) (Dreieck
Spitze nach rechts) wurden in LB-Medium bei 28°C angezogen. Die optische Dichte (ODs;gnm offene Sym-
bole) und die spezifische R-Galaktosidaseaktivitat (geschlossene Symbole) wurden entlang der Wachstums-
kurve bestimmt.

(C) Die Stdmme NS153 (W3110AlacU169 yaiC::lacZ) (Viereck), SB238 (W3110AlacU169 yaiC::lacZ
rcsC::cat) (Dreieck Spitze nach oben), SB264 (W3110AlacU169 yaiC::lacZ rcsB::kan) (Kreis), SB245
(W3110AlacU169 yaiC::lacZ rprA::kan) (Dreieck Spitze nach unten), SB265 (W3110AlacU169 yaiC::lacZ
rcsBC::kan) (Dreieck Spitze nach links), SB239 (W3110AlacU169 yaiC::lacZ rcsC::cat rprA::kan) (Dreieck
Spitze nach rechts) wurden in LB-Medium bei 28°C angezogen. Die optische Dichte (ODszsnm offene Sym-
bole) und die spezifische 3-Galaktosidaseaktivitat (geschlossene Symbole) wurden entlang der Wachstums-
kurve bestimmt.

(D) Die Stdmme NS123 (W3110AlacU169 ydaM::lacZ) (Viereck), SB139 (W3110AlacU169 ydaM::lacZ
rcsC::cat) (Dreieck Spitze nach oben), SB150 (W3110AlacU169 ydaM::lacZ rcsB::kan) (Kreis), SB140
(W3110AlacU169 ydaM::lacZ rprA::kan) (Dreieck Spitze nach unten), SB151 (W3110AlacU169 y-
daM::lacZ rcsBC::kan) (Dreieck Spitze nach links), SB147 (W3110AlacU169 ydaM::lacZ rcsC::cat
rprA::kan) (Dreieck Spitze nach rechts) wurden in LB-Medium bei 28°C angezogen. Die optische Dichte
(ODs7gnm offene Symbole) und die spezifische B-Galaktosidaseaktivitat (geschlossene Symbole) wurden
entlang der Wachstumskurve bestimmt.

Untersuchungen der rpoS::lacZ Expression (Abb.6A):

In Abbildung 6A ist der Einfluss des Rcs-Systems auf die translationale rpoS::lacZ Fusion
gezeigt, wobei ein Kkleiner Anstieg der Expression in einer rcsC-Mutante (geschlossene
Dreiecke mit der Spitze nach oben gerichtet) im Vergleich zum Wildtyp (geschlossene
Quadrate) zu verzeichnen ist. Alle weiteren rcs-Mutanten liefern im Vergleich zum Wild-

typ eine leicht verringerte rpoS-Expression. Diese Aktivierung der rpoS-Expression in ei-
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ner rcsC-Mutante ist auf die hier vorhandenen hoheren Mengen der kleinen RNA RprA im
Vergleich zur Wildtypsituation zuriickzuftihren. Sie kommen dadurch zustande, dass durch
das Ausschalten der Sensorkinase RcsC auch deren Phosphataseaktivitat eliminiert wurde.
Der noch vorhandene Responseregulator wird nun durch Acetylphosphat oder aber mog-
licherweise auch durch Sensorkinasen anderer Zweikomponentensysteme phosphoryliert.
Er ist in dieser Situation also ,,hyperaktiv* und somit in der Lage die Expression der klei-
nen RNA RprA stark zu aktivieren, was wiederum zu héheren RprA Mengen in der Zelle
flhrt. Die stabilisierende Wirkung auf die rpoSmRNA und die Stimulierung deren Transla-
tion ist hier also auf erhohte RprA Mengen zurlickzufiihren (Majdalani et al., 2002). Im
Gegensatz dazu zeigen sowohl die Einzelmutationen im Responseregulatorgen rcsB oder
der kleinen RNA RprA selbst, als auch die Doppelmutationen im Responseregulator- und
Sensorkinasegen (rcsBC) bzw. dem Sensorkinasegen und der kleinen RNA (rcsC rprA)
eine leicht verringerte rpoS-Expression. Dies ist zum einen mit der fehlenden Wirkweise
von RprA selbst (in der rprA-Einzel- und der rcsC rprA-Doppelmutante) und zum anderen
mit der ausbleibenden Expressionsaktivierung von RprA durch den Respnseregulator RcsB
(in der rcsB Einzel- und rcsBC-Doppelmutante) zu begriinden. Der nicht sehr stark ausge-
pragte Einfluss von RprA auf die rpoS Expression in LB-Medium bei 28°C ist mit friiheren
Beobachtungen, die unter Nicht-Osmoschockbedingungen gewonnen wurden zu verglei-
chen (Majdalani et al., 2001).

Dass tatsachlich erhdhte Mengen an RprA in der RcsC-Sensorkinasemutante vorhanden
sind wurde bereits durch S. Gottesman und Mitarbeiter beschrieben (Majdalani et al.,
2002) und fir die hier verwendeten Untersuchungsbedingungen (LB, 28°C) in Abschnitt
2.1.3 bestatigt.

Untersuchungen der csgB::lacZ (Abb. 6B) und yaiC::lacZ (Abb. 6C) Expression:
Betrachtet man die csgB und yaiC Fusionsaktivitaten der einzelnen rcs-Mutationen (Abb.

6B bis C) so zeigt sich im Gegensatz zu rpoS ein deutlich anderes Expressionsprofil. In
einer rcsC-Mutante zeigen beide Fusionen im Vergleich zum Wildtyp eine sehr stark ver-
minderte Expression (drei- bis vierfach) in der stationdren Phase. Die Einzelmutationen in
den Genen rcsB oder rprA fiihren zu einer nur sehr leicht reduzierten csgB Expression, sie
uben aber keinen Einfluss auf die yaiC Expression aus. Interessanterweise bewirkt die zu-
sétzliche Mutation des Responseregulators RcsB bzw. der kleinen RNA RprA zur bereits
bestehenden RcsC-Sensorkinasemutation die Suppression, der durch die RcsC-
Einzelmutation verursachten starken Repression der csgB und yaiC Expression, bis hin

zum Wildtypniveau. Das heift konkret, dass die stark reduzierte csgB und yaiC Expression
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in einer rcsC-Mutante auf erhohte RprA-Mengen und dessen Wirkung zurlickzufihren ist.
Beide Doppelmutantenstimme (rcsBC und rcsC rprA) weisen eine wildtypahnliche Ex-
pression von csgB::lacZ bzw. yaiC::lacZ auf. Wurde die Repression der csgB und yaiC
Expression in einer rcsC-Mutante auf die Wirkung des in diesen Stdmmen vorhandenen
hyperaktiven Responseregulators RcsB zurlickzufiihren sein, dann sollte dieser Effekt auch
in einer rcsC rprA Doppelmutante auftreten. In dieser Doppelmutante ist der Responsere-
gulator RcsB nach wie vor prasent und konnte also auch hier eine Reprimierung der csgB
bzw. yaiC Expression bewirken. Dies ist jedoch, wie in Abb. 6B bis C sichtbar, nicht mehr
der Fall. Deshalb ist dieser beobachtete Effekt also nicht auf RcsB direkt zurtickzufihren,
sondern stellt einen Einfluss von RprA dar. Dass auch die rcsBC Doppelmutante ein wild-
typéhnliches Expressionsmuster fiir csgB::lacZ und yaiC::lacZ aufweist, ist mit der feh-
lenden Expressionsaktivierung von RprA durch den in dieser Mutante mutierten Response-
regulator RcsB zu begrinden.

Untersuchungen der csqD::lacZ Expression (Abb. 7):

Da es sich bei csgB und yaiC um zwei Zielgene des Regulators CsgD handelt, sollte eben-
falls untersucht werden, ob bereits eine Regulation auf CsgD-Ebene durch RprA zu ver-
zeichnen ist. Das Expressionsprofil der daflr verwendeten csgD::lacZ Fusion (AP90) in
den verschiedenen rcs-Mutantenhintergriinden ist, wie in Abbildung 7 ersichtlich, iden-
tisch zum csgB::lacZ und yaiC::lacZ — Expressionsprofil. Bei der hier verwendeten
csgD::lacZ Fusion handelt es sich um eine in der kodierenden Region verkrzte Variante,

S_ und

die die Temperaturabhéngigkeit der csgD-Expression eindeutig zeigt, aber die c
MIrA — Abhéangigkeit nicht mehr so stark ausgepragt sind. Ein erster Hinweis dafur, dass
RprA mdglicherweise nicht Uber diese Regulatoren auf die csgD-Expression Einfluss

nimmt.
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Abbildung 7: Expressionsprofil der csgD::lacZ Fusion und deren verschiedene rcs-
Mutantenhintergriinde

Die Stdmme AP90 (W3110AlacU169 csgD::lacZ) (Viereck), SB162 (W3110AlacU169 csgD::lacZ
rcsC::cat) (Dreieck Spitze nach oben), SB163 (W3110AlacU169 csgD::lacZ rcsB::kan) (Kreis), SB164
(W3110AlacU169 csgD::lacZ rprA::kan) (Dreieck Spitze nach unten), SB165 (W3110AlacU169 csgD::lacZ
rcsBC::kan) (Dreieck Spitze nach links), SB167 (W3110AlacU169 csgD::lacZ rcsC::cat rprA::kan) (Drei-
eck Spitze nach rechts) wurden in LB-Medium bei 28°C angezogen. Die optische Dichte (ODs;snm offene
Symbole) und die spezifische 3-Galaktosidaseaktivitat (geschlossene Symbole) wurden entlang der Wachs-
tumskurve bestimmt.

Auch hier wurde eine verminderte csgD Expression (2 fach) in einer rcsC-Mutante in der
stationdren Phase beobachtet. Die Doppelmutanten (rcsBC, rcsC rprA) hingegen wiesen
eine Expression vergleichbar zum Wildtyp auf. Ebenso verhielten sich die Einzelmutanten
rcsB und rprA. Damit zeichnet sich bereits ab, dass entweder CsgD selbst schon der Regu-
lation durch RprA unterliegt oder andere Komponenten, die an der Regulation von CsgD
beteiligt sind, einer Regulation durch RprA unterliegen. Aus diesem Grund wurden der
Transkriptionsaktivator MIrA, die Diguanylatcyclae YdaM und die Phosphodiesterase

YciR hinsichtlich eines Einflusses von RprA nédher untersucht.

Untersuchungen der mirA::lacZ, yciR::lacZ (Daten nicht gezeigt) und ydaM::lacZ (Abb.
6D) Fusionen:

Dabei konnte sowohl fiir die mirA::lacZ Fusion als auch fir die yciR::lacZ Fusion kein

Einfluss der rcs-Komponenten auf dessen Expression beobachtet werden (Daten nicht ge-
zeigt). Im Gegensatz dazu zeigte die ydaM::lacZ Fusion in einer rcsC-Mutante eine leichte
Repression der Expression (Abb. 6D). Diese Repression blieb hier, im Gegensatz zu den
vorangegangenen Beobachtungen, die flr csgB, yaiC und csgD erzielt wurden, in der rcsC
rprA Doppelmutante erhalten. Die Einzelmutationen in rcsB, rprA und die Doppelmutation
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in rcsBC zeigten eine reproduzierbare minimale Expressionsaktivierung der ydaM::lacZ
Fusion. Diese leichte Repression der ydaM::lacZ Expression in einer rcsC-Mutante wird
hier offenbar nicht durch héhere RprA-Mengen verursacht, sondern direkt durch den dort
im hyperaktiven Zustand vorliegenden Responseregulator RcsB. Dieser ist in einer rcsC
rprA Doppelmutante nach wie vor aktiv und kann deshalb seine reprimierende Wirkung
auf die ydaM::lacZ Expression ausuben. Durch das Ausschalten von RcsB (vgl. rcsB-
Einzelmutante und rcsBC-Doppelmutante) kommt es deshalb zu einer leichten Aktivierung
der ydaM::lacZ Expression. Unter diesen physiologischen Bedingungen scheint RcsB ei-
nen reprimierenden Einfluss auf YdaM auszulben, wahrend chromosomal exprimierte
hohe RprA-Mengen keinen Einfluss haben (Abb. 6D). Dem gegeniiber stehen spatere Beo-
bachtungen, die mit Uberexprimiertem RprA vom Plasmid erzielt worden. Hier ist eine
deutliche Repression der ydaM::lacZ Expression durch tberexprimiertes RprA zu erken-
nen (siehe Abschnitt 2.2.1. und 2.2.2.). Mdglicherweise kdnnen unter noch nicht bekannten
physiologischen Bedingungen noch héhere RprA-Mengen in der Zelle vorliegen und erst
dann eine Repression von YdaM verursachen. Oder aber der beobachtete reprimierende
Effekt auf YdaM durch tGberexprimiertes RprA beruht auf einem indirekten Mechanismus,
bei dem andere YdaM regulierende Faktoren durch RprA beeinflusst werden. YdaM wird
somit maglicherweise sowohl von RcsB direkt als auch durch RprA reguliert, wobei Letz-
teres erst durch eine starke Uberproduktion sichtbar wird.

Zusammenfassend kann aus den bisherigen Ergebnissen geschlussfolgert werden, dass
hohe Mengen an RprA (vorhanden in einer rcsC-Mutante) einen positiven Einfluss auf die
Expression des Stationdrphasen Sigmafaktors (rpoS) austiben, aber einen gegensatzlichen,
namlich reprimierenden Effekt auf die Expression des Curlisynthesegens csgB, des Digua-
nylatcyclasegens yaiC und dessen (bergeordneten Transkriptionsregulator CsgD zeigen.
Diese Ergebnisse bekraftigen die Vermutung, dass RprA an der Regulation der Curli-
synthese beteiligt ist und neben dem bereits bekannten Zielgen rpoS auch andere Gene
beeinflussen kann. Eine weitere Komponente des SigmaS/CsgD regulatorischen Netzwer-
kes, die Diguanylatcyclase YdaM, wird unter diesen getesteten Bedingungen wahrschein-
lich hauptsachlich durch den Responseregulator RcsB direkt reprimiert. Eine Rolle von
RprA bei der Regulation von YdaM zeichnet sich jedoch mit den in Abschnitt 2.2.1 und

2.2.2. beschriebenen Ergebnissen ab und bedarf deshalb weiterfiihrenden Untersuchungen.
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2.1.2. RpoS-Proteinmengen und CsgD-Proteinmengen in rcs-Mutanten spiegeln die
Genexpressionsdaten wider

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigen eine inverse Regulation der rpoS und csgD
Expression in Anwesenheit erhdhter RprA-Mengen (in einer rcsC-Mutante). Ob diese Ak-
tivierung der rpoS Expression und die Reprimierung der csgD Expression durch RprA sich
auch auf Proteinebene beobachten lassen, sollte im Folgenden naher untersucht werden.
Dafiir wurden die Zellen in LB bei 28°C angezogen und Westernblotproben in der spéten
stationdren Phase gezogen. Mit polyklonalen Antikoérpern gerichtet gegen RpoS bzw.

CsgD wurden die verschiedenen rcs-Mutanten im Immunoblot analysiert.

Wt resct resE rprA” | resBCT | rosCo
rprA

—peTE-EEmeR T | . RpoS

T— | — — — — 4—CSQD

Abbildung 8: Einfluss des Rcs-Systems/RprA auf Proteinebene von RpoS und CsgD (eine Mutation in
rcsC reduziert die Menge an CsgD-Protein)

Die Stdmme GB350 (W3110AlacU169 csgB::lacZ), SB134 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsC::cat), SB135
(W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsB::kan), SB136 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rprA::kan), SB137
(W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsBC::kan), SB138 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsC::cat rprA::kan) wur-
den in LB-Medium bei 28°C angezogen. Nach Wachstum tber Nacht (14h) wurden Proben fur die Immu-
noblotanalysen entnommen. 10ug Protein wurden auf ein 12 %iges Polyacrylamidgel aufgetragen. RpoS
wurde mit einem polyklonalen Antikérper gegen RpoS und CsgD mit einem polyklonalen Antikérper gegen
CsgD detektiert.

Wie in Abbildung 8A eindeutig ersichtlich ist, sind die RpoS-Proteinmengen in allen rcs-
Mutantenhintergriinden nahezu gleich. Leicht erhohte RpoS-Proteinmengen weisen die
Doppelmutanten (rcsBC, rcsC rprA) auf. Anders verhélt es sich fir die CsgD-
Proteinmengen. Hier ist eine deutliche Reduktion der CsgD-Proteinmenge in einer rcsC-
Mutante zu verzeichnen. Wildtypahnliche CsgD-Proteinmengen weisen hingegen die rcsB
und rprA-Einzelmutanten, sowie die rcsBC- und rcsC rprA-Doppelmutanten auf (siehe
Abb.8). Damit spiegeln die Ergebnisse auf Proteinebene exakt die im vorangegangenen
Abschnitt beschriebenen Expressionsdaten fir die rpoS und csgD-Fusionsstdamme in den
jeweiligen rcs-Mutantenhintergriinden wider. Die 2fach reduzierte Proteinmenge des
Transkriptionsaktivators CsgD in einer rcsC-Mutante (Abb.8) hat zur Folge, dass die Ziel-

gene csgB und yaiC in ihrer Expression ebenfalls reduziert sind. Somit kristallisierte sich
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csgD als magliches direktes Zielgen der kleinen RNA RprA heraus, wohingegen die Effek-

te auf die csgB- und yaiC-Expression indirekt - durch CsgD vermittelt - sind.

2.1.3. Die RprA-RNA Mengen steigen beim Ubergang in die stationare Phase an und
sind in den verschiedenen rcs-Mutanten unterschiedlich ausgepragt

Bei der Untersuchung der Expression der Curlisynthesegene wurden wie bereits in den
vorangegangenen Abschnitten beschrieben, Wachstumsbedingungen von 28°C gewaéhlt, da
diese Gene bei dieser Temperatur verstarkt exprimiert werden. Erhéhte RprA-Mengen in
einer rcsC-Mutante wurden jedoch bislang nur bei logarithmisch wachsenden Zellen
(ODggo Nm ca. 0,7), die bei 32°C bzw. 37°C angezogen wurden, beobachtet (Majdalani et
al., 2002). Um sicher zu stellen, dass dies auch bei den hier verwendeten Untersuchungs-
bedingungen von 28°C der Fall ist, wurden die verschiedenen rcs-Mutanten Northenblota-
nalysen mit einer Digoxygenin-markierten Sonde, gerichtet gegen RprA, unterzogen. Nach
12 Stunden Wachstum (ODs7g nm ca. 4) bei 28°C in LB-Medium weist der Wildtypstamm
geringe RprA-Mengen auf (Abb. 9A). Diese RprA-Mengen sind in einer rcsC-Mutante um
mehr als das Doppelte erhoht. In allen anderen Mutanten ist kein RprA detektierbar (Abb.
9A). Damit ist gezeigt, dass auch bei einer Temperatur von 28°C in einer rcsC-Mutante
erhdhte RprA-Mengen in der Zelle vorhanden sind und bei fehlendem Responseregulator
RcsB eine Aktivierung der rprA Expression ausbleibt, demzufolge auch kein RprA in
Northernblots nachzuweisen ist. Die geringen Mengen an RprA im Wildtyp sind auf die
hier vorherrschende Phosphataseaktivitat der RcsC-Sensorkinase zuriickzufiihren. Nur ei-
nige wenige RcsB-Proteine scheinen hier phosphoryliert, demzufolge aktiv und kénnen die
rprA-Expression aktivieren.

Betrachtet man die RprA-Mengen entlang der Wachstumskurve in Abbildung 9B, so kann
man auch bei 28°C einen deutlichen Anstieg beim Ubergang in die stationare Phase erken-
nen. Auch bei 37°C ist dieser deutliche Anstieg in der stationdren Phase zu verzeichnen
und bestatigt bereits frihere Untersuchungen, die ebenfalls einen Anstieg von RprA in der
stationdren Phase beschreiben (Argaman et al., 2001; Wassarman et al., 2001). Die kleine
RNA RprA konnte demzufolge eine hauptsdchliche Rolle in der spéten stationdren Phase
spielen, oder unter Bedingungen, bei denen der Responseregulator RcsB in seiner
phosphorylierten Form vorliegt und die Expression von rprA stark aktivieren kann (vgl.
rcsC-Mutante).
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Abbildung 9: RprA-Mengen in den verschiedenen rcs-Mutanten (A) und entlang der Wachstumskurve

(B)

(A) Die Stdamme GB350 (W3110AlacU169 csgB::lacZ), SB134 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsC::cat),
SB135 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsB::kan), SB136 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rprA::kan), SB137
(W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsBC::kan), SB138 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsC::cat rprA::kan) wur-
den in LB-Medium bei 28°C angezogen. Nach 12 h Wachstum (ODs;g nm ca. 4) wurden Proben fir die
RNA-Praparation entnommen und mit dem Promega Z3100 Kit die RNA isoliert. 3 ug RNA wurden auf ein
6 % Polyacrylamidgelen (PAA) aufgetragen und bei 10 mA laufen gelassen. Nach dem Blotten bei 15V fiir 1
h wurde die Membran mit einer Digoxigenin-markierten RprA-Sonde bei 46°C inkubiert. Der Nachweis
erfolgte tber eine Chemilumineszens Reaktion auf einem Rontgenfilm.

(B) Der Laborwildtypstamm W3110 wurde sowohl bei 37°C als auch bei 28°C in LB-Medium inkubiert. Bei
einer definierten optischen Dichte (bei 578 nm) wurden Proben fir die anschlieBende Northernblotanalyse
entnommen. 2,5 pug RNA wurden auf ein 6 %iges PAA-Gel aufgetragen und wie unter A beschrieben weiter
behandelt.

2.1.4. Das RcsB-Regulon Gberlappt mit dem RprA-Regulon

Nachdem csgD als ein weiteres mogliches Zielgen von RprA identifiziert wurde, stellte
sich die Frage ob weitere Gene durch diese kleine RNA beeinflusst werden. Mit Hilfe von
Mikroarrayanalysen sollte deshalb untersucht werden, welche Gene einer moglichen Regu-
lation durch RprA unterliegen und welche Gene mdglicherweise nur durch den Responsre-
gulator RcsB beeinflusst werden. Um das RcsB-Regulon von dem RprA-Regulon unter-
scheiden zu kénnen wurden zwei verschiedene Mikroarrayansétze miteinander verglichen.
Im ersten Mikroarrayansatz wurde eine rcsC-Einzelmutante (RcsB* und ,,hyperaktiv*,
RprA*) mit einer rcsBC-Doppelmutante (RcsB”, RprAY) auf ein und demselben Mikroarray
miteinander verglichen. Die mit diesem Array als differentiell reguliert identifizierten Ge-
ne unterliegen der Kontrolle durch den Responseregulator RcsB oder indirekt der kleinen
RNA RprA und sind in Tabelle 7 Spalte 3 dargestelit.

In einem weiteren Mikroarrayansatz wurde eine rcsC-Einzelmutante (RcsB™,hyperaktiv
und demzufolge hohe RprA-Mengen in der Zelle) mit einer rcsC rprA-Doppelmutante

(RcsB™ hyperaktiv, aber kein RprA in der Zelle) auf ein und demselben Mikroarray mitein-
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ander verglichen. Die hier als differentiell reguliert identifizierten Gene unterliegen folg-
lich der Kontrolle durch die kleine RNA RprA und sind in Tabelle 7 Spalte 4 dargestellt.
Stellt man nun die Ergebnisse beider Mikroarrayansatze gegentiber so kénnen die Gene die
ausschlieBlich durch den Responseregulator RcsB reguliert werden von denen, die einer
Kontrolle durch die kleine RNA RprA unterliegen, unterschieden werden. Wie aus Tabelle
7 hervorgeht werden alle differentiell regulierten Gene sowohl durch RcsB, als auch durch
RprA kontrolliert. Das RcsB-Regulon Uberlappt unter den getesteten Bedingungen (28°C,
spate stationére Phase — 12 h) also vollstandig mit dem RprA-Regulon. Mit Ausnahme des
araF-Gens, welches tendenziell eine Regulation durch RprA aufweist aber die Auswahl-
kriterien von einer mindestens 2fachen Regulation nicht erflllt bzw. leicht unterschreitet
(Tab.7 grau unterlegt). RcsB reguliert somit sehr viele Gene hauptsachlich indirekt tber
RprA, wobei aber eine zusétzliche direkte Wirkung von RcsB auch nicht ausgeschlossen
werden kann (positiver feed forward loop).

Mit diesen Mikroarrayuntersuchungen bestatigt sich die bereits beobachtete Repression der
Curlisynthesegene (csgBA, csgDEFG) durch RprA (siehe Abschnitt 2.1.1.). Eine weitere
grofRe Anzahl von Genen, die durch RprA reguliert werden, ist in der Diplomarbeit von J.
Berkholz ebenfalls als CsgD-abhangig beschrieben worden (Berkholz, 2009) und sind hier
in Tabelle 7 mit einem Stern versehen. Da das Zielgen csgD durch RprA in seiner Expres-
sion vermindert ist, wirkt sich dies auch negativ auf die Expression CsgD-regulierter Gene
aus.

Zu den durch RprA hauptséachlich positiv regulierten Genen zéhlen die gad- und hde-Gene.
Beide Gengruppen spielen bei der S&ureresistenz eine Rolle (Castanie-Cornet et al., 1999;
Masuda et al., 2003; Kern et al., 2007). Als mdgliches direktes Zielgen von RprA konnte
hier der Transkriptionsaktivator GadE in Frage kommen.

Betrachtet man das Ausmal? der Regulation (angegeben als Ratio) so lassen sich weitere
Regulationsschliisse ziehen. Bei der Regulation der Curlisynthesegene sind die Ratios bei-
der Mikroarrayansatze sehr identisch (vgl. csgD-Ratios 0,064 mit 0,068). Dies lasst vermu-
ten, dass hier tatsachlich RprA die regulatorische Komponente darstellt.

Die Expressionaktivierung der hdeA und hdeB-Gene zum Beispiel unterscheidet sich deut-
lich beim Vergleich der beiden Mikroarrayansatze (vgl. hdeA-Ratios 106,567 mit 2,582).
Hier scheint RprA nicht die alleinige Regulationskomponente darzustellen. Méglicherwei-
se agieren der Responsregulator RcsB und die kleine RNA RprA zusammen in einem posi-
tiven feed forward loop. Im Falle des ersten Mikroarryansatzes (rcsC-Mutante im Ver-

gleich zur rcsBC-Mutante), bei dem in einer rcsC-Mutante der Responseregulator RcsB in
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hyperaktiver Form vorliegt und demzufolge auch die RprA-RNA stark exprimiert ist, mit
einer rcsBC-Doppelmutante (RcsB™ und RprA”) verglichen wurde, erfolgt eine starke Akti-
vierung der hde-Gene (Bsp. hdeA-Ratio 106,567). Diese starke Regulation ist im zweiten
Mikroarrayansatz (rcsC-Mutante im Vergleich zur rcsC rprA-Mutante) nicht mehr so deut-
lich ausgepréagt (hdeA-Ratio 2,582). Dies konnte darin begriindet liegen, dass in diesen
beiden Mutantenhintergriinden der Responseregulator RcsB nach wie vor in seiner hyper-
aktiven Form vorliegt und somit Regulationsunterschiede bedingt durch RcsB selbst hier

nicht sichtbar werden.
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Tabelle 7: Zusammenstellung aller durch RcsB/RprA differentiell regulierter Gene
Bedingungen: LB, 28°C, nach 12 h Wachstum (ODs7g nm ca. 4)

1. Mikroarrayansatz: SB193 (rcsC™) vs. SB197 (rcsC’ rcsBY)

2. Mikroarrayansatz: SB193 (rcsC™ ) vs. SB198 (rcsC’ rprA’)

Die angegebenen Ratios sind Mittelwerte aus zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten.

Es sind nur solche Gene angegeben, die mindestens eine zweifache differentielle Regulation aufweisen.

Ratio
resC
b- vs. Ratio resC
Name | Nummer | resBC vs. resCrprA” | Beschreibung
dsbC | b2893 21,563 2,415 | subunit of disulfide isomerase/disulfide oxireductase
gadB | b1493 21,707 12,828 | glutamate decarboxylase isozyme
gadC | b1492 16,275 6,682 | GABA APC transporter
gadE | b3512 11.064 7,362 | transcriptional activator
gltF b3214 8,265 3,247 | regulator of gitBDF operon, induction of Nir enzymes
glyS | b3559 6,015 3,100 | glycine tRNA synthetase, beta subunit
hdeA | b3510 106,567 2,582 | acid-resistance protein, possible chaperon
hdeB | b3509 69,372 2,878 | acid stress chaperone
hdeD |b3511 2,717 2,122 | acid-resistance membrane protein
psS | b3316 4,655 2,405 | 30S ribosomal subunit protein S19
tdeC | b3116 54,209 2,843 | threonine STP transporter
ygiD | b3064 9,070 2,607 | predicted peptidase
subunit of N-succinyldiaminopimelate-aminotransferase/acetylornithine
argD | b3359 0,358 0,321 | transaminase
araF | b1901 0,368 (0,589 | subunit of arabinose ABC transporter
artQ b0862 0,112 0,120 | arginine 3rd transport system permease protein
csgA | b1042 0,115 0,106 | curlin major subunit CsgA
csgB | b1041 0,060 0,066 | minor curlin subunit precursor, similar ro CsgA
csgD | b1040 0,064 0,068 | putative 2-component transcriptional regulator for 2nd curli operon
csgE | b1039 0,174 0,177 | curli production assembly/transport component, 2nd curli operon
csgF | b1038 0,183 0,190 | curli production assembly/transport component, 2nd curli operon
csgG | b1037 0,236 0,423 | curli production assembly/transport component, 2nd curli operon
2-ox0-3-deoxygalactonate 6-phosphate aldolase and galactonate
dgoA | b3692 0,199 0,280 | dehydratase
flil b1941 0,340 0,355 | flagellum-specific ATP synthase
ftisW | b0089 0,135 0,129 | cell division; membrane protein involved in shape determination
inner membrane protein, overproduction inhibits F exclusion of
fxsA | b4140 0,321 0,262 | bacteriophage T7
gidA | b3741 0,385 0,308 | protein involved in a tRNA modification pathway
Irp L0889 0,271 0,230 | transcriptional dual regulator
predicted multidrug transporter subunit of ABC superfamily: ATP
mdIB | b0449 0,299 0,268 | binding component
mnm
A b1133 0,225 0,210 | (5-methylaminomethyl-2-thiouridylate)-methyltransferase
nagE | b0679 0,241 0,203 | PTS system, N-acetylglucosamine-specific enzyme IIABC
rluC b1086 0,162 0,132 | 235 rRNA pseudouridine synthase
ricB b3421 0,362 0,304 | conserved protein
solA b1059 0,457 0,429 | N-methyltryptophan oxidase
sthA | b3962 0,134 0,105 | subunit of pyridine nuclectide transhydrogenase
putative inner membrane protein, involved in the tonB-independent
tolR b0738 0,084 0,068 | uptake of group A colicins
wcal | b2050 0,104 0,107 | putative colanic biosynthesis glycosyl transferase
ybjK | b0846 0,120 0,109 | putative DEOR-type transcriptional regulator
yefQ | b1111 0,208 0,199 | predicted DNA-binding transcriptional regulator
yefT | b1115 0,156 0,138 | orf, hypothetical protein
yihV | b3883 0,303 0,325 | predicted sugar kinase
ymfE | b1138 0,070 0,066 | orf, hypothetical protein
yohL | b2105 0,380 0,318 | RenR transcriptional repressor
yphD | b2546 0,286 0,295 | subunit of YphD/YphE/YphF ABC transporter
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Zusammenfassend kann aus den bisherigen Daten geschlussfolgert werden, dass unter den
getesteten Bedingungen (LB, 28°C, im rcs - Hintergrund, spéte stationdre Phase) das
RcsB-Regulon vollstandig (bis auf das araF-Gen) mit dem RprA-Regulon Uberlappt, was
darauf hindeutet, dass die Regulation der Genexpression durch RcsB hauptséchlich tber
RprA vermittelt wird. Wobei entweder beide Komponenten (RcsB und RprA) im Zusam-
menspiel (positiv feed forward loop) mdglicherweise eine Regulation vornehmen (Bsp.
hde-Gene) oder nur die kleine RNA RprA als regulatorische Komponente wirkt (Bsp. csg-
Gene). Weiterhin liefern diese Ergebnisse erste Hinweise auf mogliche andere Zielgene der
kleinen RNA. Als ein Kandidat wird in Abschnitt 2.4. der Transkriptionsaktivator GadE

naher untersucht.

2.1.5. RprA hat einen Einfluss auf die Menge an csgDmRNA, nicht jedoch auf deren
Stabilitat
Mit den vorangegangenen Untersuchungen zur Rolle von RprA bei der Curliexpression
kristallisierte sich csgD als direktes Zielgen fir RprA heraus. Welchem Regulationsme-
chanismus CsgD jedoch dabei unterliegt wurde im Folgenden deshalb n&her untersucht.
Die kleine RNA RprA zéhlt zu den in trans-kodierten RNAs. Diese RNAs sind im Gegen-
satz zu den in cis-kodierten RNAs an anderer Stelle im Genom lokalisiert und weisen kei-
ne vollstandige Komlementaritat zu ihren Zielgenen auf. Ihre Bindung an z.B. die 5
untranslatierte Region der Ziel-mRNA verhindert in den meisten Féllen die Bindung der
Ribosomen und demzufolge auch die Translation. Dem kann im Anschluss (muss aber
nicht notwendigerweise) ein Abbau durch das RNaseE-Enzym folgen (zusammengefasst in
Waters und Storz, 2009; Repoila und Darfeuille, 2009). RprA konnte also direkt einen Ein-
fluss auf die Translation von csgD und/oder die csgDmRNA-Stabilitat austiben. Um dies
zu Uberprufen wurden a) Northernblotanalysen mit den verschiedenen rcs-Mutanten
durchgefiihrt und b) Stabilitatsanalysen des Wildtypstammes mit einer rprA-Mutante ver-
glichen. Fur diese nichtradioaktiven Abbauexperimente wurde Rifampicin als Antibioti-

kum verwendet.
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Abbildung 10: csgD-Transkriptmengen der verschiedenen rcs-Mutanten

Die Stdmme GB350 (W3110AlacU169 csgB::lacZ), SB134 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsC::cat), SB135
(W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsB::kan), SB136 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rprA::kan), SB137
(W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsBC::kan), SB138 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rcsC::cat rprA::kan) wur-
den in LB-Medium bei 28°C angezogen. Nach 12 h Wachstum (ODs,s nm ca. 4) wurden Proben fur die
RNA-Préparation entnommen und mit der heiRen Phenol-Chloroform-Methode die RNA isoliert. 10 ug RNA
wurden auf ein Agarose-Formaldehydgel aufgetragen und bei 80V laufen gelassen. Nach dem Semi-Dry-
Blotten fiir 1 h wurde die Membran mit einer Digoxigenin-markierten csgD-Sonde bei 54°C inkubiert. Der
Nachweis erfolgte Uber eine Chemilumineszens Reaktion auf einem Réntgenfilm.

Bei der Analyse der verschiedenen rcs-Mutanten hinsichtlich ihrer csgD-Transkriptmenge
in der spaten stationdren Phase, nach Wachstum bei 28°C ist eine deutliche Reduktion (2-
fach) in einer rcsC-Mutante, also im Fall erhdhter RprA-Mengen zu beobachten. Alle an-
deren Einzelmutanten (rcsB, rprA) und Doppelmutanten (rcsBC, rcsC rprA) weisen hinge-
gen wildtypahnliche csgD-Transkriptmengen auf. Erhohte RprA-Mengen in der Zelle
(rcsC-Mutante) fuhren also zur Verringerung der csgD-Transkriptmengen (Abb.10). Die
nachfolgenden Stabilitatsanalysen sollen Aufschluss daruber geben, ob durch die Wirkung
von RprA moglicherweise der Abbau der csgDmMRNA gefordert wird und deshalb eine
Verringerung der Transkriptmengen zu verzeichnen ist. Beim Vergleich des Wildstammes
mit einer rprA-Mutante wirde man dementsprechend eine Stabilisierung der csgD-
Transkriptmenge in der rprA-Mutante erwarten. Hingegen wiirde bei erhohten RprA-
Mengen (rcsC-Mutante) in der Zelle moéglicherweise ein noch schnellerer Abbau der
csgDmRNA als im Wildtyp zu verzeichnen sein.

Wie jedoch aus Abbildung 11 und 12 und den dazugehdrigen Quantifizierungen eindeutig
ersichtlich, ist weder ein Unterschied in der Abbaurate beim Vergleich des Wildtypstam-
mes mit einer rprA-Mutante zu verzeichen, noch kristallisiert sich ein Unterschied heraus,

wenn erhohte RprA-Mengen in der Zelle vorhanden sind (rcsC-Mutante).
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Abbildung 11: csgD-Stabilitatsuntersuchungen des Wildtyps im Vergleich zur rprA-Mutante

Die Stamme GB350 (Wildtyp) und SB136 (rprA-Mutante) wurden in LB-Medium bei 28°C inkubiert. Nach
12 h Wachstum (ODsz;s nm ~4) wurden Proben vor Rifampicinzugabe (0,5 mg/ml), sowie 1, 3, und 5 min
nach Rifampicinzugabe fur die RNA-Praparation entnommen und mit der heien Phenol-Chloroform-
Methode die RNA isoliert. 20 ug RNA wurden auf ein Agarose-Formaldehydgel aufgetragen und bei 80V
laufen gelassen. Nach dem Semi-Dry-Blotten fiir 1 h wurde die Membran mit einer Digoxigenin-markierten
csgD-Sonde bei 54°C inkubiert. Der Nachweis erfolgte Uber eine Chemilumineszens Reaktion auf einem
Réntgenfilm. Die Original-Northernblotdaten sind in (A) und die Quantifizierungen dieser Daten sind (B)
dargestellt.

Obwonhl die csgD-Transkriptmengen in der rprA-Mutante leicht erhéht sind, lasst sich kei-
ne Stabilisierung dieser Transkriptmengen feststellen. RprA hat offenbar keinen Einfluss
auf dessen Stabilitat. Die Halbwertszeit der csgDmRNA betrégt fir den Wildtypstamm und
die rprA-Mutante ca. 3 Minuten.
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Abbildung 12: csgD-Stabilitatsuntersuchungen des Wildtyps im Vergleich zur rcsC-Mutante

Die Stamme W3110 (Wildtyp) und SB193 (rcsC-Mutante) wurden in LB-Medium bei 28°C inkubiert. Nach
12 h Wachstum (ODsz;s nm ~4) wurden Proben vor Rifampicinzugabe (0,5 mg/ml), sowie 1, 3, und 5 min
nach Rifampicinzugabe fur die RNA-Praparation entnommen und mit der heien Phenol-Chloroform-
Methode die RNA isoliert. 15 pg RNA wurden auf ein Agarose-Formaldehydgel aufgetragen und bei 80V
laufen gelassen. Nach dem Semi-Dry-Blotten fiir 1 h wurde die Membran mit einer Digoxigenin-markierten
csgD-Sonde bei 54°C inkubiert. Der Nachweis erfolgte Uber eine Chemilumineszens Reaktion auf einem

Réntgenfilm. Die Original-Northernblotdaten sind in (A) und die Quantifizierungen dieser Daten sind (B)
dargestellt.

Auch in Abbildung 12 sind Unterschiede in der csgD-Transkriptmenge beim Vergleich des
Wiltypstammes mit einem Stamm, der erhohte RprA-Mengen (rcsC-Mutante) aufweist,
deutlich sichtbar. Erhohte RprA-Mengen reduzieren die csgD-Transkriptmengen zwar um
das 2,5-fache, aber es kommt auch hier nicht zu einem beschleunigten csgDmRNA-Abbau.
Die Halbwertszeit der csgDmRNA betrégt fir beide Stdamme 1 bis 2 Minuten.

RprA hat unter diesen getesteten Bedingungen also keinen Einfluss auf die Stabilitat der
csgDmRNA, aber reduziert die Transkriptmenge sehr deutlich. Somit scheint RprA auf
Transkriptionsebene von csgD zu wirken und konnte indirekt tiber einen mdglichen an-
deren Regulator die Transkriptionsinitiation beeinflussen oder aber direkt die Transkripti-

onselongation verhindern.
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2.2. Die durch RprA vermittelte Regulation innerhalb der SigmaS/CsgD-
Kaskade

Unter Verwendung eines Hochkopienvektors (pZE-luc-Derivat), auf dem RprA unter der
Kontrolle eines anderen Promotors (pLacO) kloniert vorlag, sollte der Einfluss von konsti-
tutiv Uberexprimiertem RprA auf die Expression ausgewahlter Gene der SigmaS/CsgD-

Kaskade untersucht werden.

2.2.1. Die konstitutive, ektopische Expression von RprA reduziert die Expression
von csgB, yaiC und ydaM

Wie bereits im Abschnitt 2.1. beschrieben, tibt RprA einen reprimierenden Einfluss auf die

Expression von csgD und damit auch indirekt auf dessen Zielgene csgB und yaiC aus. Wie

sich deren Expression bei einer konstitutiven Uberexpression von RprA vom Plasmid

(pJV100IA-T4) verhélt, wurde im Folgenden untersucht.

2,57 0,14 r
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i W pJVv300
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spezifische R-Galaktosidaseaktivitdt [umol/min/mg Protein]
spezifische B-Galaktosidaseaktivitit [umol/min/mg Protein]

Abbildung 13: Einfluss von Uberexprimiertem RprA auf csgB::lacZ, ydaM::lacZ, mlrA::lacZ, y-
ciR::lacZ, yaiC::lacZ

Die Stamme GB350 (W3110AlacU169 csgB::lacZ), NS123 (W3110AlacU169 ydaM::lacZ), NS125
(W3110AlacU169 mirA::lacZ), NS149 (W3110AlacU169 yciR::lacZ), NS153 (W3110AlacU169 yaiC::lacZ)
wurden in Anwesenheit des Plasmides pRprA (weie Balken) oder pJV300 (schwarze Balken) in LB-
Medium bei 28°C wachsen gelassen. Nach Wachstum (ber Nacht (14 h) wurden Proben zur Bestimmung
der optischen Dichte (578 nm) und der spezifischen B-Galaktosidaseaktivitat entnommen. Dargestellt ist der
Mittelwert aus zwei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten.

pRprA = pJV100lA-T4, Hochkopienvektor der RprA ektopisch vom PLacO-Promoter aus exprimiert
pJV300= Kontrollplasmid exprimiert eine nonsense RNA ektopisch vom PLacO-Promoter aus

Eine eindeutige starke Reduktion (fast vollstdndige Aufhebung) der Expression in Anwe-
senheit von Uberexprimiertem RprA ist wie erwartet fir csgB und yaiC zu erkennen. Diese

Befunde sind konsistent zu den in Abschnitt 2.1. erzielten Ergebnissen mit chromosomal
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erhdhten RprA-Mengen (in einer rcsC-Mutante), die ebenfalls eine Reduktion von csgB
und yaiC aufwiesen. Anders verhalt es sich im Fall von YdaM: Bei konstitutiver Uberex-
pression von RprA ist auch die ydaM Expression stark reprimiert. RprA in sehr hohen
Mengen hat offenbar auch einen regulatorischen Einfluss auf die ydaM Expression. Chro-
mosomal erhéhte RprA-Mengen jedoch beeinflussen die ydaM-Expression nicht sondern
hier erfolgt die leichte Repression hochstwahrscheinlich tber den Responseregulator RcsB
(siehe Abschnitt 2.1.).

2.2.2. Die ektopische Expression von CsgD::Gfp und YdaM::Gfp ist in Anwesenheit

von konstitutiv exprimiertem RprA ebenfalls reduziert
Ein sehr anschauliches, wenn auch recht kiinstliches System zur Untersuchung der Transla-
tionsregulation von Zielgenen durch kleine RNA's in vivo, ist das von J. Urban entwickelte
und in der Arbeitsgruppe von J.Vogel etablierte Gfp-Fusionssystem (Urban et al., 2007).
Dabei wird die ausgewdhlte kleine RNA (wie bereits unter 2.2.1. verwendet) mit ihrem
Transkriptionsstart unter die Kontrolle eines ektopischen Promotors (pLacO) auf einen
Hochkopienvektor kloniert (pJV1001A-T4 = pRprA). Das zu untersuchende Zielgen wird
auf einen Niedrigkopienvektor an das griin fluoreszierende Protein (Gfp) kloniert und steht
ebenfalls unter der Kontrolle eines ektopischen Promoters (pLtet). Mittels TSS-
Transformation oder Elektroporation werden beide Plasmide in Wildtypzellen eingebracht.
Nach 8 Stunden Wachstum bei 37°C in LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika
(Chloramphenicol und Ampicillin) wurden Westernblotproben gezogen und mit einem
Antikorper gerichtet gegen Gfp untersucht. In Abbildung 14 ist der Einfluss von ektopisch
uberexprimiertem RprA auf die ebenfalls ektopisch exprimierten CsgD, YdaM und
MIrA::Gfp-Fusionsproteine gezeigt. Dafir erfolgte die Klonierung der drei untersuchten
Gene auf den Gfp-Fusionsvektor mit dem Transkriptionsstart als Anfang. Im Fall von csgD
wurde der Bereich von -148 Nukleotide (Nt) bis +90 Nt (ausgehend vom Translationsstart)
Kloniert und enthélt, wie im nachfolgenden Abschnitt beschrieben, beide potentiellen
RprA-Bindestellen. Fir ydaM wurde der Bereich von -75 Nt bis +60 Nt und fur mirA von
-25 Nt bis + 90 Nt kloniert.
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M pXG-0 pXG-1 pesgD:gfp | pydaMizgfp | pmirA:zgfp GFP
M| - + - + | - + - + | - + | PRprA
48 KDa |
33kDa | . prpp— — <« GFP
25kDa
17 kDa | "

Abbildung 14: Proteinmengen von Gfp-Fusionen zu CsgD, YdaM und MIrA (Westernblot)

Fur die Transformation mit den jeweiligen Plasmiden wurde der Stamm MC4100 benutzt. Die Gfp-Fusionen
zu CsgD (pSB25), YdaM (pSB30) und MIrA (pSB24) wurden von einem Niedrigkopienvektor unter Kon-
trolle des ektopischen Promoters pLtet konstitutiv exprimiert. Die kleine RNA-RprA wurde gleichzeitig von
einem Hochkopienvektor unter Kontrolle des ektopischen Promoters PLacO konstitutiv exprimiert (pRprA,
bzw. Kontrollplasmid mit nonsense RNA =pJV300). Nach 8 h Wachstum (ODs;snm~4) in LB-amp*®-cm?-
Medium bei 37°C wurden Proben fiir die Westernblotanalyse enthommen und anschlieBend auf einem 12
%igen Polyacrylamidgel aufgetragen (aufgetragene Proteinmengen: pXG-0 5 pg; pXG-1 0,5 pg; pcsgD::gfp
5 ug; pydaM::gfp 5 pg; pmirA::gfp 10 pg). Der Nachweis der Fusionsproteine erfolgte mit einem Antikdrper
gerichtet gegen Gfp.

pXG-0 = Negativkontrolle (exprimiert Luciferase)

pXG-1 = Positivkontrolle (exprimiert Gfp vollstandig)

pcsgD::gfp (pSB25) Klonierung von -148 Nt bis +90 Nt

pydaM::gfp (pSB30) Klonierung von -75 Nt bis +60 Nt

pmlirA::gfp (pSB24) Klonierung von -25 Nt bis +90 Nt

Eine eindeutige Reduktion der Proteinmengen in Anwesenheit von Uberexprimiertem
RprA ist auch hier fur das CsgD::Gfp (5-fache Reduktion) und YdaM::Gfp (9-fache Re-
duktion) Fusionsprotein zu verzeichnen. Da hier die Expression dieser Gene von einem
ektopischen Promoter aus erfolgt, kann der beobachtete reprimierende Effekt von tber-
exprimiertem RprA nicht mit einem indirekten Einfluss auf die Transkriptionsinitiation
begriindet werden. Entweder werden hier also die Transkriptionselongation und/oder doch
die Translation von csgD und ydaM durch RprA beeinflusst. MIrA bleibt auch in Anwe-
senheit von Uberexprimiertem RprA unbeeinflusst und bestatigt die vorangegangenen mit-
tels translationalen lacZ-Fusionen erzielten Ergebnisse. Dennoch sind fur MIrA geringere
Absolutproteinmengen im Vergleich zu CsgD und YdaM in Abwesenheit von RprA zu
beobachten. Diese beruhen mdglicherweise auf Abbauereignissen oder auf einer ineffizien-

ten Translationsinitiation per se, die im Verlauf dieser Arbeit nicht weiter verfolgt wurden.

2.3. Die Rolle der csgD 5"UTR bei der RprA-vermittelten Regulation
Das Kirzel UTR steht fur nicht Gbersetzte Region (engl. untranslated region) und umfasst

den Bereich vom Transkriptionsstart bis zum Translationsstart eines Gens. Diese 5° UTR
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kann 100 oder mehr als 100 Nukleotide lang sein und beeinhaltet die Ribosomenbinde-
stelle. AufRerdem befinden sich in diesem Bereich regulatorische Sequenzen, an die a) z.B.
Proteine binden konnten, die die Stabilitdt der mRNA oder deren Translation beeinflussen
oder an denen b) eine Regulation durch Bindung kleiner regulatorischer RNA's erfolgen

kann.

2.3.1. Innerhalb der csgD 5 UTR befinden sich zwei potentielle Bindestellen flr
RprA

Da es sich bei csgD um ein neues Zielgen fiir RprA handelt sollten im weiteren Verlauf die
potentiellen Bindestellen identifiziert werden und dann durch geeignete Mutationen so-
wohl innerhalb der kleinen RNA als auch im Zielgen die direkte Bindung von RprA an die
csgDmMRNA nachgewiesen werden. Nach dem bisherigen Kenntnisstand befinden sich die
Bindestellen kleiner RNA's hauptsdchlich im 5 untranslatierten Bereich in der Néhe der
Shine-Dalgarno Sequenz, aber auch Bindestellen weiter stromaufwarts sind bereits be-
schrieben worden (Sharma et al., 2007; Vecerek et al., 2007). Unter Zuhilfenahme des
computergestitzten Anwenderprogramms TargetRNA sollten mdgliche Bindestellen von
RprA innerhalb der csgDmRNA identifiziert werden. In Abbildung 15 sind die von diesem
Programm vorhergesagten potentiellen Bindestellen innerhalb der 5"UTR von csgDmRNA
dargestellt. Eine dieser Bindestellen umfasst den Bereich von —14 Nt bis +7 Nt (ausgehend
vom Translationsstart) und tberlappt mit dem Bereich der Shine-Dalgarno Sequenz. Die
andere Bindestelle liegt sehr weit stromaufwaérts und umfasst den Bereich von —96 Nt bis —
84 Nt (ausgehend vom Translationsstart). Betrachtet man den bindenden Bereich innerhalb
von RprA, so werden die beiden potentiellen Bindestellen offenbar durch einen jeweils
anderen Bereich innerhalb von RprA gebunden. Dies konnte bedeuten, dass entweder zwei
Molekile gleichzeitig in der Lage sind an die 5’UTR der csgDmRNA zu binden oder aber
auch nur ein RprA-Molekil beide Bindstellen abdeckt.
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Abbildung 15: Die mit dem Programm ,, TargetRNA* vorhergesagten Bindestellen fir RprA in csgD
und deren Lokalisation zwischen dem Transkriptionsstart und Translationsstart

Die erste potentielle Bindestelle ist stromaufwarts an Position -96 Nt bis -84 Nt (ausgehend vom Translati-

onsstart) innerhalb der 5’"UTR von csgD lokalisiert. Der bindende Bereich in RprA erstreckt sich von Positi-
on 60 Nt bis 73 Nt ausgehend vom Transkriptionsstart.
Die zweite potentielle Bindestelle befindet sich im Translationsinitiationsbereich und berlappt mit der Shi-
ne-Dalgarno Sequenz (Ribosomenbindestelle) (-14 Nt bis +7 Nt ausgehend vom Translationsstart). Der bin-

dende Bereich in RprA erstreckt sich hier von 28 Nt bis 43 Nt ausgehend vom Transkriptionsstart.

Welche Bindestelle tatsachlich von Bedeutung ist und welche Art der Regulation an diesen

Bindestellen durch RprA vermittelt wird soll anschliefend naher untersucht werden.
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2.3.2. Eine translationale Kontrolle durch RprA erfolgt tber die Bindstelle im
Translationsinitiationsbereich von csgD
Zur Untersuchung der Rolle der stromaufwérts liegenden Bindestelle innerhalb der
csgDmRNA wurde in einem ersten Schritt eine verkirzte Form der 5’UTR von csgD (-36
Nt bis +90 Nt) auf den Gfp-Fusionsvektor kloniert und mittels Westernblot analysiert. Die-
se verkirzte Version enthélt jetzt nur noch die zweite potentielle RprA-Bindestelle, welche
mit dem Translationsinitiationsbereich tberlappt. Handelt es sich bei der stromaufwaérts
liegenden potentiellen RprA-Bindestelle um eine tatsachliche Bindestelle von RprA, dann
ware in deren Abwesenheit keine oder eine stark verminderte Regulation durch uberexpri-
miertes RprA zu erwarten. In Abbildung 16 ist neben den Kontrollen der Einfluss von
Uberexprimiertem RprA auf die Proteinmengen des langen csgD::gfp-Konstruktes (-148 Nt
bis +90 Nt) im Vergleich zum kurzen csgD::gfp/Asite1-Konstrukt (-36 Nt bis +90 Nt) ge-

zeigt.

M pPXG-0 pPXG-1 pesgD::gfp | pesgD::dfpl GFP
Asite1
M 5 + 5 + 5 + 5 + PRprA
33 kDa
—— “ | GFP

Abbildung 16: Proteinmengen von Gfp-Fusionen zu CsgD und einer verkirzten CsgD-Version
(Westernblot)

Fur die Transformation mit den Plasmiden wurde der Stamm MC4100 benutzt. Die Gfp-Fusionen zu CsgD
(pSB25) und der verkiirzten CsgD-Version (pSB29) wurden von einem Niedrigkopienvektor unter Kontrolle
des ektopischen Promoters pLtet konstitutiv exprimiert. Die kleine RNA-RprA wurde gleichzeitig von einem
Hochkopienvektor unter Kontrolle des ektopischen Promoters PLacO konstitutiv exprimiert (pRprA bzw.
Kontrollplasmid mit nonsense RNA = pJV300). Nach 8 h Wachstum (ODsz;gnm~4) in LB-amp'®-cm®-
Medium bei 37°C wurden Proben flr die Westernblotanalyse entnommen und anschlieend auf einem 12 %
igen Polyacrylamidgel aufgetragen (aufgetragene Proteinmengen: pXG-0 10 ug; pXG-1 5 ug; pcsgD::gfp 10
ug; pesgD::gfp/Asitel 10 pg ). Der Nachweis der Fusionsproteine erfolgte mit einem Antikorper gerichtet
gegen Gfp.

pXG-0 = Negativkontrolle (exprimiert Luciferase)

pXG-1 = Positivkontrolle (exprimiert Gfp vollstandig)

pcsgD::gfp (pSB25) Klonierung von -148 Nt bis +90 Nt

pcsgD::gfp/Asitel (pSB29) Klonierung von -36 Nt bis +90 Nt

Hier ist ebenfalls eine deutlich verminderte Proteinmenge (5-fach) des langen CsgD::Gfp
Fusionsproteins in Anwesenheit von tberexprimiertem RprA ersichtlich. Anders verhalt es
sich flr die verkirzte csgD::gfp Version. Die mit dem langen csgD::gfp-Konstrukt be-
obachtete starke Regulation durch RprA ist in Abwesenheit der stromaufwaérts liegenden

Bindestelle nicht mehr so deutlich ausgepragt, aber dennoch teilweise vorhanden. In An-
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wesenheit von Uberexprimiertem RprA kann nur noch eine einfach verminderte Protein-
menge des verkirzten CsgD::Gfp Fusionsproteins detektiert werden. Damit scheint die
stromaufwarts liegende potentielle Bindestelle bzw. der Bereich der 5’"UTR stromaufwarts
vom -36 -sten Nukleotid fir eine Regulation durch RprA von groRRer Bedeutung zu sein.
Dieser Effekt ist unabhéngig vom csgD-Originalpromoter zu beobachten. Auffallig sind
zudem die generell erhéhten Proteinmengen (2-fach) des kurzen CsgD::Gfp Fusionspro-
teins (csgD::gfp/Asitel-Konstrukt -36 Nt bis +90 Nt), die mdglicherweise bereits auf ver-
anderte Transkriptmengen zuriickzufuhren sind. Weitere Untersuchungen dazu sind unter
Abschnitt 2.3.3. dargestellt.

Im Folgenden wurde die Rolle der zweiten, mit der Ribosomenbindestelle Uberlappenden,
Bindestelle néher untersucht. Durch gezielten Basenaustausch innerhalb dieser Bindestelle
in csgD sollte eine mdgliche Rolle dieser Bindestelle bei der translationalen Kontrolle
durch RprA untersucht werden. Dafir wurden zusétzliche Mutationen in zwei verschiede-
nen Regionen der potentiellen zweiten Bindestelle eingefuigt, um somit die Bindung von
RprA zu storen und die zwar geringe einfache, aber reproduzierbare Regulation génzlich
aufzuheben. Die spezifischen Mutationen wurden so gewahlt, dass die Ribosomenbin-
destelle (Shine-Dalgarno Sequenz) erhalten bleibt und eine optimale Translation gewahr-
leistet ist. Aus Abbildung 17 wird ersichtlich, dass beim Austausch von zwei Cytosinen
(C) an Position -1 Nt und -4 Nt (ausgehend vom Translationsstart) zu Guanin (G) keine
Regulation des kurzen CsgD::Gfp Fusionsproteins mehr durch Uberexprimiertes RprA er-
folgen kann (Abb. 7 vgl. 6. und 7. Spalte im WB). Die Proteinmengen in Anwesenheit
uberexprimierten RprAs sind zu denen identisch, die eine nonsense RNA (berexprimieren
(Kontrollplasmid). Offenbar ist RprA jetzt nicht mehr in der Lage an diesen Bereich der
csgDmRNA zu binden, die Ribosomenbindestelle wird also nicht mehr blockiert und eine
effiziente Translation kann erfolgen. Ebenso verhalt es sich, wenn an Position -5 Nt bis -7
Nt (ausgehend vom Translationsstart) in csgD drei Thymine (T) zu Adeninen (A) ausge-
tauscht werden. Auch hier ist die Regulation durch RprA nicht mehr moglich (Abb. 17 vgl.
Spalte 8 und 9).

Damit zeichnet sich eine direkte Bindung von RprA an diese zweite potentielle Bindestelle
der csgDmRNA ab, bei der offenbar die Ribosomenbindestelle verdeckt bzw. unzugéang-
lich fur die Ribosomen gemacht wird. Diese Bindung von RprA, die Uberlappend mit dem
Translationsinitiationsbereich der csgDmMRNA ist, verursacht somit eine ineffiziente Trans-
lation. Somit spielt die zweite Bindestelle eine Rolle bei Translationsregulation von csgD

durch RprA. Betrachtet man auch hier die absoluten Proteinmengen, so erscheinen diese
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im Vergleich zum kurzen CsgD::Gfp Fusionsprotein, ohne zusatzliche Punktmutationen
und in Abwesenheit von RprA ebenfalls erhoht (ca. 1,2-fach) ( Abb. 17 — vgl. Spalte 4 mit
6 bzw. 8).

M pcsgDgfp | pesgD::gfp | pesgD::gfp/ | pesgD::.gfp/ GFP
Asite1 Asite1f Asite1f
site2* Site2**
M - + 5 + - + - + PRprA

33kDa

site?* = C(-1).Cld)=G.G;
site2™ = TTT (Fhis-7)-=AAA

Abbildung 17: Die translationale Kontrolle von csgD durch RprA erfordert die zweite Bindestelle und
kann durch spezifische Basenaustausche innerhalb von csgD unterbunden werden. (Westernblot)

Fur die Transformation mit den jeweiligen Plasmiden wurde der Stamm MC4100 benutzt. Die Gfp-Fusionen
zur verkirzten CsgD-Version (pSB29) und den zusatzlichen Basenaustauschen im Translationsinitiationsbe-
reich (pSB42, pSB43) wurden von einem Niedrigkopienvektor unter Kontrolle des ektopischen Promoters
pLtet konstitutiv exprimiert. Die kleine RNA-RprA wurde gleichzeitig von einem Hochkopienvektor unter
Kontrolle des ektopischen Promoters PLacO konstitutiv exprimiert (pRprA bzw. Kontrollplasmid mit non-
sense RNA = pJV300). Nach 8 h Wachstum (ODszsnm ca. 4) in LB-amp'®-cm®-Medium bei 37°C wurden
Proben flr die Westernblotanalyse entnommen, aufbereitet und anschlieBend 5 pg Gesamtprotein auf einem
12 %igen Polyacrylamidgel aufgetragen. Der Nachweis der Fusionsproteine erfolgte mit einem Antikorper
gerichtet gegen Gfp.

pXG-0 = Negativkontrolle (exprimiert Luciferase)

pXG-1 = Positivkontrolle (exprimiert Gfp vollstandig)

pcsgD::gfp/Asitel (pSB29) Klonierung von -36 Nt bis +90 Nt

pcsgD::gfp/Asitelsite2* (pSB42) Klonierung von -36 Nt bis +90 Nt und Basenaustausche C(-1)..C(-4)>G..G
pcsgD::gfp/Asitelsite2** (pSB43) Klonierung von -36 Nt bis +90 Nt und Basenaustausche TTT(-5bis-
7)>AAA

2.3.3. Die weiter stromaufwarts in der csgD 5 UTR liegende potentielle RprA-
Bindestelle spielt moglicherweise eine Rolle bei der Transkriptionselongation
Drastische regulatorische Effekte von tberexprimiertem RprA sind wie bereits im voran-
gegangenen Abschnitt beschrieben mit dem langen csgD::gfp-Konstrukt, welches beide
potentiellen Bindestellen enthélt, zu verzeichnen (vgl. Abb. 17 Spalte 2 und 3). Verkirzt
man dieses csgD::gfp-Konstrukt (Asitel), so ist die Regulation durch RprA teilweise auf-
gehoben. Interessanterweise sind jedoch die Proteinmengen des langen CsgD::Gfp Fusi-
onsprotein in Abwesenheit von RprA um das 2-fache geringer, als das kurze CsgD::Gfp
Fusionsprotein in Abwesenheit des RprA-Plasmids liefert (vgl. Abb. 17 Spalte 2 und 4).
Dies konnte auf bereits geringere Transkriptmengen zuruckzufihren sein. Deshalb wurden

durch Northernblotanalysen mit einer Sonde gerichtet gegen gfp die Transkriptmengen
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dieser beiden Konstrukte in An- oder Abwesenheit von (berexprimiertem RprA unter-
sucht. In Anwesenheit beider potentiellen RprA-Bindestellen (langes csgD::gfp Konstrukt)
ist eine deutliche Reduktion (5-fach) der Transkriptmengen bei Uberproduktion von RprA
zu verzeichnen (vgl. Abb. 18 Spalte 2 und 3). Dem gegenuber stehen jedoch nahezu iden-
tische und sehr hohe Transkriptmengen des kurzen csgD::gfp-Konstruktes in An- und Ab-
wesenheit von Uberexprimiertem RprA (Vgl. Abb. 18 Spalte 4 und 5). Die Deletion der
ersten RprA Bindestelle bzw. des Bereiches der 5’"UTR stromaufwarts vom -36. Nukleotid
fihrt zum dramatischen Anstieg der csgD::gfp-Transkriptmengen (2 bis 3 fach). Da die
Transkription von csgD hier nicht vom csgD-Originalpromotor sondern von einem ekto-
pischen Promotor aus erfolgt, kann man diesen Effekt auf die Transkriptmengen nicht mit
einer veranderten Transkriptionsinitiation erklaren. Moglicherweise spielt diese Bindestelle
bzw. dieser Bereich eine Rolle bei der Transkriptionselongation. Aber nicht nur die Dele-
tion der ersten Bindestelle fuhrt zu erhohten csgD::gfp Transkriptmengen sondern auch die
Deletion des chromosomalen rprA-Gens (Abb. 18 Spalte 6) selbst. Damit sind die reduzier-
ten Transkriptmengen des langen csgD::gfp Konstruktes (Abb. 18 Spalte 2) hier womdg-
lich auf das noch Vorhandensein chromosomal kodierter RprA-RNA und deren Bindung
an die hier ebenfalls vorhandene erste (stromaufwérts liegende) Bindestelle zuriickzu-

fuhren.

M | pesgD:: | pesgD:: | pesed | GFP
gfp gfpr | 7
Asite1 rprf
M| - |+ - | + ] - pRprA
=
1049b -
p -I—gfp -
575bp -t Transkript

Abbildung 18: Das Vorhandensein der potentiellen ersten Bindestelle fiihrt zu Verminderung der
csgD::gfp Transkriptmenge (Northernblot)

Fir die Transformation mit den Plasmiden wurde der Stamm MC4100 bzw. der Stamm SB123 mit chromo-
somal deletiertem rprA-Gen (MC4100csgB::lacZ rprA::kan) benutzt. Die Gfp-Fusionen zu CsgD
(pSB25=pcsgD::gfp) und der verkiirzten CsgD-Version (pSB29=pcsgD::gfp/Asitel) wurden von einem Nied-
rigkopienvektor unter Kontrolle des ektopischen Promoters pLtet konstitutiv exprimiert. Die kleine RNA-
RprA wurde gleichzeitig von einem Hochkopienvektor unter Kontrolle des ektopischen Promoters PLacO
konstitutiv exprimiert (pRprA bzw. Kontrollplasmid mit nonsense RNA = pJV300). Nach 8 h Wachstum
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(ODszgnm ca. 5) in LB-amp*®-cm?-Medium bei 37°C wurden Proben fiir die RNA-Préparation entnommen
und mit der heien Phenol-Chloroform-Methode die RNA isoliert. 14 pug RNA wurden auf ein Agarose-
Formaldehydgel aufgetragen und bei 80V laufen gelassen. Nach dem Semi-Dry-Blotten fir 1 h wurde die
Membran mit einer Digoxigenin-markierten gfp-Sonde bei 54°C inkubiert. Der Nachweis erfolgte Uber eine
Chemilumineszens Reaktion auf einem Rontgenfilm.

Zusammenfassend kann aus den bisherigen Daten geschlussfolgert werden, a) dass es sich
bei csgD um ein neues, direktes Zielgen der kleinen RNA RprA handelt; b) dass innerhalb
der 5’UTR der csgDmMRNA wahrscheinlich zwei Bindestellen fir RprA vorhanden sind
und diese fiir moglicherweise zwei verschiedene Regulationsmechanismen durch RprA
verantwortlich sind. RprA beeinflusst also die csgD-Expression auf zwei verschiedene
Weisen. Zum einen wird moéglicherweise die Transkriptionselongation beeinflusst, indem
RprA an die erste Bindestelle bzw. den Bereich stromaufwarts vom -36sten Nukleotid bin-
det und die csgD-Transkriptmengen dadurch reduziert.

Zum anderen zeigt RprA einen Einfluss auf die csgD-mRNA Translation, bei der nur die
zweite Bindestelle bzw. der kurze Bereich stromabwarts vom -36sten Nukleotid von Be-

deutung zu sein scheint.

2.4. Mogliche andere RprA-Zielgene
Basierend auf den Mikroarrayergebnissen, die in Abschnitt 2.1.4. in der Tabelle 7 darge-
stellt sind, zeichnen sich neben rpoS und dem in dieser Arbeit neu identifizierten csgD

noch weitere Zielgene fiir die kleine RNA RprA ab.

2.4.1. Die Regulation von GadE durch RprA

Von besonderer Bedeutung konnte dabei der Transkriptionsaktivator GadE sein. GadE
(Glutamic acid decarboxylase) kontrolliert die Expression von Genen, die an der Séurere-
sistenz beteiligt sind. Dazu zahlen die Isoenzyme GadA und GadB, die bei der glutamatab-
héngigen S&ureresistenz die Hauptrolle spielen. Neben diesen beiden Genen ist auch eine
Regulation der Gene hdeA, hdeB und hdeD durch GadE beschrieben (Ma et al., 2003;
Hommais et al., 2004; Weber, Dissertation). Alle diese Gene erscheinen auf den Mikroar-
rays durch RcsB und RprA als positiv kontrolliert. Da GadE als Transkriptionsaktivator
von gadB, hdeA, hdeB und hdeD beschrieben ist, konnte gadE ein mogliches direktes Ziel-
gen von RcsB und/oder RprA darstellen und das Auftauchen der anderen Gene auf die in-
direkte Wirkung von RcsB und/oder RprA (ber GadE zu begriinden sein. Erste Untersu-
chungen einer translationalen gadB::lacZ Fusion in der stationdren Phase deuten auf eine
positive Regulation der Expression in Anwesenheit von tiberexprimiertem RprA hin (Abb.
19). Wohingegen jedoch gadE::gfp-Fusionskonstrukte, die zu zwei unterschiedlichen



Ergebnisse 110

Transkriptionsstartpunkten vollfuhrt wurden, in Anwesenheit von Uberexprimiertem RprA
keinen eindeutigen Schluss auf eine positive Regulation zulassen (Abb. 20).

Ein moglicher direkter Einfluss von RcsB/RprA auf GadE konnte mit den bisherigen Un-
tersuchungen noch nicht eindeutig geklart werden und bedarf deshalb weiterer Experimen-
te.

gadB::lacZ

Spezifische R-Galaktosidase-Aktivitat [umaol/min/mg protein]

pJV300 PRprA

Abbildung 19: Die Expression der gadB::lacZ Fusion ist in Anwesenheit von RprA leicht erhéht

Der Stamm JG2 (W3110AlacU169 gadB::lacZ) wurde in LB-amp'®-Medium bei 37°C in An- (pRprA) und
Abwesenheit (pJV300) der kleinen RNA RprA angezogen. Die spezifische B-Galaktosidaseaktivitat wurde
nach 12 h Wachstum bestimmt. Die kleine RNA (pRprA) bzw. die nonsense RNA (pJV300) wurden von
einem Hochkopienvektor unter Kontrolle des ektopischen Promoter PLacO konstitutiv exprimiert.

pgadE(-125 bis pgadE{-92 his GFP
+99)::gfp +99)::gfp

5 + = + pPRprA

mmn s === e |GFP

Abbildung 20: Proteinmengen von Gfp-Fusionen zu zwei GadE-Versionen in An- und Abwesenheit der
kleinen RNA RprA

Fur die Transformation mit den jeweiligen Plasmiden wurde der Stamm MC4100 benutzt. Die Gfp-Fusionen
zu den GadE-Versionen (pSB31, pSB32) wurden von einem Niedrigkopienvektor unter Kontrolle des ektopi-
schen Promoters pLtet konstitutiv exprimiert. Die kleine RNA-RprA wurde gleichzeitig von einem Hochko-
pienvektor unter Kontrolle des ektopischen Promoters PLacO konstitutiv exprimiert (pRprA bzw. Kon-
trollplasmid mit nonsense RNA = pJV300). Nach 13 h Wachstum (ODs;gnm~4) in LB-amp'®-cm®-Medium
bei 37°C wurden Proben fiir die Westernblotanalyse entnommen, aufbereitet und anschlieBend 5 pug Gesamt-
protein auf einem 12 %igen Polyacrylamidgel aufgetragen. Der Nachweis der Fusionsproteine erfolgte mit
einem Antikdrper gerichtet gegen Gfp.
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2.5. Das degenerierte GGDEF/EAL Protein YhdA (CsrD) aktiviert die

csgD-Expression durch die Inhibition der RprA-Expression

YhdA (CsrD) ist eine regulatorische Komponente des Csr-Systems. Es weist neben den
sehr stark degeneriert vorliegenden GGDEF- und EAL-Domanen eine RNA-bindende
Domaéne im N-Terminus auf. Mit dieser Doméne ist CsrD in der Lage die zwei kleinen
regulatorischen RNA's CsrB und CsrC zu binden und dem Abbau durch RNaseE zuzufiih-
ren (Jonas et al., 2006; Suzuki et al., 2006). Fruhere Untersuchungen mit einer yhdA-
Mutante zeigten eine reduzierte csgD- und csgB-Expression (Sommerfeldt et al., 2009).
Der Befund, dass die kleine RNA RprA bei der Inhibition der csgD-Expression eine essen-
tielle Rolle spielt, YhdA kleine RNA’s binden kann und ebenfalls einen Einfluss auf die
csg-Gene auslibt, legte die Vermutung nahe, dass YhdA maoglicherweise RprA bindet und
es dem Abbau zufihrt. In den anschlieenden Stabilitidtsanalysen von RprA in An- oder
Abwesenheit von YhdA sollte deshalb berprift werden, ob YhdA die Stabilitdt von RprA
beeinflusst und damit indirekt eine Wirkung auf csgD hat.

2.5.1. CsrD (YhdA) hat keinen Einfluss auf die Stabilitat von RprA

Nachdem durch die Messung des translationalen csgB::lacZ Fusionsstammes in einer
yhdA-Mutante eine deutliche Reduktion zu verzeichen war (Sommerfeldt et al., 2009) und
dieser Effekt durch die zusatzliche Mutation von rprA wieder aufgehoben werden konnte
(Abb.21 rotes Dreieck), zeichnete sich eine Rolle von YhdA bei der Kontrolle von RprA
ab. Zuséatzliche Northernblotanalysen zeigten auBerdem, dass in einer yhdA-Mutante we-
sentlich mehr RprA-Transkript vorhanden ist als im Wildtyp (Abb. 22).
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Abbildung 21: Die Mutation von yhdA fihrt zur Reduzierung der csgB::lacZ Expression, die durch die
gleichzeitige Mutation von rprA wieder aufgehoben werden kann.

Die Stamme GB350 (W3110AlacU169 csgB::lacz = Wildtyp, Vierecke), NS122 (W3110AlacU169
csgB::lacZ yhdA::kan, Dreieckespitze nach oben zeigend), SB136 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rprA::kan,
Kreis), SB 156 (W3110AlacU169 csgB::lacZ yhdA::scar, Dreieckspitze nach unten zeigend), SB157
(W3110AlacU169 csgB::lacZ yhdA::scar rprA::kan, Dreieckspitze nach rechts zeigend —rotes Symbol) wur-
den in LB-Medium bei 28°C angezogen. Die optische Dichte (ODs,gnm offene Symbole) und die spezifische
R-Galaktosidaseaktivitat (geschlossene Symbole) wurden entlang der Wachstumskurve bestimmt.

YT Yhetd:kan rordckan | whedn Yhetdscar Kortrolle Stamm
SCE riwd:: kan

«—RprA

Abbildung 22: Eine yhdA-Mutante hat erhéhte RprA-Mengen

Die Stdmme GB350 (W3110AlacU169 csgB::lacZ = Wildtyp), NS122 (W3110AlacU169 csgB::lacZ yh-
dA::kan), SB136 (W3110AlacU169 csgB::lacZ rprA::kan), SB 156 (W3110AlacU169 csgB::lacZ yhdA::scar),
SB157 (W3110AlacU169 csgB::lacZ yhdA::scar rprA::kan) wurden in LB-Medium bei 28°C angezogen. Bei
einer optischen Dichte bei 578 nm von 3 wurden Proben fiir die RNA-Praparation entnommen und mit dem
Promega 23110 Kit die RNA isoliert. 3 pg RNA wurden auf einem 6 %igen Polyacrylamidgel (mit Harn-
stoff) aufgetragen und bei 10-15 mA laufen gelassen. Nach dem Blotten fir 1 h bei 15V und dem anschlie-
Renden Crosslinking wurde die Membran mit einer Digoxigenin-markierten Sonde gerichtet gegen RprA bei
46 °C inkubiert. Der Nachweis erfolgte (ber eine Chemilumineszens Reaktion auf einem Roéntgenfilm. Nach
der RprA-Detektion wurde die Sonde mit heiem Wasser abgewaschen und die Membran wurde erneut mit
einer Digoxigenin-markierten Sonde gerichtet gegen die 5S RNA (als Ladekontrolle) bei 46°C inkubiert und
wie zuvor beschrieben weiter behandelt. Bei der Kontrolle handelt es sich um Salmonella RprA, welches
vom Plasmid (pKP15-13) exprimiert wurde.

Aus diesem Grund stellte sich die Frage, ob YhdA moglicherweise die RNA RprA bindet

und dem Abbau zufihrt, also einen Einfluss auf dessen Stabilitat auslibt. Abbildung 23
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zeigt ein nicht-radioaktives Abbauexperiment der RprA-RNA in An- oder Abwesenheit
von YhdA. Aufféllig hier sind wiederum die unterschiedlichen Transkriptmengen von
RprA. Deutlich mehr RprA-Transkript ist im Vergleich zum Wildtyp in einer yhdA-
Mutante zu verzeichnen. Dariiber hinaus kann jedoch kein deutlicher Einfluss auf die Sta-
bilitdat von RprA beobachtet werden. Die Abbauraten in An- oder Abwesenheit von YhdA
sind nahezu identisch. In der stationdren Phase (ODs;s nm ca. 3) ist RprA sehr stabil und
wird vermutlich durch das Hfg-Protein vor dem Abbau geschiitzt. In der logarithmischen
Phase jedoch wird RprA sehr schnell abgebaut und weist hier eine Halbwertszeit von 7-8
min auf (Majdalani et al., 2001), weshalb ein Einfluss von YhdA auf die Stabilitat von
RprA in der logarithmischen Phase mdglich wére. In der stationdaren Phase jedoch sind die
erhdhten RprA-Transkriptmengen in einer yhdA-Mutante nicht mit einer Stabilisierung

durch das Ausbleiben der Bindung und der Abbauzufuhr zu begriinden.
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Abbildung 23: YhdA zeigt einen nahezu identischen Einfluss auf die Stabilitat von RprA

Die Stdmme W3110 (Wildtyp) und NS32 (W3110 yhdA::kan) wurden in LB-Medium bei 28°C angezogen.
Bei einer ODs7g nm von 3 wurden vor Rifampicinzugabe (0,5 mg/ml) sowie 10, 15 und 30 min nach Rifam-
picinzugabe Proben fiir die RNA-Praparation entnommen und mit dem Promega Z3100 Kit die RNA isoliert.
3 pg RNA wurden auf einem 6 %igen Polyacrylamidgel (mit Harnstoff) aufgetragen und bei 10-15 mA lau-
fen gelassen. Nach dem Blotten fiir 1 h bei 15V und dem anschlieRenden Crosslinking wurde die Membran
mit einer Digoxigenin-markierten Sonde gerichtet gegen RprA bei 46 °C inkubiert. Der Nachweis erfolgte
ber eine Chemilumineszens Reaktion auf einem Rontgenfilm. Nach der RprA-Detektion wurde die Sonde
mit heiBem Wasser abgewaschen und die Membran wurde erneut mit einer Digoxigenin-markierten Sonde
gerichtet gegen die 5S RNA (als Ladekontrolle) bei 46°C inkubiert und wie zuvor beschrieben weiter behan-
delt. Die Original-Northernblotdaten sind in (A) und die Quantifizierung dieser Daten sind in (B) dargestellt.
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2.5.2. CsrD (YhdA) reprimiert die rprA-Expression

Da die vorangegangenen Ergebnisse nicht auf eine Stabilisierung von RprA durch YhdA
hinweisen, wurde mit Hilfe einer transkriptionalen rprA::lacZ Fusion ein moéglicher Ein-
fluss von YhdA auf die Expression von rprA nédher untersucht. Aus Abbildung 24A und B
ist dabei eindeutig ersichtlich, dass YhdA einen reprimierenden Effekt auf die rprA::lacZ
Expression ausibt. Dass heilt, dass eine yhdA-Mutante also hohere rprA::lacZ Fusionsak-
tivitaten als der Wildtyp aufweist. Diese Beobachtungen waren bei 28°C besonders in der
stationdren Phase deutlich ausgepragt (Abb. 24A), wohingegen bei 37°C die maximale
Fusionsaktivitat der yhdA-Mutante in der spaten logarithmischen Phase (ODszs nm ca. 2)
zu verzeichnen war und danach stetig abfiel (Abb. 24B). Dieses Expressionsprofil konnte
auf eine Abhéngigkeit vom flagellaren Sigmafaktor FIiA hindeuten.

Eine deutlich geringere rprA::lacZ Expression lieferte eine rcsB-Mutante. Dies bestatigt
die bereits bekannte Aktivierung von rprA durch den Responseregulator RcsB (Majdalani
et al., 2002).

Zusétzlich zu den Einfllissen von YhdA und RcsB wurde auch ein méglicher Einfluss von
RpoS auf die rprA-Expression untersucht. Da RprA die rpoSmRNA stabilisiert, konnte
ebenso RpoS die Expression von rprA in der stationdren Phase positiv beeinflussen und in
einem so genannten positiven feedbackloop wirken. Wie in Abbildung 24 ersichtlich
scheint RpoS jedoch einen reprimierenden Einfluss auf die rprA::lacZ Expression auszu-
uben, denn in einer rpoS-Mutante ist die rprA::lacZ Fusionsaktivitit gegentiber dem Wild-
typ erhoht. Ein reprimierender Effekt von RpoS ist dullerst ungewohnlich und l&sst die
Vermutung der Sigmafaktor-Kompetition zu. In Abwesenheit von RpoS missen andere
Sigmafaktoren wie z.B. der vegetative Sigmafaktor RpoD oder der flagellare Sigmafaktor
FIiA nicht mehr mit dem Stationdrphasen-Sigmafaktor RpoS um die RNA-Polymerase
konkurrieren und kénnen ungehindert die Expression ihrer Zielgene herbeiftihren. Betrach-
tet man das Expressionsprofil der yhdA-Mutante naher, so entspricht dieser Verlauf einem
typischen flagellaren Genexpressionsprofil mit einer maximalen Aktivierung in der spéten
logarithmischen Phase und dem anschlieBenden stetigen Abfall. Eine abschlieRende Aus-
sage, ob es sich bei rprA um ein FliA-abhdngiges Gen handelt, kann auf Grund der dafur

noch fehlenden Untersuchungen zu diesem Zeitpunkt nicht getroffen werden.
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Abbildung 24: YhdA reprimiert die rprA::lacZ Expression

Die Stamme SB254 (W3110AlacU169 rprA::lacZ =Wt, Viereck), SB255 (W3110AlacU169 rprA::lacZ
rpoS::kan, Dreieck), SB256 (W3110AlacU169 rprA::lacZ yhdA::kan, Raute), SB257 (W3110AlacU169
rprA::lacZ rcsB::kan, Kreis) wurden in LB-Medium bei 28°C (A) und 37°C (B) angezogen. Die optische
Dichte (ODs;gnm offene Symbole) und die spezifische R-Galaktosidaseaktivitit (geschlossene Symbole)
wurden entlang der Wachstumskurve bestimmt.

2.5.3. CsrD (YhdA) reprimiert die rprA-Expression nicht Giber RcsB

Um zu kléren, ob YhdA seine Wirkung direkt auf die rprA-Expression ausiibt oder mogli-
cherweise indirekt Uber den Transkriptionsaktivator RcsB, wurde das Verhalten der Ein-
zelmutanten in yhdA und rcsB im Vergleich zur Doppelmutante (yhdA rcsB) in Bezug auf
die rprA-Expression naher untersucht. Wie in Abbildung 25A und B eindeutig ersichtlich
ist, verhalt sich die Doppelmutante sowohl bei 28°C als auch bei 37°C entlang der Wachs-
tumskurve exakt wie die yhdA-Einzelmutante. Damit beruht der Effekt der yhdA-Mutation
nicht auf eine verstarkte rcsB-Expression oder RcsB-Aktivitat. Entweder wirkt YhdA di-
rekt auf die rprA-Expression oder auf ein System, das unabh&ngig von RcsB die rprA-

Expression beeinflusst.
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Abbildung 25: YhdA reprimiert die rprA::lacZ Expression nicht tiber RcsB

Die folgenden Stdmme wurden in LB-Medium bei 28°C (A) und 37°C (B) angezogen. Die optische Dichte
(ODs7snm offene Symbole) und die spezifische B-Galaktosidaseaktivitat (geschlossene Symbole) wurden
entlang der Wachstumskurve bestimmt.

SB254 (W3110AlacU169 rprA::lacZ =Wt) - rotes Viereck

SB256 (W3110AlacU169 rprA::lacZ yhdA::kan) - blaues Dreieck

SB257 (W3110AlacU169 rprA::lacZ rcsB::kan) - griine Raute

SB260 (W3110AlacU169 rprA::lacZ yhdA::scar) - blauer Kreis

SB261 (W3110AlacU169 rprA::lacZ rcsB::scar) - griines Dreieck

SB263 (W3110AlacU169 rprA::lacZ yhdA::scar rcsB::kan) - dunkelrotes Dreieck

SB269 (W3110AlacU169 rprA::lacZ uvrY::cat)- schwarzes Dreieck

SB270 (W3110AlacU169 rprA::lacZ rcsC::cat) - Kreuz

SB271 (W3110AlacU169 rprA::lacZ ymgB::kan) Schwarz-weiles Viereck

Auf der Suche nach anderen Faktoren, die ebenfalls einen Einfluss auf die rprA-Expression
ausuben kénnten, wurde der Responseregulator UvrY néher untersucht. Die Expression der
kleinen RNAs CsrB und CsrC sind in E.coli als positiv UvrY-abhéngig beschrieben wor-
den (Suzuki et al., 2002). Da ein Zusammenhang zwischen dem Zweikomponentensystem
BarA/UvrY und dem Csr-System besteht, wurde ebenfalls untersucht, ob die rprA-
Expression mdoglicherweise auch durch das BarA/UvrY-System beeinflusst wird. Man
konnte vermuten, dass in Abwesenheit des Responseregulators UvrY die Expression von
CsrB und CsrC vermindert oder ganz ausbleibt und infolgedessen die Aktivitit von CsrA
nicht beeinflusst wird und eine Stabilisierung oder Destabilisierung seiner mRNA's her-
vorrufen kdnnte. Zum anderen kénnte UvrY auch als direkter Transkriptionsfaktor an der
Regulation der rprA-Expression beteiligt sein. In Abbildung 25A und B ist jedoch eindeu-
tig ersichtlich, dass die rprA-Expression einer uvrY-Mutante zur Wildtypexpression ver-
gleichbar ist. UvrY als Responseregulator (bt also keinen Einfluss auf die rprA-Expression

aus.
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Die Messung der rprA-Expression einer rcsB-Mutante, rcsC-Mutante und ymgB-Mutante
wurden als Kontrollen mitgefiihrt. Erwartungsgemald zeigt sich auch hier im Vergleich
zum Wildtyp eine leicht geringere rprA-Expression in einer rcsB-Mutante, die auf die feh-
lende Aktivierung durch den nicht vorhandenen Transkriptionsaktivator RcsB zuriuickzu-
fihren ist. Im Vergleich dazu liefert eine rcsC-Mutante erhéhte rprA-Fusionsaktivitaten.
Unter diesen Bedingungen liegt der Responseregulator RcsB in hyperaktiver Form vor und
kann deshalb eine starkere Aktivierung herbeifthren.

Das YmgB-Protein als Konnektor des YcgE/F-Systems und RcsC/D/B-Systems, wobei die
Funktion von YmgB als Aktivitdtsmodulator des Responseregulator RcsB innerhalb dieser
Arbeit beschrieben ist, spielt hier offenbar keine Rolle. Eine ymgB-Mutante weist eine
wildtypahnliche rprA::lacZ Expression auf. Dies deutet auf geringe YmgB-Proteinmengen
unter diesen Bedingungen im Wildtyp hin und wurde erklaren, warum kein Unterschied zu
erkennen ist. Vermutlich wird ein Einfluss von YmgB uber die Aktivitdtsmodulation von
RcsB auf die rprA-Expression erst nach einer verstarkten Aktivierung von ymgB bzw. er-
héhten YmgB-Proteinmengen sichtbar (z.B. unter anderen Untersuchungsbedingungen wie
z.B. niedere Temperatur und Blaulicht).

Zusammenfassend kann bislang festgehalten werden, dass a) die reduzierte csgD-
Expression in einer yhdA-Mutante durch die erhohte RprA-Expression bedingt ist, b) diese
erhdhte RprA-Expression in einer yhdA-Mutante aber nicht durch RcsB vermittelt wird
und c) dass das BarA/UvrY nicht hierin involviert ist. Demnach bleibt die Frage, auf wel-
che Art und Weise -direkt oder indirekt Uber CsrA- die rprA-Expression durch YhdA be-

einflusst wird weiterhin offen und bedarf weiterer Untersuchungen.
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3. Der Einfluss des Konnektors YmgB auf den ,,Output* des Rcs-

Systems

Eine der Hauptfunktionen des Rcs-Systems besteht darin, die Expression der Kapsel-
synthesegene zu regulieren. Zellen bei denen die Expression der Kapselsynthesegene durch
das Res-System stark aktiviert werden weisen einen mukoiden Phénotyp auf. Dieser mu-
koide Phianotyp wird durch die Produktion des extrazelluldren Polysaccharids Kolanséure
(colanic acid) verursacht und schiitzt die Zelle vor ungiinstigen Umwelteinfliissen.

Ein solcher mukoider Phanotyp wurde interessanterweise bei Untersuchungen zur moleku-
laren und physiologischen Funktion des YcgF/YcgE regulatorischen Signalweges beobach-
tet. Das BLUF-EAL Protein YcgF bindet unter Blaulicht als so genannter Antirepressor
direkt an den MerR-dhnlichen Repressor YcgE und verhindert somit dessen Bindung an
die Operator-DNA. Als Konsequenz werden acht kleine Proteine stark induziert. Zu diesen
kleinen Proteinen zdhlt YmgB, das bei der Expression von einem Niedrigkopienvektor
ohne Zugabe eines Inducers den oben beschriebenen mukoiden Phinotyp auf Platte (bei
28°C und 16°C) zeigt. Gleichzeitig hat es auch eine Reduktion der Expression der Curli
Fimbrien Strukturgene zur Folge (Tschowri et al., 2009).

Diese Ergebnisse und Beobachtungen fiihrten zur Hypothese, dass das Rcs-System mogli-
cherweise hierin involviert ist. Weiterfiihrende Untersuchungen zeigten eindeutig, dass
sowohl die Ausbildung des mukoiden Phdnotyps als auch die Repression der Curli
Fimbrien Strukturgene bei Expression des kleinen YmgB Proteins von einem Niedrig-
kopienvektor (ohne Induktion, bei 28°C) von der Anwesenheit des Responseregulators
RcsB abhéngen (Tschowri et al., 2009). YmgB agiert oberhalb von RcsB. Doch auf wel-
cher Ebene wird der Responseregulator RcsB durch das kleine Protein YmgB beeinflusst?
Zur Klérung dieser Fragestellung sollte durch Mikroarrayanalysen zuerst ein moglicher
Einfluss auf die Expression des rcsB-Gens untersucht werden. Dabei wurde der Wildtyp-
stamm MC4100 verwendet und zum einem mit dem Leerplasmid (pCAB18) versehen und
zum anderen mit dem pYmgB-Plasmid (pNAT26). Die Proben fiir den Mikroarray wurden
in LB bei 28°C bei einer ODs75 von 3,5 gezogen. In Tabelle 8 sind die durch pYmgB diffe-

rentiell regulierten Gene dargestellt.
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Tabelle 8: Zusammenstellung aller durch YmgB regulierten Gene

Bedingungen: LB, 28°C, ODs;3 nm von 3,5; Vgl. MC4100pNAT26 (pYmgB) mit MC4100pCAB18
(Leerplasmid); Die angegebenen Ratios sind Mittelwerte aus drei unabhingig voneinander durchgefiihrten
Experimenten. Es sind nur solche Gene angegeben, die mindestens eine dreifache differentielle Regulation
aufweisen.

Name ID Beschreibung Ratio

aceB b4014 | Malatsynthase A 0,202
aphA b4055 | Diadenosine-Tetraphosphatase 0,194
aroC b2329 | Chorismatsynthase 0,249
aroL b0388 | Shikimatkinase 11 7,664
bdm b1481 | Biofilm-abhingiges modulierendes Protein 7,399
cbpA b1000 | curved DNA-bindendes Protein 3,564
clcB b1592 | putativer Chloridkanal 0,248
csgE b1039 | Curli Produktion Zusammenbau/Transport Komponente 0,171
csgF b1038 | Curli Zusammenbau-Komponente 0,136
csgG b1037 | Curli Produktion Komponente 0,152
dnaK b0014 | Chaperon Hsp70 4,041
emrE b0543 | Methylviologen Resistenz 4,785
exbB b3006 | Aufnahme von Enterochelin 10,324
exbD b3005 | Aufnahme von Enterochelin 10,773
ftn b1905 | cytoplasmisches Ferritin (Eisenspeicherprotein) 0,106
gadB b1493 | Glutamatdecarboxylase-Isozym 13,194
gadC b1492 | GABA APC Transporter 12,013
gadE b3512 | Transkriptionsaktivator 8,311
gatB b2093 | galactitol-specific enzyme IIB of phosphotransferase system 0,237
gatZ b2095 | putative tagatose 6-phosphate kinase 1 0,264
gcvH b2904 | in glycine cleavage complex 0,083
gevT b2905 | aminomethyltransferase 0,083
gInG b3868 | response regulator for gln 0,095
gltA b0720 | Citratsynthase 0,222
gltF b3214 | Regulator des gltBDF Operon, Induction von Ntr Enzymen 7,673
gltl b0655 | Untereinheit des gltlJKL Glutamat ABC Transporters 0,254
hdeA b3510 | orf, hypothetisches Protein 4,987
iscR b2531 | orf, hypothetisches Protein 4,177
vy b0220 | Inhibitor des vertebrate C-type lysozyme 5,772
Irp b0889 | Regulator des Leucin (or Irp) Regulon 0,194
malE b4034 | periplasmatisches Maltose-bindendes Protein 0,088
malK b4035 | ATP-bindende Komponente des Transportsystems fiir Mal- 0,120

tose
melB b4120 | Melibiosepermease 0,243
metH b4019 | B12-dependent homocysteine-N5-methyltetrahydrofolate 0,154
transmethylase

mglB b2150 | Galactose-bindendes Transportprotein 0,211
mlc b1594 | putative NAGC-like transcriptional regulator 5,145
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subunit of 2-O-a-mannosyl-D-glycerate transporting phos- 0,187
mngA b0731 | photransferase system
mnmA | b1133 |tRNA (5-methylaminomethyl-2-thiouridylate)- 7,960

methyltransferase
nrdH b2673 | Glutaredoxin-dhnliches Protein 18,417
ompX b0814 | Aussenmembranprotein X 10,155
osmB b1283 | osmotisch induzierbares Lipoprotein 6,186
osmY b4376 | hyperosmotically inducible periplasmic protein 3,838
otsB b1897 | Trehalose-6-phosphate-phophatase 7,542
pphB b2734 | Protein Phosphatase 2 0,092
puuA b1297 | putative Glutaminsynthetase 8,434
rbsB b3751 | D-ribose periplasmic binding protein 0,216
slp b3506 | outer membrane protein induced after carbon starvation 4,953
spy b1743 | periplasmic protein related to spheroblast formation 5,832
tnaA b3708 | tryptophanase 0,115
wcal b2047 | putative colanic acid biosynthsis UDP-glucose lipid carrier 0,196
ybdR b0608 | putative Oxidoreduktase 21,671
ybgS b0753 | putatives Homeoboxprotein 11,428
ybhl b0770 | putative membrane pump protein 0,153
yccT b0964 | orf, hypothetical protein 5,671
ycgV b1202 | putative adhesion and penetration protein 14,726
yciE b1257 | orf, hypothetical protein 14,966
yciF b1258 | putative structural proteins 19,635
yciG b1259 | orf, hypothetical protein 13,389
ycjW b1320 | putative LACI-type transcriptional regulator 4,907
ydel b1536 | orf, hypothetical protein 13,590
ydiT b1700 | orf, hypothetical protein 10,080
yebV b1836 | orf, hypothetical protein 6,759
yfaA b2230 | orf, hypothetical protein 0,267
yfdE b2371 | putative enzyme 3,777
viiA b2597 | putative yhbH sigma 54 modulator 0,276
ygdl b2809 | orf, hypothetical protein 5,281
yhbO b3153 | orf, hypothetical protein 9,928
yhcO b3239 | orf, hypothetical protein 3,735
yicL b3660 | putativer Permeasetransporter 0,276
yjiV_1 | b4343 | orf, hypothetical protein 0,211
ymgA b1165 | orf, hypothetical protein 0,257
ymgB b1166 | orf, hypothetical protein 19,605
ynjC b1755 | putatives Transportsystem, Permeaseprotein 4,360

Mit diesen Mikroarrayergebnissen wird unter anderem bestitigt, dass die Anwesenheit von
pYmgB die Expression der Curligene stark reduziert. Eine Reihe von Sdureresistenzgenen

wird durch pYmgB aktiviert (gadB, gadC, gadE). Zu weiteren in ihrer Expression aktivier-
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ten Genen zdhlen auch der Biofilm-modulierende Faktor (bdm) und ybgS (ein bislang nicht
ndher charakterisiertes konserviertes Protein). Eine Vielzahl dieser regulierten Gene sind
bereits als RcsB-kontrollierte Gene beschrieben (Hagiwara et al., 2003; Oshima et al.,
2002; Ferrieres und Clarke, 2003; Francez-Charlot Castanie-Cornet 2005, diese Arbeit
Tabelle 7) und in der Tabelle rot markiert. Jedoch konnte eine differentielle Regulation der
Gene des Rcs-Systems selbst (rcsB, rcsC, rcsD) nicht beobachtet werden. Damit scheint
die Induktion von YmgB keinen Einfluss auf die Expression der Rcs — Phosphorelay-
systemkomponenten auszuiiben, sondern moduliert moglicherweise dessen Aktivitét.

Zusammenfassend kann aus den bisherigen Daten geschlussfolgert werden, dass das
YcgF/YcgE-System die Expression kleiner regulatorischer Proteine (wie zum Beispiel
YmgB) kontrolliert und YmgB als moglicher ,,Konnektor* iiber die Aktivititsmodulation

des Res-Systems seinen Einfluss auf die Biofilmbildung und die Séureresistenz ausiibt.

4. Globale Analyse von Zweikomponenten-Phosphorelay-Systemen hin-
sichtlich ihrer Vernetzung (Crosstalk) untereinander und deren Ein-

fluss auf den Stationarphasen-Sigmafaktor SigmaS

Unter Prokaryoten sehr weit verbreitete Mechanismen zur Adaption an schwankende Um-
weltverhédltnisse stellen die Signaltransduktion und Regulation durch Zweikomponenten-
systeme sowie durch Sigmafaktoren dar. Obwohl Signaltransduktionswege in der Zelle zu
ganzen Netzwerken verschaltet sind, die multiple Informationen integrieren und letztlich
die Expression aller Gene koordinieren, werden diese Signaltransduktionswege traditionell
isoliert betrachtet und analysiert. Zu Beginn dieser Arbeit gab es jedoch erste Hinweise
darauf, dass ein Teil der Zweikomponentensysteme in einem regulatorischen Netzwerk
organisiert ist und ein so genannter Crosstalk/Crossregulation zwischen den einzelnen Sys-
temen besteht. Neben den in vitro Beobachtungen, dass einige Sensorkinasen neben ihren
zugehorigen Responseregulatoren auch andere Responseregulatoren phosphorylieren kon-
nen (Yamamoto et al., 2005), konnte fiir die Phosphorylierung des Responseregulators
RssB die Nichtpartner-Sensorkinase ArcB identifiziert werden (Mika et al. 2005). Zusitz-
lich dazu konnen Responseregulatoren aber auch durch Acetylphosphat phosphoryliert
werden und unabhingig von ihrer Kinase Zielgene beeinflussen (Shin und Park, 1995).

Des Weiteren haben sich Hinweise ergeben, dass die Zweikomponentensysteme
ArcB/ArcA, BarA/UvrY und das RcsCDB-System ebenfalls an der Regulation des gene-
rellen Stress-Sigmafaktors o° beteiligt sind (Mika et al., 2005; Majdalani et al., 2002; Pru-

teanu, Dissertation). Diese Zweikomponentensysteme zdhlen wie auch das TorS/TorR und
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das EvgS/EvgA zu den so genannten ,unorthodoxen® also komplexen Multistep-
Phosphorelaysystemen. Sie zeichnen sich durch den Besitz von Hybridsensorkinasen mit
Inputdoméne, Transmitter, Receiver und HPt-Domine aus. Da die HPt-Doméne
Phosphogruppen zwischen verschiedenen Receiver-Domédnen iibertrigt, erscheinen diese
Phosphorelaysysteme besonders gut fiir den Crosstalk geeignet.

Innerhalb dieser Arbeit sollte deshalb geklédrt werden: a) welche Gene durch die Zweikom-
ponenten-Phosphorelay-Systeme reguliert werden, b) wie diese Systeme mit der durch den
Stress-Sigmafaktor SigmaS kontrollierten generellen Stressantwort verkniipft sind und c)
inwieweit ein Crosstalk stattfindet, diese Systeme also in einem Phosphotransfer-Netzwerk
organisiert sind.

Sowohl das TorS/TorR als auch das EvgS/EvgA-System haben keinen direkten Einfluss
auf die Transkription des Stationdrphasen-Sigmafaktor SigmaS (Daten nicht gezeigt), wes-
halb der Untersuchungsschwerpunkt auf die Phosphorelaysysteme BarA/UvrY,
ArcB/ArcA und RcsCDB gelegt wurde. Die Hinweise, dass Phosphorelaysysteme nicht in
sich geschlossene Signaltransduktionswege darstellen, sondern vielmehr eine Kommunika-
tion via Phosphotransfer mit anderen Systemen besteht, konnte bereits fiir die Sensorkinase
ArcB nachgewiesen werden. Sie ist in der Lage neben ihrem Responseregulator ArcA auch
RssB zu phosphorylieren (Mika et al., 2005).

Der in dieser Arbeit verwendete Ansatz der ,,globalen Genetik* basiert auf dem direkten
Vergleich von Einfachmutanten mit Mehrfachmutanten. Der getestete Phinotyp ist hierbei
nicht ein einziges Merkmal, sondern vielmehr die gesamtgenomische Genexpression, die
mit Hilfe von Mikroarraydaten ermittelt wird und im so genannten Scatterplot dargestellt
wird. Diese Vorgehensweise erlaubt die Klidrung der Fragestellung welche Phosphorlay-
systeme einen linearen Signaltransduktionsweg verfolgen oder mit anderen Systemen
kommunizieren.

Bei einem linearen Signaltransduktionsweg kontrolliert A (Sensorkinase) die Komponente
B (Responseregulator) und diese wiederum die Expression von bestimmten Zielgenen.
Zeigt sich fiir eine A-negative Mutante der gleiche Phinotyp (gesamtgenomische Gen-
expression) wie fiir die B-negative Mutante, erhdlt man bei der Auftragung der beiden
Mutanten gegeneinander, eine im Scatterplot ersichtliche klare diagonale Linie. Eine sau-
bere Diagonale beim Vergleich einer Sensorkinase-Mutante im Vergleich zur Responsere-
gulator-Mutante auf ein und demselben Mikroarray bedeutet dann, dass dieses System
nicht mit anderen Systemen vernetzt ist und dass die Sensorkinase nur Kinaseaktivitdt und

keine Phosphataseaktivitét fiir ihren Responseregulator besitzt.
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In einem verzweigten Signaltransduktionsweg (Crosstalk) hingegen ist eine breite Streu-
ung zu erwarten, da sich der phénotypische Output der A-Mutante von der B-Mutante un-
terscheidet. Dieser Unterschied kann aber auch darin begriindet liegen, dass eine Sensorki-
nase in Bezug auf ihren Responseregulator nicht nur Kinase, sondern auch Phosphataseak-
tivitdt besitzt. In solchen Fillen erlaubt der SK™ vs. RR™ Mikroarray eine erste Identifizie-
rung von RR-Zielgenen. Eine eindeutigere Aussage iiber die tatsdchlichen RR-Zielgene
wiirde dann durch die Uberpriifung von SK™ vs. SK'RR™ auf ein und demselben Mikroarray
moglich sein.

Besteht kein reverser Phosphotransfer, so scheint das System tatsdchlich mit anderen Sys-
temen vernetzt zu sein. Eine zusétzliche Mutation in einem Zweig des Signaltransdukti-
onsweges oder die Verdnderung der Bedingungen, unter denen Zweige des Netzwerkes
nicht aktiv sind, fiihrt dann zur Reduzierung des verzweigten Signaltransduktionsweges
zum linearen Weg. Dies ist durch klare Verdnderungen im Scatterplot hin zu einer diago-
nalen Linie erkennbar.

Diese Vorgehensweise wurde insbesondere auf das RcsCDB-System, BarA/UvrY- und das
ArcA/ArcB-System angewendet, dessen Ergebnisse in den folgenden Abschnitten be-

schrieben werden.

4.1. Das Rcs-System und dessen Zielgene

Erste Untersuchungen hinsichtlich der Fahigkeit zum Crosstalk des Res-Systems wurden
unter der speziellen Bedingung des hyperosmotischen Schocks durchgefiihrt. Fiir diese
Bedingung ist bereits bekannt, dass das Rcs-System aktiv ist und einen Einfluss auf Gene
der Kapselsynthese, Motilitdit und Chemotaxis sowie osmoregulierte Gene und Zelltei-
lungsgene ausiibt (Gottesman et al., 1985; Takeda et al., 2001; Frances-Charlot et al.,
2003; Carballes et al., 1999; Boulanger et al., 2005). Das Ziel bestand vorerst darin, zu
iiberpriifen, ob differentiell regulierte Gene bei dem Vergleich von Responseregulatormut-
ante (rcsB) versus Sensorkinasemutante (rcsC) auf ein und demselben Mikroarray auftau-
chen und ob diese Gene identisch oder unterschiedlich sind, wenn man Osmoschockbedin-
gungen und normale Bedingungen miteinander vergleicht. Tatsidchlich konnten einige sol-
cher differentiell regulierter Gene sowohl unter Osmoschock (M9-Medium, 0,4 % Glyce-
rin, 0,3 M NaCl) als auch unter Nicht-Osmoschockbedingungen (M9-Medium, 0,4 % Gly-
cerin) identifiziert werden. AuBlerdem unterscheidet sich das Genexpressionsmuster bei
den gewdhlten Untersuchungsbedingungen (hohe vs. normale Osmolaritit) voneinander.

Unter Nicht-Osmoschockbedingungen unterliegen die Gene des Masterregulators der Fla-
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gellensynthese (flIhDC), ein Auflenmembran-Lipoprotein (slyB) und drei weitere bislang
noch nicht nidher charakterisierte Gene (yeeR, ymgG, ymgD) einer starken differentiellen
Regulation durch RcsC-SK und ResB-RR. Hingegen zeigten sich unter Osmoschockbedin-
gungen die Gene hdeA und hdeB, sowie bdm (biofilm modulation factor) als besonders
stark differentiell reguliert (Scatterplots und Tabellen siche Anhang unter Punkt IT).

Die typischen Gene, die fiir die Kapselsyntheseproteine kodieren sind unter diesen Bedin-
gungen gleichermafen durch Kinase und Responseregulator reguliert und unterliegen des-
halb dem linearen Signaltransduktionsweg.

Eine abschlieende Aussage iiber die Art und Weise der Regulation der oben angefiihrten
differentiell regulierten Gene kann mit diesen bislang erlangten Erkenntnissen noch nicht
vorgenommen werden und erfordert zusitzliche Experimente. Dennoch zeichnet sich fiir
das Rcs-System ab, dass es sich nicht um ein in sich abgeschlossenes lineares Signaltrans-
duktionssystem handelt, sondern eine, noch im Einzelnen zu kldrende, Vernetzung mit

anderen Systemen aufweist.

4.2. Das BarA/UvrY - Zwei-Komponentensystem als ein hauptsachlich linear
wirkendes System

Sowohl fiir die Sensorkinase BarA, als auch fiir den Responseregulator UvrY wurde ein
aktivierender Einfluss auf die rpoS-Transkription in der stationdren Phase beschrieben
(Mika, Dissertation 2006). Die Befihigung des BarA/UvrY-Systems zum Crosstalk wurde
nach dem oben beschriebenen Ansatz der globalen Genetik in der logarithmischen Phase
und in der stationdren Phase in Vollmedium (LB) untersucht. Unter beiden Wachstumsbe-
dingungen scheint das BarA/UvrY-System aktiv zu sein, wobei sich aber das Genex-
pressionsmuster in beiden Wachstumsphasen voneinander unterscheidet. Eingehendere
Untersuchungen des Systems in der stationdren Phase zeigten, dass relativ wenig Gene
durch BarA und UvrY reguliert sind und dass die Mehrzahl dieser Gene durch den linearen
Signaltransduktionsweg (BarA-> UvrY-> Zielgene) kontrolliert wird. Einige wenige Gene
reagieren dennoch leicht differentiell auf Mutationen in barA und uvrY. Hierzu zdhlen die
Gene IsrB, IsrF, und IsrG. Die IsSrBFG-Gene kodieren fiir eine periplasmatisch bindende
Komponente (LsrB), eine mogliche Aldolase (LsrF) und ein Autoinducer 2 abbauendes
Protein (LsrG) kodieren und eine Rolle bei der Zell-Zell-Kommunikation (Quorum sen-
sing) spielen (Xavier und Bassler, 2005). Der Responseregulator iibt hierbei einen aktivie-
renden Einfluss auf die Expression diese drei Gene aus (Daten sieche Anhang Punkt III).

Daraus ergibt sich, dass das BarA/UvrY-Phosphorelaysystem ein hauptsidchlich linear
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wirksames Signaltransduktionssystem ist und zumindest unter den getesteten Bedingungen
(LB, logarithmische und stationdre Phase) nicht mit anderen Zweikomponentensystemen
vernetzt ist. Hierfiir sprechen auch die Ergebnisse der Expression einer rpoS::lacZ Repor-
tergenfusion einer barA und uvrY-Mutante. Sensorkinase und Responseregulator zeigen
hier eine gleich stark ausgeprigte Aktivierung der rpoS-Transkription (Mika, Dissertation
2006).

4.3. Das ArcB/ArcA - Zwei-Komponentensystem als ein Kandidat fiir Crosstalk
Die umfangreichsten Untersuchungen hinsichtlich einer méglichen Vernetzung mit ande-
ren Systemen wurden mit dem ArcB/ArcA-Phosphorelaysystem durchgefiihrt. Die Unter-
suchungsbedingungen wurden dabei so gewéhlt, dass sowohl das Arc-System aktiv ist, als
auch RpoS in der Zelle exprimiert wird (Vollmedium, OD1). In einem ersten Schritt wur-
den durch den Vergleich des Wildtypstammes mit der Sensorkinasemutante (arcB) bzw.
der Responseregulatormutante (arcA) auf ein und demselben Mikroarray die Zielgene die-
ses Systems identifiziert. Unter der Vielzahl der regulierten Gene finden sich z.B. suc, sdh
(TCA-Zyklus, aerobe Atmung), mgl (Galaktosetransporter), glp (Glycerol-3-phosphat-
Dehydrogenase), cyd, cys (Cytochromoxidase), csp (Kélteschockproteine). Daneben konn-
ten auch einige c°-abhingige Gene wie z.B. gabDT (involviert in y-Aminobutterséure),
osmY (hyperosmotisch induziertes Protein) und hdeAB (Saureresistenzgene) identifiziert
werden.

In einem ndchsten Schritt wurden dann durch den Vergleich von Sensorkinasemutante
(arcB) mit einer Responseregulatormutante (arcA) auf ein und demselben Mikroarray dif-
ferentiell regulierte Gene identifiziert. Hierbei zeigten sich die csp-Gene (cold shock prote-
in) als besonders stark differentiell reguliert. Neben den csp-Genen werden zahlreiche an-
dere Gene differentiell reguliert, die zum Teil auch zu den 6°-abhingigen Genen zihlen.
Zusitzlich zu dieser Einzelmutantenuntersuchung wurde das Genexpressionsmuster einer
Doppelmutante (arcB und arcA) im Vergleich zu der jeweiligen Einzelmutante (arcB oder
arcA) ermittelt. Ergibt sich hierbei ein Unterschied in der Genexpression, so besteht die
Moglichkeit, dass im Falle der Einzelmutation in der Sensorkinase ArcB die auftauchenden
Gene durch den in diesem Stammbhintergrund noch vorhandenen Responseregulator ArcA
beeinflusst werden. Moglicherweise wird ArcA hier durch eine andere Sensorkinase oder
durch Acetylphosphat aktiviert und kann dann seine Funktion als Trankriptionsfaktor aus-
iben. Befindet sich die Mutation jedoch in dem Responseregulator ArcA, werden die Gene
vermutlich durch einen anderen Responseregulator beeinflusst, der seinerseits durch die

Sensorkinase ArcB aktiviert wird. Letztgenanntes trifft auf die csp-Gene zu und deutet auf
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einen Crosstalk mit anderen Systemen hin. Wie bereits beschrieben, ist die Sensorkinase
ArcB in der Lage den Responseregulator RssB zu phosphorylieren. Die Phosphorylierung
von ArcA durch ArcB ist sehr effizient, wihrend RssB weniger effizient bedient wird. Um
RssB als zweiten Responseregulator auszuschlieBen und im Anschluss daran durch einen
weiteren Mikroarray (Doppelmutante arcB rssB vs. Dreifachmutante arcA arcB rssB) zu
iberpriifen, ob auch jetzt noch differentiell regulierte Gene sichtbar werden, wurde das
rssB-Gen zusitzlich mutiert. Die Anzahl der durch die ArcB-Kinase differentiell regulier-
ten Gene reduzierte sich sehr stark, trotzdem sind auch hier die csp-Gene anzutreffen. Of-
fenbar ist die Sensorkinase ArcB in der Lage noch einen dritten Responseregulator zu
phosphorylieren, der dann wiederum die csp-Gene in seiner Expression negativ reguliert.
Moglicherweise erfolgt die Regulation {iber diesen dritten Responseregulator durch ArcB
erst dann, wenn sowohl ArcA als auch RssB nicht mehr bedient werden konnen. Aus den
vorangegangenen Untersuchungen kann bislang geschlussfolgert werden, dass das
ArcB/ArcA-Phosphorelaysystem als ein Kandidat fiir Crosstalk anzusehen ist und magli-
cherweise mit anderen Systemen, die durchaus auch andere Zweikomponentensysteme
darstellen konnen, vernetzt ist.

Die Regulation der Kilteschockproteine ist abhidngig von der Sensorkinase ArcB, aber
unabhingig vom zugehorigen Responseregulator ArcA und dem orphanen Responseregu-
lator RssB. Welche Komponente jedoch hierbei durch die Sensorkinase beeinflusst wird
und somit die Kélteschockproteine reguliert bleibt noch zu klédren (Scatterplots und Tabel-

len siche Anhang Punkt IV).

5. Beziehungen des Responseregulators RssB zu anderen Zwei-

Komponentensystemen

Bei dem RssB Protein handelt es sich um einen Responseregulator ohne eigene zugehorige
Sensorkinase. rssB ist zusammen mit rssA in einem Operon lokalisiert, wobei die Expres-
sion dieser beiden Gene vom Stationirphasen-Sigmafaktor 6> abhéngig ist.

Der Responseregulator RssB (regulator of SigmaS) ist der Erkennungsfaktor fiir RpoS, der
o> bindet und es dem Abbau durch die ClpXP-Protease zufiihrt (Klauck et al., 2001).
Strukturell zahlt RssB zu der Familie der Responseregulatoren (Mizuno et al., 1997) mit
einer konservierten N-terminalen Receiver-Doméne, mit dem Aspartat an Position 58 als
Phosphorylierungsstelle. Die Outputdomédne von RssB weist jedoch keine Homologien zu
bekannten DNA-bindenden Motiven oder zu anderen Proteinen auf (Hengge-Aronis et al.,

2000b). RssB kann in vitro sowohl durch Acetylphosphat als auch durch die Sensorkinase
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ArcB phosphoryliert werden (Mika et al., 2005). Doch einiges spricht dafiir, dass es weite-
re Phosphodonoren gibt, die in der Lage sind RssB zu phosphorylieren. So wurde z.B. be-
obachtet, dass eine Mutante, die sowohl defizient in der Sensorkinase ArcB, als auch in
den Acetylphosphat bildenden Komponenten (pta-ackA) immer noch einen Abbau von ¢°
aufweist. Was darauthin deutet, dass RssB moglicherweise durch andere Sensorkinasen
phosphoryliert werden kann und o° der Proteolyse zufiihrt oder aber eine Aktivititsmodu-
lation von RssB durch so genannte Adaptorproteine (Bsp. IraP) die 6°-Proteolyse beein-
flusst (Bougdour et al., 2006; Bougdour et al., 2008). Fiir die Sensorkinasen EvgS, BarA
und RcsC wurde dies bereits getestet, doch keine dieser drei Sensorkinasen ist an der Re-
gulation der o°-Proteolyse beteiligt (Mika et al., 2005). Bei der Suche nach weiteren
Phosphodonoren fiir RssB wurde im speziellen die UhpB Sensorkinase untersucht, die in
vitro RssB phosphorylieren kann (Yamamoto et al., 2005). Unter Standardwachstumsbe-
dingungen (LB, 37°C) konnte kein Einfluss der Kinase UhpB auf die rpoS-Transkription
beobachtet werden. Hinsichtlich der RpoS-Proteolyse verhilt es sich gleichermallen. Eine
Mutante sowohl defekt in den bislang bekannten Phosphodonoren fiir RssB (Ace-
tylphosphat und ArcB) als auch defekt in UhpB, zeigt immer noch einen Abbau von RpoS.
Nichtradioaktive Abbauexperimente (LB, 37°C, ODszs 2,5, Spektinomycinzugabe) von 6°
einer Dreifachmutante (pta-ackA201 zfa::Tnl10 arcB::kan uhpB::cat) im Vergleich zur
Doppelmutante (pta-ackA201zfa::Tnl0 arcB::kan) zeigten keine zusdtzliche Stabilisierung
des Stationdrphasen-Sigmafaktors 6° in Abwesenheit der UhpB Sensorkinase (Abb.26).
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Abbildung 26: Eine uhpB-Mutation zeigt keine zusétzliche Stabilisierung von ¢°

Nichtradioaktives Abbauexperiment (in LB, bei 37°C, ODs;snm 2,5) der Doppelmutante FS100 (pta-
ackA201zfa::Tnl0 arcB::kan) im Vergleich zur Dreifachmutante SB90 (pta-ackA201 zfa::Tnl10 arcB::kan
uhpB::cat). Bei einer ODs,snm von 2,5 (Ubergang zur stationiren Phase) wurde den Kulturen Spektinomycin
(Endkonzentration 1,5 mg/ml) zugesetzt und Immunoblotproben nach 8, 11, 14, 17, 20 und 30 min entnom-
men. 10pg Protein wurden auf ein 12 %iges Polyacrylamidgel aufgetragen. RpoS wurde mit einem polyklo-
nalen Antikorper gegen RpoS detektiert. Originalimmunoblotdaten (A) sowie ihre Quantifizierungen (B) sind
gezeigt.

Unter diesen getesteten Bedingungen scheinen also eine andere Sensorkinase oder kleine
Molekiile als Phosphodonoren fiir RssB zu fungieren, resultierend in einem weiteren
RpoS-Abbau. Moglicherweise ist aber auch das UhpB/UhpA Zweikomponentensystem
unter diesen getesteten Bedingungen nicht aktiv und zeigt infolgedessen keinen Einfluss
auf die rpoS-Transkription und Proteolyse. Hierfiir bleibt deshalb zu testen, ob unter ande-
ren Wachstumsbedingungen (Minimalmedium oder auch Stresssituationen) ein Effekt der
UhpB-Kinase ersichtlich wird.

Denkbar wire aber auch, dass Acetylphosphat und ArcB die einzigen Phosphodonoren fiir
RssB darstellen. In nicht-phosphorylierter Form kénnte RssB durch die reduzierte Affinitét

an o° zu binden aber dennoch eine Art Basalrate der 6° Proteolyse verursachen.
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1. Zweikomponentensysteme: ,,Crosstalk* und ,,unorthodoxe*“ Regula-
tion

Ein besonders wichtiger Mechanismus zur Anpassung von Mikroorganismen an die ver-
schiedensten Umweltbedingungen stellt die Signaltransduktion und Regulation durch
Zweikomponentensysteme dar. Lange Zeit wurden diese Zweikomponentensysteme als in
sich geschlossene Signaltransduktionssysteme betrachtet, die auf einen bestimmten Stimu-
lus reagieren und eine sehr spezifische Antwort ausldsen. In den letzten Jahren hauften sich
jedoch die Erkenntnisse, dass verschiedene Signaltransduktionswege miteinander kommu-
nizieren konnen und damit in ein zellulares Netzwerk integriert sind (Tschowri et al.,
2009; Mika et al., 2005; Howell et al., 2006; McCleary et al., 1993; Wanner 1992, Yaku et
al., 1997; Eguchi et al., 2007; Kato und Groisman, 2004; Szurmant et al., 2008). In Bacil-
lus subtilis zeigten Untersuchungen, dass jedes charakterisierte Zweikomponentensystem
mindestens mit einem weiteren Phosphotransferweg interagiert (Msadek, 1999).

Ein prominentes Beispiel in E.coli stellt die Crossregulation zwischen ArcB, ArcA und
RssB dar, welches hdchstwahrscheinlich nur ein Modul des gesamten zellulédren Netzwer-
kes reprasentiert. Hier erfolgt eine Vernetzung des ArcB/ArcA-Systems mit der generellen
Stressantwort. Nachdem auch fur das BarA/UvrY und das RcsC/D/B ein Einfluss auf die
Transkription des Masterregulators der generellen Stressanwort (c°) zu beobachten war
(Mika et al., 2005), nicht jedoch fur das EvgS/EvgA- und TorS/TorR-System, wurden in-
nerhalb dieser Arbeit weitere Untersuchungen zur Crosstalk-/Crossregulationsbeféhigung
insbesondere mit dem ArcB/ArcA-, BarA/UvrY - und dem RcsC/D/B-System durchgefuhrt.
Unter Anwendung des Ansatzes der globalen Genetik (ausfihrlich in Ergebnisteil 4 be-
schrieben) kristallisierte sich insbesondere das ArcB/ArcA-System zur Befdhigung des
Crosstalks heraus. Das BarA/UvrY- und RcsC/D/B-System schienen unter den getesteten
Bedingungen einen eher linearen Signaltransduktionsweg zu verfolgen. Die mit diesen
Mikroarrayanalysen erzielten Ergebnisse lieferten generell erste Hinweise auf eine diffe-
rentielle Genregulation, die jedoch sowohl direkt oder aber auch indirekt sein kann. Eine
eindeutige Interpretation dieser Ergebnisse ist deshalb &uRerst schwierig. Zusatzlich dazu
fuhrt das Ausschalten eines Responseregulators fast immer zu einem grofReren Output.
Beim Ausschalten der Sensorkinase hingegen kann der noch vorhandene Responseregula-
tor durch Acetylphosphat oder moglicherweise auch durch andere Kinasen phosphoryliert
und somit aktiviert werden. Einige Kinasen fungieren unter bestimmten Bedingungen auch
als Phosphatasen flr ihren Partnerresponseregulator und erschweren dadurch die Interpre-

tation der Mikroarrayergebnisse zusatzlich. Deshalb kann es sein, dass beim Aussschalten
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der Sensorkinase ebenso ihre Phosphataseaktivitéat eleminiert ist, dem zugehdrigen RR das
Phosphat nicht mehr entzogen wird und er in dieser Situation eigentlich aktiv ist. Eine ge-
zielte Aktivierung der Kinasen ist bislang nicht mdglich, da in den meisten Féllen der phy-
siologisch relevante Stimulus unbekannt ist.

Trotzdem konnten fiir das BarA/UvrY-System die Isr-Gene als differentiell reguliert iden-
tifiziert werden. Diese differentielle Regulation kdnnte darin begrindet liegen, dass unter
den getesteten Bedingungen (LB, stationdre Phase) BarA als Phosphatase an UvrY wirkt
(Tomenius et al., 2005). In einer barA-Mutante, der RR also im phosphorylierten aktiven
Zustand vorliegt und die Expression der Isr-Gene beeinflussen kann. Bei dem direkten
Vergleich einer barA-Mutante mit einer uvrY-Mutante auf ein und demselben Mikroarray
wirde man demzufolge eine UvrY (aktiv) versus UvrY~ Situation miteinander vergleichen.
Konsistent mit diesen Daten aus E.coli sind zeitgleich gewonnene Untersuchungensergeb-
nisse von Photorhabdus luminescens. Dieses Bakterium gehort wie auch E.coli der Familie
der Enterobakteriaceae an. Innerhalb der Arbeit von Krin wurden Transkriptomanalysen
mit einem Wildtypstamm im Vergleich zur uvrY-Mutante durchgefiihrt. Die Untersuchung
erfolgte in Schneiders Medium in der spaten exponentiellen Phase. UvrY (bt auch hier
einen positiven Effekt auf die Isr-Gene aus (Krin et al., 2008).Um eine direkte Bindung
des RR UvrY an den Promoterbereich des Isr-Operons nachzuweisen, wurde mit Bands-
hift-Analysen begonnen. Dabei waren jedoch keine distinkten Shiftbanden zu erkennen,
was auf einen indirekten Effekt von UvrY auf die Isr-Gene hindeutet. Eine Moglichkeit der
indirekten Regulation der Isr-Gene kdnnte tber das Csr (carbon storage regulator)-System
verlaufen. Der RR UvrY wurde bereits als Aktivator der kleinen RNA CsrB beschrieben
(Suzuki et al., 2002). CsrB bindet an das RNA-bindende Protein CsrA und verhindert des-
sen regulatorischen Einfluss an anderen mRNAs (Liu et al., 1997). Die Quorum sensing
Gene konnten demnach unter regulatorischer Kontrolle von CsrA stehen. Der Effekt von
UvrY auf die Isr-Gene in Photorhabdus luminescens konnte bereits als indirekt Gber das
Csr-System laufender Weg identifiziert werden (Krin et al., 2008). In Vibrio cholerae in-
duziert das VarS/VarA (Homolog zu E.coli BarA/UvrY) die Expression von drei kleinen
RNAs CsrB/C/D, die ihrerseits an CsrA binden, dessen Aktivitat inhibieren und dartber
einen Einfluss auf die Zell-Zell-Kommunikation (Quorum sensing) ausiiben (Lenz et al.,
2005). Ahnliche Beobachtungen wurden auch in Pseudomonas species gemacht (Aarons et
al., 2000; Heeb et al., 2002; Valverde et al., 2003; Burrowes et al., 2005). Auch in E.coli
spricht alles fir die BarA/UvrY — CsrA/CsrB vermittelte Regulation der Isr-Gene. Dem-
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nach ist das BarA/UvrY-System unter den getesteten Bedingungen mit dem Quorum sen-
sing —System vernetzt, nicht jedoch mit einem anderen Zweikomponentensystem.

Anhnlich schwierig ist die Interpretation der Mikroarrayergebnisse fiir das ArcA/ArcB-
System. Einer besonders starken differentiellen Regulation unterlagen hier die csp(cold
shock protein)-Gene, die innerhalb dieser Arbeit als ArcB-abhangig aber ArcA- und RssB-
unabhéngig beschrieben werden konnten. Welche durch die Sensorkinase ArcB regulierte
Komponente hier beeinflusst wird, ist bislang ungeklart. Uber die Regulation von z.B.
CspB ist wenig bekannt. Die Expression des cspB-Gens wird durch eine so genannte ,,cold
box* innerhalb der 5"UTR reguliert und ist demnach kélteinduziert (Fang et al., 1998; Lee
et al., 1994; Etchegaray et al., 1996). Einen Hinweis, dass auch andere Zweikomponenten-
systeme an der Regulation der csp-Gene beteiligt sind lieferten Transkriptomanalysen aller
Zweikomponentensysteme von Mizuno (Oshima et al., 2002). In LB-Medium in der loga-
rithmischen Phase war ein Einfluss des BasS/R-, BaeS/R-, EvgS/A, YehU/T und von ArcB
insbesondere auf das cspB-Gen zu verzeichnen (Oshima et al., 2002). Interessanterweise
wurde hier ein positiver Einfluss auf die Expression von cspB nur von der Sensorkinase
ArcB beobachtet. Damit deutet sich ebenfalls an, dass ArcB neben ArcA andere Kompo-
nenten beeinflusst, die ihrerseits dann die Genexpression steuern. Diese Beobachtungen
stehen jedoch im Gegensatz zu den in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse, die einen negati-
ven Einfluss von ArcB, der unabhangig von ArcA und RssB ist, beschreiben. Die Sensor-
kinase ArcB ist vermutlich erst dann in der Lage einen anderen Responseregulator zu be-
dienen, wenn ihre Partner ArcA und RssB nicht mehr bedient werden kénnen. Dafir spre-
chen auch Untersuchungen zur Phosphorylierungskinetik. ArcB weist hdochste Préferenz
flr ihren Partner ArcA auf und phosphoryliert diesen sehr schnell. RssB hingegen wird
weniger schnell phosphoryliert (Mika et al., 2005). Auch fiir andere Kinasen konnte in
vitro gezeigt werden, dass jeweils die Partnerresponseregulatoren sehr effizient und schnell
phosphoryliert werden und Nichtpartner-Responseregulatoren weniger schnell bedient
werden (Yamamoto et al., 2005). Dies kénnte auch auf ArcB und den noch nicht id-
entifizierten dritten RR zutreffen. Der Grund fiir einen langsameren Phosphattransfer auf
Nichtpartner-Responseregulatoren konnte darin liegen, dass dadurch ein ungewollter
Crosstalk/Crossregulation in der Zelle verhindert wird (Groban et al., 2009, Siryaporn et
al., 2008). Ahnliche Beobachtungen wurden bei der Untersuchung des in vivo Crosstalks
zwischen dem CpxA/CpxR-System und dem EnvZ/OmpR-System gemacht. Die Sensorki-
nase EnvZ ist erst in der Lage die Expression des cpxP-Promoters tber den RR-CpxR zu
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induzieren, wenn die Zelle Mutationen in den Genen ompR, cpxA und fur die Ace-
tylphosphatbildung tragt (Groban et al., 2009).

Die beschriebene Crossregulation von RssB durch ArcB stellt in gewisser Weise einen
»Sonderfall* dar, da fur RssB selbst keine zugehorige Kinase bekannt ist und RssB nicht
wie die typischen RR mit einem Helix turn Helix Motiv ausgestattet ist, somit also eine
Bindung an die DNA ausgeschlossen werden kann. RssB fungiert damit nicht als Transkri-
tionsaktivator oder —repressor. Seine Funktion als Targetingfaktor fiir den Stationarphasen-
Sigmafaktor RpoS bt RssB in phosphorylierter Form aus. Neuere Untersuchungen erga-
ben auch, dass kleine Proteine (Bsp. IraP) direkt an unphosphoryliertes RssB binden kon-
nen und damit dessen Aktivitat inhibieren (Bougdour et al., 2006; Bougdour et al., 2008).
Zusétzlich haben in vitro Untersuchungen gezeigt, dass RssB ebenfalls in nicht phosphory-
lierter Form den Phosphattransfer innerhalb einiger Zweikomponentensysteme inhibiert.
Der Mechanismus konnte in der Stimulierung der Dephosphorylierung der Sensorkinase
liegen, wobei RssB selbst unphosphoryliert bleibt (Yamamoto et al., 2005). Kommt diese
in vitro Beobachtung tatsachlich in vivo zum Tragen, dann wirde RssB eine globale Rolle
bei der Regulation von Zweikomponentensystemen spielen. In den letzten Jahren sind eine
Reihe von regulatorischen Komponenten, die entweder Sensorkinasen oder Responseregu-
latoren beeinflussen, beschrieben worden. Dazu zahlen neben den Molekilen D-Laktat
(Stimulierung der ArcB-Autophosphorylierung) und LPG (Inhibierung der Autophospho-
rylierung einiger Kinasen/diese Arbeit-Ergebnisteil 1) auch kleine Proteine (Roudriguez et
al., 2004; Szurmant et al., 2008; Eguchi et al., 2007; Kato und Groisman, 2004). Vorange-
gangene Untersuchungen und Untersuchungen innerhalb dieser Arbeit beschreiben das
kleine Protein YmgB als Konnektor des YcgF/E-Systems und des RcsC/D/B-
Zweikomponentensystems (Tschowri et al., 2009). YmgB (Zielgen des YcgF/E-Systems)
exprimiert von einem Niedrigkopienvektor flihrte zur Reduktion der Expression der adhé-
siven Curli-Fimbriengene (csgEFG), zur Stimulierung der Expression der Saureresistenz-
gene (gadB, gadC, gadE, hdeA) und einer Reihe anderer Gene. Diese Ergebnisse sind
konsistent mit kirzlich beschriebenen Ergebnissen, die ebenfalls einen reprimierenden
Einfluss von YmgB auf die Curlisynthesegene und einen aktivierenden Einfluss auf die
Sdaureresistenzgene zeigten (Lee et al., 2007). Eine Vielzahl der durch YmgB regulierten
Gene, wie z.B. die Curlisynthesegene (csg), die Sadureresistenzgene (gad), der Biofilm-
modulierende Faktor (bdm), die Ausbildung des mukoiden Phanotyps durch die Kolanséu-
reproduktion und andere stehen unter direkter oder indirekter Kontrolle des RcsC/D/B-

Zweikomponenten-Phosphorelaysystems (Gottesman et al., 1985; Hagiwara et al., 2003;
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Francez-Charlot et al., 2005; Vianney et al., 2005; Castanie-Cornet et al., 2007; diese Ar-
beit Tabelle 8). Nachdem die Effekte von YmgB in einer rcsB-Mutante aufgehoben waren
(Tschowri et al. 2009), bestand deshalb die Vermutung, dass YmgB oberhalb von RcsB
oder an dem RR selbst zu wirken scheint. Wie die Mikroarrayanalysen zeigten, hat YmgB
keinen Einfluss auf die Expression der Gene des Rcs-Systems selbst. Es findet also keine
Aktivierung von rcsC, rcsB und rcsD durch YmgB statt. Schlussfolgernd daraus spielt
YmgB maoglicherweise eine Rolle bei der Aktivitditsmodulation von RcsB. YmgB ist ein
kleines drei Helix-Protein und strukturell homolog zu Hha (Thermo-und Osmomodulator
der Expression des Toxins a-Hemolysins). Untersuchungen von Hha zeigten, dass es mit
dem DNA-bindenden Protein H-NS interagieren kann (Nieto et al., 2000; Juarez et al.,
2000). Fur YmgB wurde unter anderem deshalb spekuliert, dass es sich um eine Art
Transkriptions-Koregulator handelt (Lee et al., 2007). Die Tatsache, dass YmgB jedoch an
der Aktivitdtsmodulation des Responseregulators RcsB beteiligt ist, l1&sst eher die Be-
schreibung von YmgB als so genannten Konnektor zu, der spezifisch das Rcs-
Phosphorelaysystem aktiviert. Konnektoren wurden erst kirzlich identifiziert und stellen
mittlerweile eine stetig wachsende Gruppe kleiner Proteine dar, die die Aktivitéat spezifi-
scher Zweikomponentensysteme beeinflussen. Sie erlauben die Integration zusatzlicher
Signale, die nicht durch die sensorische Inputdomane der Sensorkinase wahrgenommen
werden und vernetzen dadurch Zweikomponentensysteme mit anderen Systemen. Beispie-
le dafurr stellen das kleine Protein B1500 in E.coli und PmrB in Salmonella dar. Das
EvgS/EvgA Zweikomponentensystem aktiviert bei niedrigem pH-Wert die Expression von
b1500 (Eguchi et al., 2007). Als Kkleines integrales Membranprotein interagiert es mit der
Sensorkinase PhoQ und aktiviert diese. Die Expression von pmrD ist PhoQ/PhoP-
abhangig. Das zytosolische kleine Protein PmrD bindet an den N-Terminus des RR PmrA
und verhindert dessen Dephosphorylierung (Kato und Groisman, 2004). Die funktionelle
Wirkweise von Konnektoren kann also an verschiedenen Reaktionsschritten innerhalb des
Zweikomponentensystems anzutreffen sein. Sie kdnnen neben der Phosphorylierung auch
den Phosphattransfer und Dephosphorylierungsreaktionen innerhalb von Zweikomponen-
tensystemen beeinflussen. YmgB moduliert RcsB so, dass es im aktiven oder sogar hyper-
aktiven Zustand vorliegt. Das wirde bedeuten, dass YmgB entweder die Aktivierung bzw.
Phosphorylierung von RcsB stimuliert oder aber die Dephosphorylierung von RcsB durch
die Kinase RcsC verhindert. YmgB konnte z.B. eine Konformationsanderung innerhalb der
Sensorkinase RcsC verursachen und diese in ihren Kinasemodus Uberfiihren, was dann zur

Aktivierung von RcsB fuhrt. Oder aber YmgB agiert an RcsB selbst und verhindert dessen
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Dephosphorylierung. Ein weiterer Angriffspunkt konnte auch die Hpt-Domane RcsD dar-
stellen. An welcher Stelle YmgB tatséchlich angreift erfordert weitere Untersuchungen und
bleibt deshalb an dieser Stelle noch ungeklart. Kirzliche Untersuchungen der ycgZ-
ymgABC Gene zeigten, dass eine erhohte Expression dieser Gene bei der Entwicklung
(Reifung) eines Biofilms zu verzeichnen war (Domka et al., 2007). Diese Beobachtung
und die Tatsache, dass der Signaltransduktionsweg YcgF/E/YmgB das Rcs- Phosphrelay-
system aktiviert, unterstiitzen die Rolle des Rcs-Systems bei der Biofilmreifung (Majdalani
et al., 2005; Beloin et al., 2008).

Aus der Vielzahl der durchgefiihrten Untersuchungen von Zweikomponentensystemen und
deren Mdglichkeit miteinander kommunizieren zu kénnen, kann geschlussfolgert werden,
dass Zweikomponentensysteme sehr wohl mit anderen Systemen vernetzt sind (Ba-
rA/UvrY/CsrB — Quorum sensing System; YcgF/E/YmgB — Rcs-System), die aber in den
meisten Fallen keine anderen Zweikomponentensysteme darstellen. Eine solche Vernet-
zung kann zum Beispiel tber kleine Proteine erfolgen, die durch ein System induziert wer-
den und einen modulierenden Einfluss an einem zweiten System austben (YcgF/E/YmgB
— Rcs-System). Damit wird eine zusatzliche Signalintegration erreicht, die nicht ber die
sensorische Inputdomane der Sensorkinase verlduft und dem Bakterium erlaubt, auf ver-
schiedene Stresssituationen zu reagieren. Eine direkte Vernetzung von zwei unterschiedli-
chen Zweikomponentensystemen in vivo, bei der die Sensorkinase einen Nichpartner-
Responseregulator durch Phosphorylierung aktiviert ist mit wenigen Ausnahmen
(ArcB/ArcA/RssB) offenbar nicht in der Zelle anzutreffen. Die Zelle verhindert somit ei-
nen ungewollten Crosstalk bzw. eine ungewollte Crossregulation, die schadliche Aus-

wirkungen fir die Zelle haben koénnte.
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2. Die Rolle der Phospholipase RssA bei der Kontrolle von

ArcB/ArcA/RssB und anderen Zweikomponentensystemen

2.1. Das RssA Spaltungsprodukt LPG hemmt neben ArcB auch BarA, BaeS und
RstB in ihrer Autophosphorylierung
Mit der Identifizierung von RssA als eine bakterielle patatin-ahnliche PhospholipaseA,, die
hauptsachlich Phosphatidylglycerin (PG) in Lysophosphatidylglycerin (LPG) und freie
Fettsduren spalten kann, er6ffneten sich eine Reihe von Fragen beziiglich der physiologi-
schen Rolle von RssA/LPG (Marquardt M. Dissertation 2007). Zu Beginn dieser Arbeit
konnte durch in vitro Phosphattransferexperimente bereits ein Einfluss des Spaltungspro-
duktes LPG auf den Phosphattransfer von der Sensorkinase ArcB auf den Responseregula-
tor RssB nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich, dass die Phosphatilibertragung mit stei-
gender LPG-Konzentration sinkt.
Innerhalb dieser Arbeit wurde ein weiterer Versuchsansatz mit ArcB und LPG durchge-
fuhrt, bei denen beide Komponenten gleichzeitig mit y*?P-ATP inkubiert wurden. In die-
sem Fall fand also keine VVorphosphorylierung der Sensorkinase statt und die Ergebnisse
dieses Versuchsansatzes lieferten demzufolge eine Aussage Uber die Autophosphorylie-
rungsfahigkeit von ArcB in Anwesenheit von LPG. Auch hier war eine reduzierte
Phosphorylierung von ArcB mit Zunahme der LPG-Konzentration zu verzeichnen, die
auch zu einem reduzierten Phosphattransfer auf den Responseregulator RssB fiihrte. Be-
trachtet man den Phosphattransfer von ArcB auf RssB genauer, so ist der Effekt auf der
RssB-Ebene deutlich starker ausgepragt (Abb. 1). Dies kdnnte zum einen damit zu erkléaren
sein, dass die Autophosphorylierung von ArcB nicht vollstandig durch LPG gehemmt wird
und nach dem Ubertragen des Phosphatrestes auf RssB erneut eine teilweise Autophospho-
rylierung von ArcB stattfinden kdnnte. Zum anderen kénnte die Autophosphataseaktivitat
von ArcB durch LPG stimuliert werden und somit zur sichtbar reduzierteren RssB-
Phosphorylierung durch den Abzug des Phosphatrestes von RssB fiihren.
Eine Hemmung der Autophosphorylierung in Anwesenheit von LPG konnte auch fiir drei
weitere Kinasen BarA, BaeS und RstB beobachtet werden (Abb. 2). Demzufolge kdnnte
LPG eine generelle Rolle bei der Beeintrachtigung von Zweikomponentensystemen bzw.
deren Sensorkinasen spielen.
Doch auf welche Art und Weise kann LPG uberhaupt die Aktivitdt von ArcB und der an-

deren Kinasen kontrollieren?
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ArcB ist (ebenso wie BarA) eine sogenannte Hybridsensorkinase, die mit ihren zwei
Transmembranhelices in der Zytoplasmamembran verankert ist. Interessanterweise wird
dieser Membrananker weder fir die Autophosphorylierung noch fir die Phosphattransfer-
reaktionen benotigt (Georgellis et al., 1997, Kwon et al., 2000). Auch fur die in dieser Ar-
beit durchgefiihrten Phosphorylierungsexperimente wurde die l6sliche ArcB-Variante be-
nutzt, bei der dieser Membrananker fehlt. Das deutet auf ein Wirken von LPG am
hydrophilen, zytosolischen Teil der Sensorkinase hin. In Wildtypsituationen ist dieser, in
das Zytoplasma ragende Teil durch die VVerankerung nahe der Zytoplasmamembran lokali-
siert. Dies ist genau der Ort, an dem die l6sliche Phospholipase RssA die Spaltung der
Membrankomponente Phosphatidylglycerin zu Lysophosphatidylglycerin und freie Fett-
séuren vornimmt. Diese rdumliche N&he von LPG und Kinase in vivo l&sst ebenfalls ver-
muten, dass unter diesen Bedingungen sehr geringe Mengen des Spaltungsproduktes LPG
fur eine Beeinflussung der Kinase ausreichend sind. Die in den in vitro Experimenten ver-
wendeten hohen Mengen an LPG sind vermutlich deshalb nétig, da eben gerade diese
raumliche Néhe in Losung nicht gegeben ist. An dieser Stelle sei auch erwahnt, dass ahn-
lich hohe Konzentrationen von Quinonen und D-Laktat nétig waren, um deren Effekt auf
die losliche Form von ArcB zeigen zu kénnen (Georgellis et al., 2001, Malpica et al.,
2004, Rodriguez et al., 2004). In Anwesenheit von Sauerstoff erfolgt eine Inhibition der
Kinase ArcB durch die in der Membran teilweise frei beweglichen Elektronentransporter,
die Quinone. Wenn hohe Sauerstoffmengen verfligbar sind und/oder unter energielimitie-
renden Bedingungen liegen die Quinone in oxidierter Form vor. In diesem Zustand kénnen
sie auch den zwei Cysteinen der zwei ArcB-Monomere die Elektronen entziehen, was zur
Auflockerung der Anordnung der zwei ArcB-Monomere zueinander fuhrt und die Ausbil-
dung von Disulfidbriicken ermoglicht. Die Ausbildung der intermolekularen Disulfidbri-
cken innerhalb des ArcB-Homodimers flhrt dann zur Inaktivierung der Kinase (Malpica et
al., 2004).

Die Autophosphorylierung einer Histidin-Kinase ist abhangig von deren Input- und Dime-
risierungsdomane, denn sie wird in trans vollzogen. Im Fall von ArcB bildet sich ein Ho-
modimer, bei dem die zwei zytosolischen Reste der Monomere so zueinander gedreht an-
geordnet sind, dass die Cysteinreste auf gegensétzlichen Seiten relativ zueinander lokali-
siert sind. Diese Anordnung fuhrt zum Zustand einer aktiven ArcB-Kinase und ist unter
anaeroben Bedingungen anzutreffen. ArcB ist dann unter ATP-Verbrauch zur Au-
tophosphorylierung befahigt und kann seinen Responseregulator ArcA und auch RssB



Diskussion 137

transphosphorylieren (Malpica et al., 2004, Mika et al., 2005). Sauerstoffverfugbarkeit
und/oder Néhrstoffmangelbedingungen sind entscheidend fur die Aktivierung von ArcB.
Eine Membranverankerung der Kinase ist also in vivo vermutlich auch entscheidend fiir die
Interaktion mit dem membranlokalisierten Effektor-Molekiil LPG. Interessant ware des-
halb die Fragestellung, ob auch eine nicht membrangebundene Sensorkinase wie zum Bei-
spiel NtrB auf LPG anspricht oder ob tatsachlich nur membrangebundene Sensorkinasen
durch LPG beeinflusst werden. Innerhalb dieser Arbeit wurden ausschlielich membrange-
bundene Kinasen untersucht.

Hybridsensorkinasen bewerkstelligen ihren Phosphattransfer Gber die Transmitterdomane
(H1), gefolgt vom Receiver-Modul (D1) auf eine Hpt-Doméne (H2). Die Hpt-Domane
(H2) besitzt keine katalytische Aktivitat sondern prasentiert dem Responseregulator das
Phosphat.

LPG konnte als allosterischer Effektor wirken. Eine solche Regulation von ArcB wurde
bereits mit D-Laktat beobachtet (Rodriguez et al., 2004). Der unter anaeroben Bedingun-
gen gebildete fermentative Metabolit D-Laktat wirkt an der bereits aktiven Kinase ArcB
zusétzlich stimulierend. Wahrend Quinone ein direktes Signal fir ArcB darstellen, fungiert
D-Lactat also eher als allosterischer Effektor.

In vitro Untersuchungen zum Einfluss von D-Laktat auf verschiedene ArcB-Varianten las-
sen vermuten, dass die mdgliche Bindung des Effektormolekiils D-Laktat in der Receiver-
domane D1 von ArcB lokalisiert ist oder das Vorhandensein dieser Receiverstruktur dem
Effektormolekil erlaubt an die Transmitterdoméane H1 zu binden (Georgellis et al., 1999).
Diese Mdglichkeiten konnten auch auf LPG zutreffen. Als eine Mdglichkeit, den Wirkort
von LPG einzugrenzen kdnnten verkirzte Versionen und Mutationen in den konservierten
Phosphorylierungsstellen innerhalb von ArcB herangezogen werden.

Doch wie verhélt es sich fir die anderen in dieser Arbeit getesteten Kinasen. Bei BarA
handelt es sich ebenfalls um eine Hybridsensorkinase, weshalb hier die Wirkweise ahnlich
wie bei ArcB von statten laufen kdnnte. BarA unterscheidet sich zu ArcB lediglich durch
das Vorhandensein einer HAMP-Doméne, wéhrend ArcB eine PAS-Doméne besitzt. PAS-
Domaénen sind in vielen Signalproteinen anzutreffen und fungieren als Signalsensor.
HAMP-Doménen spielen eine wichtige Rolle bei der Signaltweiterleitung. Sie verbinden
den extrazelluldren Teil mit dem intrazellularen Teil der Signalproteine und sind in der
Lage uber Rotationsbewegungen eine Konformationsanderung zu vollziehen (Hulko et al.,
2006). Da beide Kinasen (ArcB, BarA) gleichermalRen durch LPG in ihrer Autophosphory-
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lierung gehemmt werden scheinen diese beiden Doménen nicht unbedingt ausschlagge-
bend fiir die Rolle von LPG zu sein.

Die zwei anderen Kinasen BaeS und RstB sind einfach aufgebaute Kinasen und weisen
neben den ebenfalls vorhandenen Transmembranhelices und der HAMP-Doméne, nur die
Transmitterdoméne H1 auf, von der aus direkt das Phosphat auf den jeweiligen Response-
regulator Ubertragen wird. Trotzdem erfolgt auch hier eine Hemmung dieser Kinasen in
Anwesenheit von LPG, die zudem deutlich starker ausgepragt ist als im Fall von ArcB und
BarA. Der Wirkort von LPG konnte also moglicherweise innerhalb der Transmitterdomane
H1 liegen. Ob LPG direkt an die Kinasen bindet und welche Regionen tatséchlich von Be-

deutung sind bedarf weiterer Untersuchungen.

2.2. Die Wirkung auf Sensorkinasen ist spezifisch durch LPG vermittelt, Palmitin-
saure zeigt keine Autophosphorylierungshemmung

Wie im vorangegangenen Abschnitt diskutiert ist LPG in der Lage neben ArcB auch BarA,
BaeS und RstB in ihrer Autophosphorylierung zu hemmen. Neben LPG entstehen jedoch
als zweites Produkt aus der RssA vermittelten Spaltung von PG die freien Fettsduren. Die
Vermutung, dass die Wirkung auf die Sensorkinasen spezifisch durch LPG vermittelt wird
beruht auf der Tatsache, dass RssA spezifisch die strukturell sehr &hnlichen Substrate PG
und CL spalten kann. Das in der Membran mit ca. 75% vertretene Phosphatidylethanola-
min (PE) jedoch bleibt durch RssA/LPG unbeeinflusst (Marquardt, Dissertation 2007).
Waéren freie Fettsduren die regulatorische Komponente, dann wirde man erwarten, dass
RssA eher unspezifisch an den Membrankomponenten angreift, um freie Fettsduren zu
generieren. Dies wirde wiederum zur Instabilitat der Zytoplasmamembran flihren und
waére fir die Zelle vermutlich toxisch. In Eukaryoten konnte gezeigt werden, dass durch
Phospholipasen generierte Fettsduren durchaus als Signalmolekil fir Kinasen dienen und
dadurch z.B. den Zelltod, Differenzierungsereignisse und das Wachstum regulieren (Shi-
nomura et al., 1991). Aber auch in Bacillus subtilis wird eine Inhibition der Proteinkinase
KinA durch freie Fettsauren spekuliert (Strauch et al., 1992). In diesen Fallen handelte es
sich jedoch hauptséchlich um einen Einfluss von ungesattigten Fettsduren. Freie Fettsduren
spielen, wie die oben angefuhrten Beispiele zeigen, ebenfalls eine Rolle als Signalmoleki-
le fir Kinasen.

Um eine eindeutige Aussage treffen zu kdnnen, dass spezifisch LPG als Effektormolekil
fur die Sensorkinasen fungiert und freie Fettsduren keinen Einfluss haben, wurde zusétz-

lich der Einfluss von Palmitinséure (geséattigte Fettsdure, Hexadekanséure) auf die ArcB-
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Phosphorylierung in vitro untersucht. Die Spaltung von Phosphatidylglycerin (PG) durch
RssA an der Position 1 des Phosphatidylriickgrat liefert neben LPG als freie Fettsaure
Palmitinsdure. Autophosphorylierungsexperimente zeigten eindeutig, dass Palmitinsgure
keinen Einfluss auf die Sensorkinase ArcB ausubt und untermauern damit die Spezifitat
von LPG (Abb. 3). Die bei der durch RssA-vermittelten Spaltungsreaktion zuséatzlich ent-
stehenden freien Fettsduren werden vermutlich abgebaut und dienen dabei der Zelle als

Energiequelle.

2.3. RssA hat globale Auswirkungen auf die genomweite Genexpression

Nicht immer sind in vitro beobachtete Effekte auch in vivo nachzuweisen, weshalb eine
Schlussfolgerung basierend auf in vitro Beobachtungen nicht immer die tatsachliche in
vivo-Situation widerspiegelt.

Dass RssA tatsachlich auch eine Rolle in vivo spielt konnte mit gesamtgenomischen Mik-
roarrayanalysen gezeigt werden. Obwohl RssA hier abgekoppelt von dessen Rolle bei der
o>-Kontrolle untersucht wurde, waren Effekte auf die globale Genexpression zu verzei-
chen. Auch in Abwesenheit von RssB beeinflusst RssA die Expression vieler Gene, wobei
die meisten dieser Gene (mit Ausnahme des deo-Operons) herunterreguliert erschienen
(Abb. 4). Die durch RssA regulierten Gene kdnnen dabei in drei verschiedene Gruppen, die
je ein spezifisches Regulationsmuster reprasentieren, eingeteilt werden. In Gruppe 11 fallen
die Gene, deren Regulation durch RssA im zusétzlichen arcA™ -Hintergrund vollstandig
aufgehoben war. Durch das zuséatzliche Ausschalten des Responseregulators ArcA wird der
Einfluss von RsSA/LPG auf die Sensorkinase ArcB nicht mehr sichtbar. Hier wirkt
RssA/LPG also eindeutig tber das ArcB/ArcA-System. Einige dieser regulierten Gene sind
bereits als ArcA kontrollierte Gene beschrieben worden (Liu and de Wulf, 2004; Salmon et
al., 2005).

Ein komplexeres Regulationsmuster wurde fir die Gengruppe 11l beobachtet. Diese Gene
sind nur durch RssA reguliert, wenn der Responsregulator ArcA fehlt bzw. dessen Gen
deletiert wurde. Mdglicherweise sind diese Gene durch einen weiteren Responseregulator
X reguliert, der durch Crosstalk von der ArcB-Sensorkinase phosphoryliert werden kann.
ArcB jedoch erst dann diesen noch nicht identifizierten moglichen Responseregulator be-
dient, wenn die beiden zugehorigen Responseregulatoren ArcA und RssB nicht vorhanden
sind. Ob eine solche Situation tats&chlich in einer Zelle vorkommt oder ob es sich hierbei
um einen kinstlich herbeigefuhrten Effekt handelt bleibt eher spekulativ. Es kann aber

durch eventuelle spontane Mutationsereignisse in beiden Genen nicht ausgeschlossen wer-
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den, dass eine solche Situation tatsachlich erreicht wird. Ahnliche Beobachtungen wurden
bei in vivo Crosstalk Untersuchungen der Zweikomponentensysteme CpxA/CpxR und
EnvZ/OmpR gemacht. Auch hier konnte erst ein Crosstalk der Sensorkinase EnvZ mit dem
Responseregulator CpxR festgestellt werden, nachdem der RR OmpR und die SK CpxA
deletiert wurden und die Zelle kein Acetylphosphat mehr bilden konnte (Groban et al.,
2009).

Die letzte Gruppe(l), der durch RssA regulierten Gene sind vollig unabhangig vom
ArcB/ArcA-Signalweg. Hier findet also eine RssA/LPG Regulation sowohl im arcA™ als
auch im arcA" - Hintergrund statt. ArcB scheint also auch in vivo nicht das einzige Ziel von
RssA/LPG zu sein.

Eine mdgliche Erklarung kénnte darin liegen, dass neben dem Arc-System moglicherweise
noch weitere Zweikomponentensysteme oder andere Systeme durch RssA/LPG beeinflusst
werden. Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen der Sen-
sorkinasen BarA, BaeS und RstB, die ebenfalls durch LPG in ihrer Autophosphorylierung
gehemmt werden, unterstiitzt. Ob jedoch die Gene der Gruppe | unter direkter Kontrolle
eines dieser Systeme (BarA/UvrY, BaeS/BaeR, RstB/RstA) stehen muss noch untersucht
werden. Abschlielend missen diese Daten jedoch als vorlaufig betrachtet werden. Grund
hierfir ist die Verwendung sehr komplizierter Stammkonstruktionen. Zum Zeitpunkt dieser
Arbeit war es nicht méglich eine chromosomale Punktmutation in RsSA zu generieren.
Deshalb wurde das rssA-Gen vollstdndig deletiert. Des Weiteren wurden die rssB-
Mutationen in den zu vergleichenden Stdmmen unterschiedlich konstruiert. Der RsSA
RssB™ - Stamm ist eine Deletionsmutante. In dem RssA'RssB™ - Stamm wurde die rssB-
Mutation durch die Insertion eines Transposons (Tn10) generiert. Damit ist RssB funktio-
nell nicht mehr in der Lage RpoS zu beeinflussen, aber es besteht aufgrund der Lage des
Transposons die Mdoglichkeit der Ausbildung eines sehr kleinen N-terminalen Stiicks von
RssB. Obwohl unvollstandig gebildete Proteine sehr schnell durch Proteasen abgebaut
werden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass dieses Stiick mdglicherweise hier eben-
falls in vivo Effekte austbt.

Zusammenfassend kann aus den bisherigen Daten deshalb nur vorlaufig geschlussfolgert
werden, dass die o°-abhangige Phospholipase RssA (iber ihr Spaltungsprodukt LPG einen
modulierenden Einfluss auf Zweikomponentensysteme und damit deren Zielgene ausubt.
Die kirzliche Entdeckung von so genannten ,,Konnektoren*, kleine regulatorische Protei-
ne, die ebenfalls einen Einfluss auf die Phosphorylierung und den Phosphotransfer von

Zweikomponentensystemen austiben und somit die Genexpression steuern, zeigt, dass die
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Signalintegration in Zweikomponentensysteme nicht nur tber die sensorische Doméne der
Kinase erfolgt (Tschowri et al., 2009; Eguchi et al., 2007; Kato and Groisman, 2004; Kato
et al., 2007). Eine Vielzahl von Zweikomponentensystemen reagiert auf ganz spezifische
Stresssignale, nach deren Eintreffen eine sehr schnelle und prézise Antwort ausgeltst wird.
Zellen die jedoch in die stationare Phase eintreten werden durch die o°-abhéngige generel-
le Stressantwort geschitzt. Daruiber hinaus werden die Zellen selbst auf noch nicht erfah-
rene Stresssituation vorbeugend vorbereitet. Ein Andrehen von stress-spezifischen Antwor-
ten durch Zweikomponentensysteme wirde in dieser Situation zu unnétigem Energie-
verbrauch fiihren, weshalb eine Herunterregulation von Zweikomponentensystemen durch
RssA/LPG in dieser Phase durchaus Sinn macht. Die Rolle von Zweikomponentensyste-
men bei der spezifischen Stressanpassung in wachsenden Zellen kénnte auch eine Erkla-
rung dafurr sein, dass keines der 62 Gene in E.coli, die fur eine Komponente von Zwei-
komponentensystemen kodieren, in der stationaren Phase durch c° induziert wird (Weber
et al., 2005).

Obwohl alle vorangegangenen Untersuchungen einen eindeutigen Hinweis liefern, dass
uber LPG die Zweikomponentensysteme beeinflusst werden, kann fir die in vivo, beobach-
teten Effekte von RssA nicht ausschlieBlich dessen enzymatische Aktivitat als Begriindung
herangezogen werden. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit war es nicht méglich eine Punktmuta-
tion im Chromosom zu generieren, deshalb wurden diese in vivo Untersuchungen mit einer
rssA-Deletionsmutante durchgefiihrt. Hier ist also nicht nur das fiir die enzymatische Akti-
vitat von RssA so essentielle Serin an Position 41 verandert, sondern es fehlt das gesamte
Protein. Demzufolge konnten auch andere Doménen von RssA regulatorische Einflisse
ausuben. Es bleibt deshalb mit einer Punktmutation im Serin 41 innerhalb von RssA im
Chromosom zu klaren, ob alle in vivo beobachteten Effekte auf die enzymatische Aktivitat
zurlickzufuhren sind. Des Weiteren ist die Ergebnisinterpretation, wie eingangs bereits
erwéhnt, durch die Verwendung der unterschiedlich konstruierten rssB-Mutationen in den
beiden Stdmmen als vorldufig zu betrachten und mit einheitlich konstruierten rssB-
Mutationen zu verifizieren.

Trotzdem kann abschlieRend postuliert werden, dass RssA einen Einfluss auf die genom-
weite Genexpression in E.coli hat und dies vermutlich durch seine Funktion als Phospholi-

pase Uber das entstehende Spaltungsprodukt LPG realisiert.
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2.4. Das zu PG sehr ahnliche Cardiolipin wird ebenfalls durch RssA gespalten

Bei Cardiolipin (CL) handelt es sich um ein Phosphatidylglycerol (PG)-Derivat, welches
mit ca 5% in der Membran vertreten ist (Cronan, 2003). Es ist ebenso wie PG anionisch
besitzt aber im Gegensatz zu PG zwei Phosphatgruppen, weshalb der Trivialname
Diphosphatidylglycerol lautet. Strukturell sind sich die beiden in der Membran vorkom-
menden Phospholipide sehr ahnlich. Daraus resultierte die Vermutung, dass moglicherwei-
se auch Cardiolipin durch RssA gespalten werden kann. Diese Annahme konnte durch den
biochemischen Nachweis der aus der Reaktion hervorgehenden freien Fettsduren bestatigt
werden (Abb. 5) Cardiolipin dient RssA also ebenfalls als Substrat. Da Cardiolipin haupt-
séchlich an den Zellpolen lokalisiert ist, konnte also auch hier die Spaltungsreaktion statt-
finden. Die Verwendung von den zwei strukturell sehr ahnlichen Substraten PG und CL
konnte auch darin begriindet liegen, dass Zweikomponentensysteme mit Cardiolipin und
Phosphatidylglycerin in der Membran kolokalisiert vorliegen. Vielleicht sind spezielle
Zweikomponentensysteme vorwiegend an den Zellpolen lokalisiert, wahrend andere Gber
die Membran verteilt sind. Die Synthese von Cardiolipin wird bei hohen Osmolaritaten
induziert. AuRBerdem konnte gezeigt werden, dass Cardiolipin mit dem Osmosensorischen
Transporter ProP an den Zellpolen kolokalisiert vorliegt und dessen Funktion moduliert
(Romantsov et al., 2008; Romantsov et al., 2009). Solch eine Kolokalisierung kénnte also
auch bei der Regulation von Zweikomponentensystemen durch das Spaltungsprodukt LPG
von Bedeutung sein. Andererseits konnte die Spaltung von Cardiolipin durch RssA unter
normalen Wachstumsbedingungen eine Kolokalisierung mit ProP verhindern und damit die
Unterdriickung der osmotischen Stressantwort bewirken.

Die Spaltung des mit 20% in der Membran vorhandenen PG und des mit 5% vorhandene
CL durch RssA bedeutet aber auch, dass die Membranzusammensetzung sehr stark gestort
wird und somit fiir die Zelle toxisch sein konnte. Eine Uberproduktion von RssA ist jedoch
mdoglich, schadigt also die Zelle nicht und lasst einen zusatzlichen Regulationsmechanis-
mus zur Feinkontrolle von RssA vermuten. Zusatzlich &ndert sich die Membranzusammen-
setzung bei Uberproduktion von RssA nicht (personliche Information, A. Flieger). Eine
mogliche Rolle bei der Feinkontrolle von RssA konnte dessen C-terminale Doméane spie-
len. Das patatin-dhnliche Protein ExoU in Pseudomonas aeruginosa besitzt ebenfalls
Phospholipaseaktivitat und wird durch einen Co-Faktor oder durch die Modifikation in der
Wirtszelle aktiviert (Phillips et al., 2003; Sato et al., 2003). Als méglichen Angriffsort des
Co-Faktors oder anderer Modifikationsereignisse wird auch hier der C-Terminus speku-

liert.
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E.coli besitzt ein zweites patatin-ahnliches Protein, YjjU. Erste Untersuchungen zeigten,
dass eine Uberproduktion dieses Proteins nicht maglich ist. Die Expression und Regulation

scheint sich von RssA drastisch zu unterscheiden (unverdffentlichte Daten, Angela

Paasch, Diplomarbeit).
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3. Das RcsC/D/B-System wirkt pleiotrop tber die kleine RNA RprA

Im Gegensatz zu anderen Zweikomponentensystemen handelt es sich bei dem RcsC/D/B-
System um ein komplexes Phosphorelaysystem. Derzeit sind eine Reihe von Plasmiden
(z.B. DjlA), Mutationen und bestimmte Umweltbedingungen beschrieben, die dieses Sys-
tem aktivieren kdnnen. Es spielt eine wesentliche Rolle unter Osmoschockbedingungen
und reagiert auf Membranverédnderungen (z.B. Uber RcsF —AuBenmembranlipoprotein)
(Francez-Charlot et al., 2005; Castanie-Cornet et al., 2006; Majdalani et al., 2005). Zu den
durch das Rcs-System regulierten Genen zahlen die Kapselsynthesegene (Gottesman et al.,
1985), der Stationdrphasen-Sigmafaktor RpoS uber die kleine RNA RprA (Majdalani et
al., 2002), eine Reihe von Genen, die eine Rolle bei der Biofilmbildung spielen (Francez-
Charlot et al., 2005; Vianney et al., 2005; Ferrieres und Clarke, 2003), einige Gene, die auf
Osmolaritatsveranderungen reagieren (Boulanger et al., 2005; Davalos-Garcia et al.,
2001), sowie Gene der Saureresistenz (Castanie-Cornet et al., 2007) und der Flagellensyn-
these (Francez-Charlot et al., 2003). Dieses Phosphorelaysystem reguliert also eine Viel-
zahl zellularer Funktionen, von denen die meisten eine Rolle wahrend der Biofilmbildung
spielen. Interessanterweise wird auch die kleine RNA RprA positiv durch den Responsere-
gulator RcsB reguliert (Majdalani et al., 2002). Innerhalb der letzten Jahre wurden immer
mehr kleine RNAs mit regulatorischen Funktionen identifiziert. Bei RprA handelt es sich
um eine in trans codierte kleine RNA, die an einer anderen Stelle im Chromosom lokali-
siert ist, als ihr bisher einziges beschriebenes Zielgen rpoS. Die vielfaltige Rolle des Rcs-
Systems bei der Regulation zelluldrer Funktionen und die durch dieses System induzierte
kleine RNA RprA legten die Vermutung nahe, dass neben rpoS moglicherweise auch an-
dere Gene durch RprA reguliert werden kénnen.

3.1. Die globale Wirkung von RcsB ist Uberwiegend Uber die RNA RprA

Innerhalb dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass unter den speziellen Unter-
suchungsbedingungen (LB, 28°C, spéate stationdre Phase) die Wirkung von RcsB tatsach-
lich hauptséchlich lber die kleine RNA RprA ausgeiibt wird. Bei dem Vergleich des durch
Mikroarrayanalysen ermittelten RcsB-Regulons mit dem RprA-Regulon waren mit Aus-
nahme des araF-Gens alle differentiell regulierten Gene identisch. Damit zeichnen sich
neue Zielgene fur die kleine RNA RprA ab. Eine besonders grol’e Gruppe von regulierten
Genen bildeten die Curlisynthesegene und andere durch den Transkriptionsfaktor CsgD
regulierten Gene. Der Transkriptionsfaktor CsgD kristallisierte sich somit als ein Kandidat

fir die direkte negative Regulation durch RprA heraus. Dies passt zu den Daten von
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Tschowri et al. (2009) und Vianney et al. (2005), wo gezeigt wurde, dass die Curlisynthese
durch das Rcs-System inhibiert wird. Eine weitere Gruppe von regulierten Genen stellten
die S&ureresistenzgene (gad, hde), die unter der Kontrolle des Transkriptionsfaktors GadE
stehen, dar (Ma et al., 2003; Hommais et al., 2004; Weber, Dissertation). Ein weiteres di-
rektes Zielgen von RprA konnte also auch GadE sein. Betrachtet man das AusmaR der Re-
gulation (Ratios) eingehender, so sind insbesondere die Ratios der csg-Gene des RcsB-
Regulons identisch zu den Ratios des RprA-Regulons (vgl. csgD-Ratios 0,064 mit 0,068 in
Tab.7). Daraus konnte man schlussfolgern, dass hier tatsdchlich nur RprA die regulatori-
sche Komponente darstellt. Diese Schlussfolgerung wird unter anderem durch das Nicht-
vorhandensein einer typischen RcsB-Box (Carballes et al., 1999) innerhalb des csgD-
Promoters bekréaftigt. Vorlaufige Bindestudien (Bandshift-Analysen) zeigten zusatzlich,

dass die konstitutiv aktive Variante von RcsB (RcsBP*F

) nicht in der Lage ist an den
csgD-Promoter zu binden (Daten nicht gezeigt). RcsB selbst scheint also offenbar nicht
direkt am csgD-Promoter zu wirken.

Im Gegensatz dazu stehen die sehr unterschiedlichen Ratios der beiden Mikroarrayansatze
fur die hde-Gene (Vgl. hdeA-Ratio 106,567 mit 2,582). Eine besonders starke Aktivierung
ist bei dem ersten Mikroarrayansatz [rcsC-Mutante (RcsB'RprA*) im Vergleich zur
rcsBC-Mutante (RcsB'RprA’)] zu verzeichnen. Hier kénnten beide Komponenten RcsB
und RprA eine regulatorische Funktion ausiiben und in einem so genannten feed forward
loop wirken. Diese Aktivierung der hde-Gene konnte also auf zwei verschiedenen Ebenen
erfolgen. Der Responseregulator RcsB konnte die Transkription der hde-Gene aktivieren,
wahrend die kleine RNA RprA maglicherweise die hdemRNA stabilisiert und die Transla-
tion effizient und ungehindert ablaufen kann. Der zweite Mikroarrayansatz [rcsC-Mutante
(RcsB'RprA™) im Vergleich zur rcsC rprA-Doppelmutante (RcsB*RprA)] lieferte nur
noch eine 2,5-fache differentielle Regulation des hdeA-Gens. Diese Regulation erfolgt hier
ausschlieRlich tber die kleine RNA. Da in diesen beiden Stdimmen der Responseregulator
nach wie vor vorhanden ist, wird eine differentielle Genregulation, verursacht durch RcsB,
hier nicht sichtbar. Ob es sich bei den eben genannten hde-Genen tatsachlich um direkte
Zielgene fur RcsB und RprA handelt oder ob ein vorgeschaltener Transkriptionsregulator
durch RcsB und RprA beeinflusst wird, konnte innerhalb dieser Arbeit nicht abschlie’end
geklart werden. Diese Erkenntnisse dienen deshalb als Ansatzpunkt flr weitere Untersu-
chungen. Von besonderer Bedeutung kénnte jedoch der Transkriptionsaktivator GadE sein.
GadE selbst unterliegt ebenfalls der Regulation von RcsB und RprA. Des Weiteren er-

scheinen die GadE-abhéngigen Gene gadB und gadC als reguliert und auch die eben disku-
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tierten hde-Gene stehen unter der Kontrolle von GadE. Ein weiteres potentielles direktes
Zielgen von RcsB und RprA konnte demnach GadE darstellen. Eine Rolle des Rcs-
Systems bei der Glutamat-abhéngigen S&ureresistenz wurde bereits durch Arbeiten von
Castanie-Cornet postuliert. Dabei scheinen basale RcsB-Mengen zusammen mit GadE die-
se Resistenz zu vermitteln, wohingegen eine Uberproduktion von RcsB (vom Plasmid)
oder dessen Aktivitatsstimulierung (durch Uberproduktion von DjlA) dazu fiihrte, dass die
Zellen weniger saureresistent waren (Castanie-Cornet et al., 2006). Diese Daten stehen im
Gegensatz zu den in dieser Arbeit gewonnenen Daten, die bei chromosomaler Uberproduk-
tion von RcsB und RprA eine deutliche Aktivierung der S&ureresistenzgene zeigten. Zu-
sétzlich werden diese Ergebnisse durch Untersuchungen gestitzt, die in Anwesenheit des
kleinen Proteins YmgB, welches den RR RcsB aktivierend moduliert, gewonnen wurden.
Auch hier war eine deutliche positive Regulation der Sdureresistenzgene zu verzeichnen
(Tschowri et al., 2009). Die in dieser Arbeit verwendeten Untersuchungsbedingungen (LB,
28°C) unterscheiden sich jedoch von den Untersuchungsbedingungen von Castanie-Cornet

(LBG, 37°C) und kdnnten deshalb den Grund fir die gegensétzlichen Daten darstellen.

3.2. Die Wirkung des Rcs-Systems und RprA auf CsgD und Curli-
Expression

3.2.1. RcsB reduziert die Curli-Expression hauptsachlich Uber die RNA RprA

Durch die vorangegangenen Mikroarrayanalysen konnte ein reprimierender Einfluss von
RcsB/RprA auf die Curlisynthesegene und deren Transkriptionsaktivator CsgD beobachtet
werden. Ausgewdhlte Genfusionen zu dem Reportergen 3-Galaktosidase bestatigten die
Mikroarrayergebnisse zusétzlich. Dass die kleine RNA RprA tatséchlich auch in Flissig-
medium bei 28°C in der spaten stationdren Phase akkumuliert konnte durch Northernblot-
analysen in dieser Arbeit gezeigt werden. Das ist auch genau die Wachstumsphase und -
temperatur, bei der die Expression der Curlisynthesegene in Flissigkultur ihr Maximum
erreicht (Weber et al., 2006). Die Regulation der Curli-Fimbrien erfolgt auf unterschiedli-
chen Ebenen unter Beteiligung einer Reihe von Regulatoren. Eine sukzessive Analyse der
Curlikaskade sollte deshalb Aufschluss dartiber liefern, auf welcher Ebene das Rcs-System
in die Regulation der Curli-Fimbrien eingreift. Begonnen wurde daher mit Untersuchungen
des Stationdrphasen-Sigmafaktor RpoS, der an oberster Stelle die Expression des
Transkriptionsaktivators CsgD positiv beeinflusst (Weber et al., 2006). Die RcsB-
abhangige kleine RNA RprA wurde bereits unter Osmoschockbedingungen als stabilisie-

rende Komponente der rpoSmRNA beschrieben (Majdalani et al., 2001; Majdalani et al.,
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2002). Auch unter den in dieser Arbeit verwendeten Untersuchungsbedingungen (LB,
28°C) konnte ein Kleiner, aber reproduzierbarer positiver Einfluss auf die rpoS-Expression
(Abb. 6A) nachgewiesen werden. Diese positive Regulation durch RprA spiegelt sich je-
doch auf Ebene von CsgD nicht wider. Mikroarrayanalysen (Tab. 7), Reportergenfusionen
(Abb. 7), Westernblotanalysen (Abb. 8) und Northernblotanalysen (Abb. 10) zeigen einen
reprimierenden Einfluss von chromosomal (berproduziertem RprA (in einer rcsC-
Mutante). Demnach liegt eine inverse Regulation von RpoS und CsgD vor. Die nachge-
schalteten Zielgene des Transkriptionsaktivators CsgD, csgB (Abb. 6B) und yaiC (Abb.
6C), verhalten sich in ihrem Expressionsmuster wie csgD selbst. Demzufolge findet die
Regulation durch RprA bereits auf der Ebene des Transkritionsaktivators CsgD selbst statt.
Oder aber dieser reprimierende Einfluss von RprA auf die csgD-Expression wird indirekt
durch eine an CsgD wirkende regulatorische Komponente verursacht. Eine indirekte Regu-
lation verlaufend tber MIrA oder YciR konnte nicht festgestellt werden (Daten nicht ge-
zeigt). Die Expression einer ydaM::lacZ Fusion hingegen war leicht vermindert in Anwe-
senheit von chromosomal Uberproduziertem RprA (in einer rcsC-Mutante) (Abb. 6D). Das
zusétzliche Ausschalten von RprA (rcsCrprA’) konnte diesen reprimierenden Effekt je-
doch nicht, wie im Fall von csgD, csgB und yaiC beobachtet, aufheben. Hier ist offenbar
nicht die kleine RNA RprA flr diesen reprimierenden Einfluss verantwortlich, sondern der
Responseregulator RcsB selbst (der in einer rcsC-Mutante hyperaktiv ist). YdaM unterlag
bei den Mikroarrayanalysen keiner mindestens 2-fachen differentiellen Regulation durch
RcsB/RprA und ist deshalb in Tabelle 7 nicht mit aufgefuhrt. Tatsachlich ist YdaM in den
Mikroarrayanalysen 1,5-fach negativ durch RcsB reguliert, was die Expressionsdaten bes-
tatigt. Die Suche nach einer mdoglichen Bindestelle von RcsB innerhalb der ydaM-
Promoterregion liefert an Position -76 Nt bis -66 Nt (ausgehend vom Translationsstart)
eine der RcsB-Box (Carballes et al., 1999) sehr &hnlichen Sequenz (AGAATT ATCT) und
konnte daher als Bindestelle in Frage kommen. Der &ulerst geringe negative Einfluss von
RcsB auf die Expression von ydaM lasst darauf schlieBen, dass moglicherweise andere
Bedingungen notig sind, um einen signifikanten Unterschied in der Expression zu ver-
zeichnen. Unter den hier getesteten Bedingungen (LB, 28°C) ist die mdgliche Regulation
von YdaM durch RcsB offenbar nicht von groRer Bedeutung. Bandshift-Analysen kdnnten
zudem Aufschluss Uber eine direkte Bindung von RcsB an den ydaM-Promoter geben. Da
eine direkte Regulation bislang nicht bestéatigt ist, bleibt auch die Maoglichkeit einer indi-
rekten Regulation von YdaM durch RcsB bestehen.
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3.2.2. Das Haupttarget von RprA innerhalb der Curli-Kaskade ist CsgD, aber auch
YdaM

Noch drastischer ist der Einfluss von RprA auf die csgB::lacZ- und yaiC::lacZ Expression
nach ektopischer Uberproduktion sichtbar (Abb. 13). Interessanterweise konnte durch die
Uberproduktion von RprA jetzt auch ein Einfluss auf die ydaM::lacZ Expression beobach-
tet werden (Abb. 13). Chromosomal Uberproduziertes RprA (in einer rcsC-Mutante) zeigte
jedoch keinen Einfluss auf die ydaM::lacZ Expression (Abb. 6D). Hierzu kann bislang nur
spekuliert werden, dass unter Bedingungen, die noch hohere RprA-Mengen in der Zelle
hervorrufen kdnnen, doch eine Regulation von YdaM durch RprA erfolgen kann. Eine sol-
che Situation konnte die Reifung eines Biofilms darstellen, bei der die Curli-Fimbrien-
Expression nicht mehr notwendig ist und durch die gleichzeitige negative Regulation von
CsgD und YdaM verhindert wird. Konsistent mit diesen Befunden sind die Untersu-
chungsergebnisse von CsgD::Gfp und YdaM::Gfp Fusionsproteinen in Anwesenheit von
uberexprimiertem RprA. Das besondere dabei ist, dass die Expression der Gfp-Fusionen in
Niedrigkopie von einem ektopischen Promoter aus erfolgt. CsgD und YdaM also nicht
unter Kontrolle ihres eigenen Promoters stehen. Damit kann eine Regulation auf Ebene der
Transkriptionsinitiation grundsatzlich ausgeschlossen werden. Trotzdem sind beide Fusi-
onsproteine in Anwesenheit von Uberexprimiertem RprA in ihrer Menge sehr deutlich re-
duziert (Abb. 14). Derzeit sind verschiedene Programme verfugbar, die eine Vorhersage
von potentiellen Zielgenen kleiner RNAs erlauben. Unter Anwendung des Programmes
TargetRNA konnten zudem zwei potentielle Bindestellen innerhalb der csgD 5"UTR (Abb.
15) und eine Bindestelle in der kodierenden Region von ydaM identifiziert werden. Die in
dieser Arbeit nicht naher charakterisierte potentielle Bindestelle von RprA innerhalb von
ydaM umfasst den Bereich von +3 Nt bis +13 Nt (ausgehend vom Translationsstart). Der
dazu komplementére Bereich in RprA befindet sich vom 65. Nt bis zum 75. Nt (ausgehend
vom Transkriptionsstart). Bakterielle kleine RNAs binden meist in der 5’UTR ihrer Ziel-
gene. Sie verhindern damit die Bindung der Ribosomen und demzufolge auch die Initiation
der Translation. Neuere Untersuchungen in Salmonella zeigten jedoch, dass kleine RNAs
auch in der kodierenden Region binden konnen. Die kleine Hfg-abhdngige RNA MicC
bindet an die ompDMRNA und beschleunigt deren Abbau durch RNaseE (Pfeiffer et al.,
2009). Diese Art der Regulation konnte auch auf YdaM zutreffen und kann daher als Aus-
gangshypothese fur weitere Untersuchungen dienen.
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3.2.3. Die Regulation der csgD-Translation erfolgt Gber die direkte Interaktion der
kleinen RNA-RprA mit dem Translationsinitiationsbereich von csgD

Die Regulation des Transkriptionsaktivators der Curli-Fimbrien CsgD erfolgt durch eine
Vielzahl regulatorischer Komponenten. Hauptsachlich erfolgt diese Regulation auf Ebene
der Transkription durch Faktoren wie CpxR, OmpR, MIrA und dem sekundéaren Botenstoff
c-di-GMP (Jubelin et al., 2005; Weber et al., 2006). Innerhalb dieser Arbeit konnte erstma-
lig gezeigt werden, dass CsgD auch auf posttranskriptionaler Ebene direkt durch die RcsB-
abhéngige kleine RNA RprA reguliert wird. Nachdem zwei potentielle Bindestellen fir die
kleine RNA RprA innerhalb der 5’UTR der csgDmRNA identifiziert werden konnten,
stellte sich die Frage, welche Rolle diese bei der Regulation spielen. Eine Bindestelle be-
findet sich in der Translationsinitiationsregion und tberlappt mit der Ribosomenbindestelle
(Shine Dalgano Sequenz). Kleine RNAs nutzen haufig diesen Bereich zur Regulation, um
z.B. die Bindung der Ribosomen und damit einhergehend die Translation zu verhindern
(Storz et al., 2004). Oftmals erfolgt im Anschluss ein Abbau dieses SRNA-mRNA Duple-
xes durch RNase E. Aber es sind nicht nur Beispiele der Repression bekannt. Im Fall von
RprA und deren bereits bekanntes Zielgen rpoS, kann RprA durch Bindung an die
rpoSmRNA die Sekundarstruktur dahingehend verandern, dass die Ribosomenbindestelle
nunmehr zuganglich wird und die Translation aktiviert wird (Majdalani et al., 2002). RprA
ist also in der Lage, aktivierend (rpoS) und auch reprimierend (csgD) zu wirken. Einge-
hendere Untersuchungen der Bindestelle im Translationsinitiationsbereich von csgD (=
eine der von insgesamt zwei potentiellen Bindestellen) zeigten, dass diese Bindestelle von
Bedeutung bei der Regulation durch RprA ist. Durch spezifische Basenaustausche inner-
halb dieser Region konnte die negative Regulation von csgD durch RprA aufgehoben wer-
den. Zudem lieferten diese Austausche ca. 1,2-fach héhere Proteinmengen, was auf eine
effizientere Translation hindeutet (Abb. 17). Ob tats&chlich die Bindung der Ribosomen
dadurch verhindert wird, kénnte man zusatzlich mit in vitro 30S Ribosomen Toeprinting-
Analysen Uberprifen (Hartz et al., 1988). Da die spezifischen Basenaustausche an zwei
unterschiedlichen Stellen durchgefiihrt wurden, die jedoch nicht die Ribosomenbindestelle
selbst betrafen, kann davon ausgegangen werden, dass einzelne spezifische Basenpaarun-
gen nicht ausschlaggebend fiir die Bindung sind, sondern vielmehr der gesamte Bereich
von Bedeutung ist.

Die Untersuchungen zur Rolle der Bindestelle im Translationsinitiationsbereich wurden in
Abwesenheit der weiter stromaufwarts liegenden Bindestelle durchgefiihrt. Bei Vorhan-

densein dieser Bindestelle konnte ndmlich durch spezifische Basenaustausche im Transla-
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tionsinitiationsbereich die negative Regulation nicht aufgehoben werden (Daten nicht ge-
zeigt). Demzufolge scheint die erste stromaufwarts liegende Bindestelle von groRerer Be-
deutung zu sein. Eine Regulation auf Transkriptionsinitiationsebene kann generell ausge-
schlossen werden, da die Expression von csgD von einem konstitutiven ektopischen Pro-
moter (PLtet) aus erfolgt. Dadurch ist die Expression abgekoppelt vom csgD-Promoter und
den dort wirkenden Komponenten (w.z.B. c°; den Transkriptionsfaktoren CpxR, OmpR
und MIrA sowie die c-di-GMP vermittelte Regulation). Das fur die Experimente benutzte
Gfp-Fusionssystem (Urban et al., 2007) erlaubt deshalb die Untersuchung der Translations-
regulation von Zielgenen durch kleine RNAs.

3.2.4. An der stromaufwarts in der csgD 5 UTR liegenden Bindestelle flir RprA wird
in  Anwesenheit von RprA moglicherweise die Transkriptionselongation ver-
hindert

Das tatsachlich auch Bindestellen stromaufwérts der Translationsinitiationsregion von

kleinen RNA's zur Regulation genutzt werden kdnnen, lieferten kirzliche Untersuchungen

der kleinen RNA GcvB und ihrer Ziel-mRNA gltl in Salmonella. Diese kleine RNA bindet
an eine C/A-reiche Region in Position -57 bis -45 (ausgehend vom Translationsstart) und
reprimiert die Translation von gltl (Sharma et al., 2007). Betrachtet man die stromauf-
warts lokalisierte Bindestelle (von -96 Nt bis -84 Nt) innerhalb von csgD, so kann man
auch hier eine C/A-reiche Region erkennen. Demzufolge konnte auch diese Bindestelle fur
die Regulation der Translation von Bedeutung sein. Untersuchungen diesbeziiglich zeigten,
dass durch eine Verkirzung der 5"UTR von csgD bis hin zum -36. Nukleotid (ausgehend
vom Translationsstart) die negative Regulation durch RprA teilweise (aber nicht vollstan-
dig) aufgehoben werden konnte. Gezielte Basenaustausche innerhalb der stromaufwarts
liegenden Bindestelle flihrten jedoch nicht zur Aufhebung der Regulation durch RprA (Da-
ten nicht gezeigt). Bemerkenswert sind jedoch die plotzlich stark erhéhten CsgD-

Proteinmengen bei Fehlen der stromaufwaérts lokalisierten Bindestelle. Das konnte auf be-

reits erhohte Transkriptmengen zuriickzufuhren sein. Tatséchlich lieferten Northernblota-

nalysen Hinweise darauf, dass bei Vorhandensein beider Bindestellen die csgD::gfp

Transkriptmengen deutlich niedriger sind, als bei Abwesenheit der stromaufwarts liegen-

den Bindestelle und aber auch in einem Stammbhintergrund, der kein chromosomales RprA

mehr produziert und trotzdem das csgD::gfp Konstrukt mit beiden Bindestellen tragt (Abb.

18). Dies konnte damit erklart werden, dass bei Vorhandensein chromosomal exprimierten

RprA’s dieses in der Lage ist an die ebenfalls noch vorhandene erste Bindestelle zu binden



Diskussion 151

und die Transkriptmenge zu reduzieren. Bei Fehlen der ersten Bindestelle spielt es keine
Rolle mehr, ob RprA chromosomal exprimiert wird oder nicht. Denn hier erfolgt keine
Regulation der Transkriptmenge mehr, sondern es erfolgt wie bereits unter Abschnitt 3.2.3.
beschrieben die Regulation auf translationaler Ebene durch RprA. Da auch hier ein Ein-
fluss auf die Transkriptionsinitiation ausgeschlossen werden kann (siehe Abschnitt 3.2.3.),
kdnnte moglicherweise der beobachtete Effekt auf eine verminderte Transkriptionselonga-
tion beruhen. Dieser Mechanismus der Transkriptionsattenuierung konnte bereits fiir die in
cis-kodierte kleine RNA RNAIII bei der Plasmidreplikationskontrolle beschrieben werden.
Die Replikation des Streptokokkenplasmids pIP501 wird durch das geschwindigkeitslimi-
tierende Initiatorprotein RepR initiiert. In Anwesenheit der kleinen RNAIII und deren Bin-
dung an die leader Region der repmRNA erfolgen eine Konformationsanderung und der
Transkriptionsabbruch (Brantl et al., 1994; Brantl et al., 2007).

Fur in trans-kodierte kleine RNAs ist diese Funktion bzw. dieser Wirkungsmechanismus
bislang nicht beschrieben worden. Damit kdnnte RprA ein erstes Beispiel fur eine in trans-
kodierte RNA darstellen, die eine Rolle bei der Transkriptionsattenuierung spielt. Mecha-
nistisch kdnnte dafiir die Loopstruktur von RprA verantwortlich sein, die moglicherweise
die Polymerase in ihrem Transkriptionsverlauf behindert. Fir diese Art der Regulation
sprechen auflerdem csgDmRNA Stabilitatsuntersuchungen. In Anwesenheit von chromo-
somal Uberproduziertem RprA (in einer rcsC-Mutante) konnten geringere csgD-
Transkriptmengen als im Wildtyp beobachtet werden, doch diese chromosomale Uberpro-
duktion von RprA fiihrte im Vergleich zum Wildtyp nicht zu einem sichtbar schnelleren
Abbau (Abb. 12). Eine RprA-Mutante zeigte leicht erhdhte csgD-Transkriptmengen, aber
die Abwesenheit von RprA fihrte nicht zu einer sichtbaren Stabilisierung der csgDmMRNA
(Abb. 11).

3.2.5. YhdA (CsrD) reguliert CsgD uber RprA

Das dem Csr-System angehorige degenerierte GGDEF/EAL-Protein YhdA weist innerhalb
seines N-Terminus eine RNA - bindende Domadne auf. Mit dieser Doméne ist YhdA in der
Lage die zwei kleinen RNA's CsrB und CsrC zu binden und fuhrt diese dem Abbau der
RNaseE zu. Nachdem eine yhdA-Mutante einen reprimierenden Einfluss auf die
csgB::lacZ Expression aufwies und dieser reprimierende Einfluss durch die zusatzliche
Mutation von rprA wieder aufgehoben werden konnte (Abb. 21), bestand die Vermutung,
dass YhdA maoglicherweise auch RprA bindet und es dem Abbau zufthrt. Daflr sprachen
auch die sehr hohen RprA-Mengen in einer yhdA-Mutante (Abb. 22). AnschlieRende
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RprA-Stabilitatsuntersuchungen hingegen zeigten keinen schnelleren Abbau von RprA in
Anwesenheit von YhdA (Abb. 23). Zudem sind die Halbwertszeiten von RprA mit ca. 20
min sehr lang. Das heif3t, RprA ist in der stationdren Phase sehr stabil und wird vermutlich
durch das Hfq Protein vor einem Abbau geschutzt. Wesentlich geringere Halbwertszeiten
von ca. 7-8 min sind fir RprA in der logarithmischen Phase zu beobachten (Majdalani et
al., 2001).

Nachdem ein eindeutiger reprimierender Einfluss von YhdA auf die Expression einer
transkriptionalen rprA::lacZ Fusion zu verzeichnen war, erhdrteten sich die Vermutungen,
dass diese Regulation indirekt uber andere Komponenten verlduft. Eine solche indirekte
Regulation kénnte Uber den Transkriptionsaktivator von RprA, RcsB, erfolgen. In Abwe-
senheit von YhdA werden die kleinen RNAs CsrB und CsrC nicht mehr dem Abbau zuge-
fihrt und konnen an das CsrA-Protein binden. CsrA ist unter diesen Umstanden inaktiv
und nicht mehr in der Lage spezifisch an mRNAs, wie zum Beispiel flnDC, pgaABCD oder
glgA zu binden. Eine Stabilisierung oder Destabilisierung dieser mRNA's bleibt aus (zu-
sammengefasst in Romeo 1998). Demnach koénnte CsrA eine Destabilisierung der
rcsBmRNA bewirken. Befindet sich CsrA im inaktiven Zustand (in einer yhdA-Mutante)
findet diese Destabilisierung nicht statt, rcsB wird effizient translatiert und kénnte damit
eine Aktivierung der rprA-Trankription auslésen. Innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass YhdA seinen reprimierenden Effekt nicht indirekt Uber RcsB ausubt. Die
starke Aktivierung der rprA-Transkription in einer yhdA-Einzelmutante bleibt auch in einer
yhdA rcsB —Doppelmutante erhalten (Abb. 25).

Damit konnte innerhalb dieser Arbeit gezeigt werden, dass YhdA seinen aktivierenden
Einfluss auf CsgD tber die kleine RNA RprA austibt, indem es die Expression von RprA
inhibiert. Uber den Wirkmechanismus kann bislang nur spekuliert werden. Méglicherweise
existiert ein bislang noch nicht identifizierter weiterer Transkriptionsaktivator fur RprA,
der seinerseits durch das CsrA-Protein (und damit indirekt durch YhdA) beeinflusst wird.
Oder aber der zur LysR-Familie gehdrende Transkriptionsfaktor LrhA, der als Repressor
der rprA-Synthese beschrieben wurde (Peterson et al., 2006) unterliegt einer Regulation
der Csr-Komponenten.

Auf computerbasierter Suche nach weiteren kleinen RNAs, die die Aktivitat des CsrA Pro-
teins beeinflussen, wurde auch die kleine RNA RprA identifiziert (Sridhar et al., 2009).
Diese Maglichkeit erklart jedoch nicht den Einfluss auf die Transkription von rprA. Ob-
wohl YhdA kein Helix turn Helix Motiv zur Bindung an die DNA besitzt, kann bislang

eine eventuelle direkte Regulation jedoch auch nicht ausgeschlossen werden. Weiterhin



Diskussion 153

konnte YhdA auf noch unbekannte Weise unabhangig von den anderen Csr-Komponenten

einen Einfluss auf die rprA-Transkription austben.
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4. Das 6°/CsgD/Rcs regulatorische Netzwerk und seine Rolle in der

generellen Stressantwort und Biofilmbildung in E.coli

Anhand eines Modells sollen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nochmals zusam-
mengefasst und in Beziehung zu den bereits bekannten Aspekten der Regulation des
Transkriptionsfaktors CsgD gesetzt werden. Diverse Stresssignale, wie zum Beispiel Tem-
peraturveranderungen und auch der Ubergang in die stationire Phase, der mit einer Nahr-
stofflimitation einhergeht, regulieren den Stationarphasen-Sigmafaktor o°. Dessen Stabili-
sierung in der stationaren Phase hat die Expression zahlreicher Gene zur Folge (Hengge-
Aronis, 2002b; Weber et al., 2005). Dazu zéhlen auf der einen Seite Transkriptionsfaktoren
wie z.B. MIrA (Brown et al., 2001; Weber et al., 2006) und auch CsgD selbst, sowie die an
der Regulation von CsgD beteiligten Proteine YdaM und YciR. Das GGDEF-Protein Y-
daM hat einen positiven Einfluss auf die Expression von csgD. Wohingegen YciR, welches
beide Domanen GGDEF und EAL besitzt, antagonistisch wirkt (Weber et al., 2006). Die
Regulation von csgD erfolgt hier vermutlich ber die Umsetzung des sekundaren Boten-
stoffs c-di-GMP. Auch andere an der Umsetzung von c-di-GMP beteiligte Proteine (YegE
und YhjH) greifen in diesen regulatorischen Prozess ein (Pesavento et al., 2008).

Neben dieser, tber die Aktivierung von o° vermittelten CsgD-Regulation, wird die Ex-
pression auch tber Zweikomponentensysteme reguliert. Dadurch werden zusétzliche Sig-
nale wie zum Beispiel Osmolaritatsschwankungen integriert. Durch die Vielzahl regulato-
rischer Komponenten, die eine Vernetzung verschiedener Systeme miteinander gewéhrleis-
ten, wird dem Bakterium eine optimale Anpassung an die verschiedensten Umweltver-
haltnisse oder Stresssituationen erlaubt.

An der CsgD-Regulation sind insgesamt drei Zweikomponentensysteme beteiligt, die alle
auf Osmolaritatsveranderungen reagieren (EnvZ/OmpR, CpxA/CpxR, und RcsC/D/B) (Na-
ra et al., 1986; Cai und Inouye, 2002; Jubelin et al., 2005; Mouslim et al., 2003). Das
EnvZ/OmpR-System aktiviert (Vidal et al., 1998), wohingegen das CpxA/CpxR-System
die csgD-Expression reprimiert. Fur den Responseregulator OmpR konnte eine Bindestelle
innerhalb des csgD-Promotors identifiziert werden (Prigent-Combaret et al., 2001). CpxR
hingegen besetzt mehrere Bindestellen, wobei eine Bindestelle mit der von OmpR Uber-
lappt (Jubelin et al., 2005). Bedingungen unter denen niedrige bis moderate Osmolaritaten
vorherrschen bewirken eine Aktivierung der csgD-Expression lber das EnvZ/OmpR-
System. Hohe Osmolaritaten reprimieren die csgD-Expression tber die Aktivierung des
CpxA/CpxR-Systems (Prigent-Combaret et al., 2001). Das RcsC/D/B-System scheint in

Minimalmedium vorwiegend bei niederen Osmolaritdten die csgD-Expression zu repri-
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mieren (Vianney et al., 2005; Jubelin et al., 2005). Die Wahrnehmung der in der Um-
gebung vorherrschenden Osmolaritdt scheint also essentiell fur die Kontrolle des Curli-
fimbrienregulators CsgD zu sein. Membranveranderungen werden durch das RcsC/D/B-
System und das CpxA/R-System wahrgenommen und fuhren ebenfalls zu einer reduzierten
Biofilmbildung (Hung et al., 2001; Prigent-Combaret et al., 2001; Raivio und Silhavy,
2001; Dorel et al., 1999; Otto und Silhavy, 2002; Ferrieres und Clarke, 2003). Nicht nur
die Curlisynthesegene werden durch diese beiden Zweikomponentensysteme herunterregu-
liert sondern auch die Motilitat des Bakteriums wird negativ beeinflusst (zusammengefasst
in Dorel et al., 2006; Takeda et al., 2001; Francez-Charlot et al., 2003). Die fur die vor-
herige planktonische Lebensweise benétigten Flagellen und die fur das Anheften an Ober-
flachen bendtigten Curlifimbrien werden, nachdem die Zellen bereits an einer Oberflache
adhériert sind, nicht mehr langer benotigt. Damit spielen das CpxA/CpxR-System und das
RcsC/D/B-System hauptsachlich eine Rolle bei der Reifung von Biofilmen. Von beson-
derer Notwendigkeit in reifenden Biofilmen ist die Synthese von extrazelluldren Matrix-
komponenten, zu denen auch die Kolanséure zéhlt. Deren Expression wird ausschliel3lich
uber das Rcs-System realisiert, ein weiteres Indiz fur die essentielle Rolle des Rcs-Systems
bei der Biofilmreifung (Gottesman et al., 1985). Eine weitere extrazelluldre Matrixkompo-
nente stellt die Cellulose dar. Deren Expression wird indirekt durch CsgD Uber die Akti-
vierung des c-di-GMP synthetisierenden Proteins YaiC (GGDEF-Doménen-
Protein/Diguanylatcyclase) vermittelt (Zogaj, 2001; Brombacher et al., 2003). Cellulose
spielt demnach eine Rolle im friihen Stadium der Biofilmreifung (Rémling, 2002), wohin-
gegen die Kolansauresynthese im spaten Stadium von Bedeutung zu sein scheint.

Innerhalb dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die csgD-Expression auch
posttranskriptional tber die kleine RNA RprA reguliert wird. Deren Expression wird durch
den Responsregulator RcsB aktiviert (Majdalani et al., 2002). Bedingungen, die das Rcs-
System aktivieren, flihren also auch zur Aktivierung dieser kleinen RNA. Da bislang keine
direkte Bindung von RcsB an den csgD-Promotor nachgewiesen werden konnte und die
Wirkung von rprA-Mutationen genauso stark ist wie die von rcsB-Mutationen, ist es wahr-
scheinlich, dass alleinig die kleine RNA RprA fiir die csgD-Repression verantwortlich ist.
Zusétzlich dazu kénnen Uber das YcgF/YcgE-System Signale wie niedrige Temperaturen
und Blaulicht integriert werden. Das BLUF-EAL Protein YcgF bindet unter Blaulicht als
so genannter Antirepressor direkt an den MerR-&hnlichen Repressor YcgE und verhindert
somit dessen Bindung an die Operator-DNA. Als Konsequenz werden acht kleine Proteine

stark induziert. Dazu zédhlt das kirzlich naher charakterisierte kleine Protein YmgB
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(Tschowri et al., 2009), das wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, nicht die Expres-
sion der Rcs-Komponenten beeinflusst sondern als Aktivitatsmodulator am Responseregu-
lator RcsB wirkt, indem es entweder dessen Dephosphorylierung verhindert oder die
Phosphorylierung fordert. Damit ist der YcgF/YcgE regulatorische Signalweg mit dem
RcsC/D/B-Phosphorelaysystem vernetzt, wobei die Induktion von YmgB zur Aktivierung
von RcsB und damit auch zur Aktivierung von RprA fihrt. Entsprechend wird bei nie-
drigen Temperaturen und Blaulicht die Curliexpression ebenfalls reprimiert (Tschowri et
al., 2009) und die Reifung des Biofilms durch Aktivierung der Kolansdureproduktion
durch das Rcs-System initiiert. Durch die Vielzahl regulatorischer Komponenten erfolgt
eine fein abgestimmte Regulation der Curliexpression abhangig von den aktuell vor-
herrschenden Umweltbedingungen wie z.B. Osmolaritat, Temperatur, Blaulicht oder Nahr-

stofflimitation.
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5. Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten erstmalig, dass der Transkriptionsaktivator der Curli-
synthesegene, CsgD, nicht nur der Regulation auf transkriptionaler Ebene unterliegt son-
dern auch posttranskriptional durch die kleine RNA RprA beeinflusst wird. In vielen De-
tailfragen herrscht jedoch noch Unklarheit. Interessanterweise nutzt RprA fiir diese Regu-
lation zwei verschiedene Bindestellen innerhalb der 5" UTR von csgD. Offenbar werden
dieser Regulation auch zwei unterschiedliche Regulationsmechanismen zugrunde gelegt.
Nachdem die Bindestelle berlappend mit dem Translationsinitiationsbereich eine Rolle
bei der translationalen Kontrolle von csgD zu spielen scheint, ist die Rolle der stromauf-
warts liegenden Bindestelle noch weitestgehend unklar. Die Vermutung, dass diese bei der
Transkriptionselongation von Bedeutung ist, konnte mit in vitro Transkriptionsanalysen
naher untersucht werden. Dieser Mechanismus ist bislang nur flr in cis-kodierte RNAs
beschrieben, kénnte aber auch auf in trans-kodierte RNAs, wie zum Beispiel RprA zutref-
fen. Die Vorhersage, dass RprA mit zwei unterschiedlichen Regionen an diesen zwei Bin-
destellen interagiert l&sst vermuten, dass ein einziges RprA-Molekdl ausreichend fir die
Regulation an csgD waére. Eine weitere Fragestellung ware auch, ob andere kleine RNAs
an der Regulation von csgD beteiligt sind.

Zusétzlich zu csgD, als ein in dieser Arbeit ndher charakterisiertes direktes Zielgen der
kleinen RNA RprA, konnten innerhalb dieser Arbeit eine Reihe anderer Gene als RprA-
abhangig identifiziert werden. ydaM ist ein Gen, das sowohl direkt RcsB als auch direkt
RprA-abhéngig sein konnte. Eine potentielle RprA-Bindestelle liegt ungewdhnlicherweise
in der kodierenden Region von ydaM. Mittels kompensatorischer Basenaustausche inner-
halb dieser Region kdnnte man die direkte Interaktion von RprA und ydaM Uberprifen.
Auch der zugrunde liegende Mechanismus bleibt hier zu kl&ren.

Ein weiteres potentielles Zielgen von RprA ist der Transkriptionsaktivator der Saure-
resistenzgene GadE. Auch hier sind Untersuchungen hinsichtlich der direkten Regulation
und des Regulationsmechanismus nétig. Bestatigt sich GadE als Regulationsziel von RprA,
bleibt zu Kklaren, in welchem Zusammenhang die Reprimierung der Curlisynthesegene und
die Aktivierung der S&ureresistenzgene stehen.

Nach wie vor ist das tatsdchliche physiologische Signal der RcsC-Sensorkinase unbekannt.
Dennoch sind eine Reihe von meist unphysiologischen Bedingungen fiir die Aktivierung
des Rcs-Systems beschrieben worden. Innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
das YcgF/YcgE-System mit dem Rcs-System vernetzt ist und dadurch eine Signalinte-

gration unabhangig von der sensorischen Inputdomane der Kinase erfolgen kann. Diese
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Vernetzung wird durch das so genannte Konnektorprotein YmgB gewaéhrleistet, das die
Aktivitat des Responseregulators moduliert. Hierfir bleibt jedoch zu kléren, wie und auf
welcher Ebene diese Aktivitdtsmodulation realisiert wird. Dabei konnte YmgB die
Phosphorylierung von RcsB stimulieren oder die Dephosphorylierung verhindern. Eine
Madglichkeit konnte sein, dass YmgB direkt an die Sensorkinase RcsC bindet, diese in
ihren Kinasemodus versetzt oder aber auch die Phosphataseaktivitat von RcsC inhibiert.
Grundsatzlich stellt sich auch die Frage ob weitere kleine Proteine als Konnektoren mit
dem Rcs-System interagieren.

Weitere interessante Fragestellungen stellen sich im Zusammenhang mit der Expressions-
regulation von rprA durch YhdA (CsrD). Auf noch zu klérende Art und Weise reprimiert
YhdA die rprA-Expression.

Aufgrund der in dieser Arbeit gezeigten unorthodoxen Wege der Aktivitatsregulation in-
nerhalb von Zweikomponentensystemen durch das Effektormolekiil LPG, den Konnektor
YmgB und die kleine RNA RprA stellt sich die generelle Frage nach weiteren solcher
(moglicherweise andere Zweikomponentensysteme/Systeme betreffende) Regulations-
mechanismen. Gibt es also weitere Molekiile oder kleine Proteine die an der Regulation
von Sensorkinasen und/oder Responseregulatoren beteiligt sind? Nach wie vor bleibt fur
die meisten Sensorkinasen ebenfalls zu klaren, welche direkten Signale sie wahrnehmen

und unter welchen physiologischen Bedingungen sie demzufolge tatsachlich aktiv sind.
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Zusammenfassung

Zweikomponentensysteme sind wichtige Systeme von Bakterien, die eine Anpassung an wid-
rige Umweltbedingungen gewahrleisten. Ublicherweise erfolgt die Aktivierung eines Zwei-
komponentensystems, indem eine Sensorkinase (SK) ein meist externes Signal wahrnimmt,
sich an ihrem konservierten Histidinrest autophosphoryliert und im Anschluss daran das
Phosphat auf einen Aspartatrest innerhalb des zugehdrigen Responseregulators (RR) uber-
tragt. Der Responseregulator &ndert in phosphorylierter Form seine Konformation und kann
dann héufig als Transkriptionsfaktor die Expression von Zielgenen beeinflussen. Neben dieser
»orthodoxen* Aktivierung (Phosphotransfer von SK auf RR) sind in den letzten Jahren immer
mehr so genannte ,,nicht-orthodoxe* Wege der Aktivierung von Zweikomponentensystemen
charakterisiert worden.

Eine Mdglichkeit dieser ,,nicht-orthodoxen* Regulation innerhalb von Zweikomponentensys-
temen ist der Crosstalk. Dabei sind einige Sensorkinasen unter bestimmten Bedingungen in
der Lage neben ihren Partnerresponseregulatoren auch weitere Responseregulatoren zu
phosphorylieren (Groban et al., 2009; Mika et al., 2005). Des Weiteren kdnnen erst kirzlich
beschriebene so genannte Konnektoren vielfaltig eine Wirkung auf die Aktivitat von Zwei-
komponentensystem-Proteinen ausiiben. Konnektoren sind meist kleine Proteine, die durch
einen spezifischen Signaltransduktionsweg induziert werden und in die Regulation durch ein
anderes System, z.B. eines Zweikomponentensystems, eingreifen.

Innerhalb dieser Arbeit wurden drei weitere dieser so genannten ,,nicht-orthodoxen* Aktivie-
rungsmechanismen innerhalb von Zweikomponentensystemen identifiziert und/oder naher
charakterisiert.

Erstens wurde die Fettsdure Lysophosphatidylglycerin (LPG) als ein neues Effektormolekdl,
das an der Regulation von Sensorkinasen und somit von Zweikomponentensystemen beteiligt
ist, identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass das aus der Spaltung von Phosphatidylglyce-
rin durch die Phospholipase RssA generierte Lysophosphatidylglycerin in vitro in der Lage
ist, die Sensorkinasen ArcB, BarA, BaeS und RstB in ihrer Autophosphorylierungsfahigkeit
zu hemmen. Freie Fettsauren, die ebenfalls bei der RssA-vermittelten Spaltung von Phospha-
tidylglycerin entstehen, zeigten keinen Einfluss auf die Autophosphorylierung von ArcB.
Vorlaufige Hinweise, dass LPG tatsachlich auch in vivo relevant ist, lieferten Mikroarrayana-
lysen, die eine durch RsSA/LPG vermittelte globale Auswirkung auf die Genexpression zeig-
ten. Neben Phosphatidylglycerin, als Substrat fiir die Phospholipase RssA, konnte auRerdem
das strukturell sehr &hnliche Cardiolipin als ein zusatzliches Substrat fir RssA identifiziert

werden.
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Ein weiteres Beispiel fur einen ,,nicht-orthodoxen* Regulationsmechanismus, der innerhalb
dieser Arbeit untersucht wurde, ist die Verbindung des YcgF/YcgE-Signaltransduktions-
systems mit dem Rcs-System durch das kleine Protein YmgB. YmgB steht unter Kontrolle
des YcgF/YcgE — Signaltransduktionsweges. Nach Induktion des Proteins wurde ein mukoi-
der Phé&notyp und eine Reduktion der Expression der Curlisynthesegene beobachtet (Tschowri
et al., 2009). Dieser mukoide Phanotyp wird durch die Ausbildung der Kolanséure (ein Kap-
selbestandteil) hervorgerufen und resultiert aus der Aktivierung des Rcs-Systems. Mit Mikro-
arrayanalysen konnte gezeigt werden, dass YmgB eine Vielzahl Rcs-abhangiger Gene regu-
liert, zu denen auch die Curlisynthesegene zéhlen. Die Rcs-Komponenten selbst wurden je-
doch nicht in ihrer Expression beeinflusst. Demzufolge scheint das YmgB-Protein als eine Art
Konnektor die Aktivitat der Rcs-Komponenten zu modulieren.

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass RcsB seine Wirkung nicht nur auf direktem
Wege als Transkriptionsfaktor austibt, sondern auch indirekt Gber die Aktivierung der kleinen
RNA RprA wirken kann. Im Falle des Transkriptionsregulators der Curlisynthesegene, CsgD,
ist alleinig RprA fiir die Repression von csgD verantwortlich. Dabei werden offenbar zwei
Bindestellen innerhalb der 5"UTR der csgDMRNA von RprA fir die Regulation genutzt. Eine
mit der Ribosomenbindestelle tberlappende Bindestelle dient der Translationsregulation von
csgD durch RprA. Eine wesentlich gréRere regulatorische Rolle scheint jedoch die weiter
stromaufwarts vom Translationsstart liegende Bindestelle zu spielen. Vorlaufige Untersu-
chungen deuten dabei auf eine Rolle bei der Transkriptionselongation. Innerhalb dieser Arbeit
konnte somit erstmalig gezeigt werden, dass der Transkriptionsregulator der Curlisynthesege-
ne, CsgD, der direkten Kontrolle der kleinen RNA RprA unterliegt und dass diese
posttranskriptionale Regulation offenbar durch zwei unterschiedliche Mechanismen gewahr-
leistet wird. Damit wurde unter anderem demonstriert, dass nicht immer Responseregulatoren
selbst fur eine Zielgenregulation verantwortlich sind, sondern dies, wie hier gezeigt, auch Gber
kleine RNAs realisieren kdnnen.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit wird einmal mehr deutlich, dass neben der ,,orthodoxen*
Aktivierung eine Vielzahl ,nicht-orthodoxer“ Wege der Aktivitatsregulation von Zweikom-
ponentensystemen existieren und dass durch diese komplexen Regulationsmdoglichkeiten eine
optimale und fein abgestimmte Anpassung der Bakterien an die unterschiedlichsten Umwelt-

bedingungen erfolgen kann.
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Summary

Two component systems are important systems in bacteria, which allow an adaptation to un-
favourable environmental conditions. Usually an activation of two component systems is car-
ried out by the activation of the sensor kinase through an external signal, subsequent auto-
phosphorylation at its conserved histidin residue, followed by the phosphotransfer to an aspar-
tate residue within the cognate response regulator. Phosphorylation induces a conformational
change in the response regulator. Many response regulators are DNA-binding proteins which,
as a result of phosphorylation, function as transcription factors that influence the expression
of target genes. Besides this “orthodox™ activation (phosphotransfer from sensor kinase to
response regulator) an increasing number of so called “unorthodox™ activation pathways of
two component systems have recently been characterized.

Crosstalk represents one example of “unorthodox” regulation within two component systems.
In addition to the phosphotransfer to their partner response regulators, some sensor kinases
are able to phosphorylate other response regultators under certain conditions (Groban et al.,
2009; Mika et al., 2005). Furthermore, recently described so called connectors can have di-
verse influences on the activity of two component system proteins. Connectors are usually
small proteins, which are induced by a specific signal transduction pathway and exert a regu-
latory influence on other systems, such as two component systems.

In this thesis three additional “unorthodox” mechanisms of regulation within two component
systems could be identified and/or characterized in detail.

First, lysophosphatidylgycerol (LPG) was identified as a new effector molecule which regu-
lates sensor kinases and therefore two component systems.

It could be demonstrated that lysophosphatidylglycerol, which is generated by RssA upon
cleavage of phosphatidylglycerol, inhibits autophosphorylation of the sensor kinases ArcB,
BarA, BaeS and RstB in vitro. Free fatty acids, which are also generated by RssA-mediated
lysophosphatidylglycerol cleavage, do not influence the autophosphorylation of the sensor
kinase ArcB. Preliminary evidence for an in vivo role of LPG was obtained by microarray
analysis, which showed an RssA/LPG mediated global role in gene regulation.

In addition to phosphatidylglycerol, the phospholipase RssA can also use cardiolipin as a sub-
strate, which shows a very similar structure to phophatidylglycerol.

The connection of the YcgF/YcgE signal transduction pathway with the Rcs-system via the
small protein YmgB, which was also investigated in this thesis, is another example of an “un-
orthodox” mechanism of regulation within two component systems. YmgB is under control of

the YcgF/YcgE-signal transduction pathway. Induction of YmgB leads to a mucoid pheno-
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type and the reduction of curli synthesis gene expression (Tschowri et al., 2009). The mucoid
phenotype is caused by production of colonic acid (a capsule component) as a result of an
activated Rcs-system. Microarray analysis revealed many YmgB-regulated genes, including
the curli synthesis genes and a large number of RcsB-dependent genes. However the expres-
sion of the Rcs-components itself was not influenced by YmgB. Thus YmgB functions as a
connector which modulates the activity of the Rcs-components.

Furthermore, it could be demonstrated here that RcsB does not only exert its influence on
target genes directly as a transcription factor, but also indirectly influences gene expression
via activation of the small RNA RprA. In the case of the curli regulator CsgD, the repression
is mediated exclusively via the small RNA RprA. Two possible binding sites within the
5 UTR of csgDmMRNA seem to be used by RprA for this regulation. One of the binding sites
is overlapping with the ribosome binding site and is responsible for translational regulation of
csgD by RprA. The other one is located further upstream of the translational start site and
seems to play the major regulatory role. Preliminary results suggest a role of this binding site
in transcriptional elongation. This thesis provides the first evidence that the transcriptional
regulator of the curli synthesis genes, CsgD, is under direct control of the small RNA RprA
and that this posttranscriptional regulation is probably ensured by two different mechanisms.
This demonstrates that the regulation of target genes by response regulators can also be medi-
ated indirectly, for example via a small RNA.

The present study provides additional evidence for the existence of “unorthodox” pathways
of activity regulation within two component systems, which act parallel to the “orthodox”
pathways. These complex mechanisms of regulation ensure an optimal and fine tuned adapta-

tion of microorganisms to diverse environmental conditions.
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Anhang

l. Durch RssA mindestens dreifach differentiell regulierte Gene im
arcA” und arcA” -Hintergrund

Genname

Gruppe |
deoA
deoB
deoC
galU
maeB
ompwW
oppC
oppD
phnK

Gruppe Il
ansB
fdnG
fdnH
narG
narH
narJ
nikA
nirB
nirC
ompF

Gruppe I
cbpM
cysl
cysJ
flu
gadB
rmf
treB
whbK
wbbL
ydaM
yeeD
yeeE
yeeR
yhiM

Mittelwert arcA™ Hintergrund

11.612
9.5043
30.607
0.18722
0.23576
0.16167
0.10064
0.11118
0.26837

0.12959
0.20680
0.20330
0.10461
0.13267
0.14508
0.31807
0.10168
0.19595
0.14541

1.1884
0.53756
0.63211
0.95923
0.79192
0.80247
0.97632
1.9608
2.0253
0.84944
2.0950
2.2523
1.9465
1.1990

Mittelwert arcA::kan Hinter-
grund

3.5939
10.233
40.005
0.18047
0.26441
0.097009
0.077223
0.052486
0.10782

0.87915
1.1307

0.84899
0.84731
0.65658
0.78228
0.76583
0.70245
0.76504
0.55103

0.26724
0.28225
0.074923
4.4657
0.22077
0.10918
13.642
3.7051
3.5990
0.25218
0.18131
0.10979
4.3711
0.19334
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Il.  Scatterplots und Tabellen der Untersuchung des Rcs-Systems unter
normalen und Osmoschockbedingungen

Die mehr als zweifach differentiell regulierten Gene sind in den Scatterplots griin
hervorgehoben und in den nachfolgenden Tabellen aufgefiihrt.

A B

+ NaCl

10000+ 10000+

.8 . 8
23 21
rcsB- rcsB-
Arraybedingungen: M9-Medium, ODs73nm 0,3 + (A) / - (B) NaCl
Tabelle rcsB” vs. rcsC” ohne NaCl
Name b-Nummer | Ratio Beschreibung
rcsC B2218 0.186 RcsC sensor kinase
slyB b1641 0.246 evt. dulleres Membranprotein
flhD b1892 0.268 Masterregulator Flagellensynthese
flhC b1891 0.299 transkriptionaler Regulator
b1979 b4497 0.397 evt. Transmembranprotein
IsrG b1518 0.441 konserviertes hypoth. Protein
iSpA b0421 0.444 Farnesyl (geranyl) diphosphate synthase
srIR b2707 0.447 Gut transkript. Repressor
yhaU b3127 0.447 MEFS (major facilitator superfamily) Transporter
fadl b2342 0.453 Fadl monomer
cmtA B2933 0.466 mannitol PTS permease Komponente
yhaE b3125 0.469 Tartronate semialdehyde reductase
yibF b3592 0.470 Glutathione transferase-like protein (Selenium-
metabolism)
ycfP b1108 0.472 evt. Hydrolase
malK b4035 0.476 subunit of maltose ABC transporter, Malto-
se/maltodextrin transporter system
fliJ b1942 0.483 Flagellar biosynthese Protein
bsC b3750 0.491 subunit of ribose ABC transporter
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ycel b1057 0.492 evt. cytochrome

folC b2315 2.003 | folylpoly-g-glutamate synthetase / dihydrofolate
synthetase

hns b1237 2.017 | Transkriptionsregulator

potH b0856 2.018 | Putrescine ABC transporter

dapE b2472 2.018 | N-succinyl-L-diaminopimelate desuccinylase sub-
unit

cysG b3368 2.035 | subunit of uroporphyrinogen methyltransferase /
1,3-dimethyluroporphyrinogen III dehydrogenase /
siroheme ferrochelatase

uxaB b1521 2.050 | Altronate oxidoreductase

cspl b1552 2.098 | Cold shock protein

yihl b3866 2.121 | konserviertes Protein

yojl b2211 2.129 | ABC superfamily transporter

pgpA b0418 2.151 | phosphatidylglycerophosphatase A

yqaA b2689 2.192 | evt. Integrales Membranprotein

mopB b4142 2.228 | GroES, 10 Kd chaperone binds to Hsp60 in pres.
Mg-ATP, suppressing its ATPase activity

ibpA b3687 2.244 | small heat shock protein

ybaA b0456 2.247 | kons. hypoth. Protein

cspG b0990 2.268 | Cold shock protein

ynaJ b1332 2.292 | kons. hypoth. Protein

chpB b4225 2.330 | Transkriptionsregulator

cutC b1874 2.354 | Copper homeostasis protein

potC b1124 2.445 | subunit of putrescine/spermidine ABC transporter

ynaE b1375 2.525 | hypothet. Protein

fabB b2323 2.549 | FabB, subunit of beta-ketoacyl-ACP synthase I /
malonyl-ACP decarboxylase

ygfO b2882 2.570 | NCS2 tranporter

mgrB b1826 2.579 | hypothet. Protein

yjeB b4178 2.582 | conserved protein with a winged helix domain

hflB b3178 2.653 | FtsH , subunit of FtsH, integral membrane pepti-
dase

ompA b0957 3.168 | outer membrane protein

cadC b4133 3.779 | Transkriptionsaktivator

yqil b3048 3.959 | konserv. protein

ygeS b2771 5.850 | MFS transporter

yeiS b2145 5.856 | hypothet. Protein

flu b2000 6.173 | &uBeres Membranprotein (fluffing)

hdeA b3510 8.021 | subunit of HdeA dimer, inactive acid-resistance
protein, posssible chaperon

yeeR b2001 10.728 | hypothetisches Protein

ymgD b1171 18.150 | hypothetisches Protein

ymgG b1172 30.915 | hypothetisches Protein
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Tabelle rcsB™ vs. rcsC” mit NaCl

Name b-Nummer |Ratio |Beschreibung

hisL b2018 0.384 | operon leader peptid

thrL b0001 0.392 | operon leader peptid

dacA b0632 0.405 |D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase, fraction
A; penicillin-binding protein 5

pqqL b1494 0.447 |evt. Zinc peptidase

ycgF b1163 0.456 |konserv. Protein

yfcM b2326 0.482 | evt. transporting ATPase

cysD b2752 0.483 | subunit of sulfate adenylyltransferase

hisl b2026 0.491 | phosphoribosyl-AMPcyclohydrolase phosphori-
bosyl-ATP pyrophosphatase

yifcA b2327 0.498 | hypothet. Protein

mltB b2701 2.006 |membrane-bound lytic murein transglycosylase
B

mopA b4143 2.009 |GroEL, chaperone Hsp60, peptide-dependent
ATPase, heat shock protein

pykF b1676 2.038 | pyruvate kinase I monomer

ycgZ b1164 2.042 | hypothet. Protein

nhaA b0019 2.051 |sodium:proton NhaA transporter

yiaB b3563 2.070 |inner membrane protein

valS b4258 2.091 |valyl-tRNA synthetase

ynjF b1758 2.097 |putative cytochrome oxidase

yfdC b2347 2.103 | putative Transportprotein

psV b1480 2.120 | 30S ribosomal subunit

yhcH b3221 2.144 | conserved hypothetical protein gene is in sialic
acid catabolic operon

lig b2411 2.167 | DNA ligase

rseA b2572 2.309 |anti-sigma factor that inhibits sigmaE

yciE b1257 2.446 | conserved protein with ferritin-like domain

gadB b1493 2.469 | glutamate decarboxylase

glgS b3049 2.573 | glycogen biosynthesis

rpoE b2573 2.723 | subunit of RNA polymerase sigma 24

b0609 b0609 3.199 | hypothet. Protein

ygdl b2809 3.613 | hypothet. Protein

cutC b1874 4.383 | copper homeostasis protein

flu b2000 5.296 |outer membrane fluffing protein, sim. to adhesin

ybdR b0608 5.559 |putative oxidoreductase

phnL b4096 5.642 | member of phosphate regulon

hdeA b3510 13.196 | acid-resistance protein, possible chaperone

rcsB b2217 16.880 | transcriptional activator

hdeB b3509 17.443 | 10K-L protein, related to acid resistance protein
of Shigella flexneri

bdm b1481 21.118 |hypothet. Protein
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Scatterplots und Tabellen der differentiell regulierten Gene des
BarA/UvrY-Systems

Die mindestens zweifach differentiell regulierten Gene sind in den Scatterplots griin
hervorgehoben und in den nachfolgenden Tabellen aufgefiihrt.

Wt uwry

Arraybedingungen: LB, 37°C, stationdre Phase ODs7snm 4,5

Tabelle zu Scatterplot A: Wildtyp vs. barA-Mutante (SK')

Name b-Nummer | Ratio Beschreibung

aidB b4187 0.387 isovaleryl-CoA dehydrogenase / predicted acyl-
CoA dehydrogenase

araD b0061 2.169 | L-ribulose 5-phosphate 4-epimerase monomer

ybgS b0753 0.459 conserved protein

yedQ b1956 2.080 | predicted diguanylate cyclase

casC b2758 2.126 | Cascade subunit C

ygeZ b2873 2.213 | phenylhydantoinase

ygfM b2880 4.973 | predicted oxidoreductase

ygiV b3023 0.403 transcriptional repressor

bolA b0435 0.454 transcriptional dual regulator

cbpA b1000 0.352 subunit of chaperone with DnaK; curved DNA-
binding protein

celC b1736 2.134| subunit of EIIChb

clpB b2592 0.435 chaperone

CSpA b3556 0.251 transcriptional activator

dacC b0839 0.471 penicillin-binding protein 6

dbpA b1343 2.381 | ATP-dependent RNA helicase, specific for 23S
rRNA

dps b0812 0.451 stationary phase nucleoid protein that sequesters
iron and protects DNA from damage

fbp b4232 2.020 | subunit of fructose-1,6-bisphosphatase |
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fumB b4122 2.106 | fumarase B monomer

gabP b2663 0.482 APC transporter

gabT b2662 0.359 4-aminobutyrate aminotransferase monomer

gadB b1493 0.489 transcriptional activator (acid-responsive regula-
tor of gadA and gadBC)

glgA b3429 0.439 glycogen synthase

glpF b3927 3.141 | subunit of GlpF glycerol MIP channel

gmd b2053 2.433 | GDP-mannose 4,6-dehydratase

hflK b4174 0.458 HfIK-HfIC complex; regulator of FtsH protease

hyaA b0972 0.427 hydrogenase 1, small subunit

hyaC b0974 0.341 hydrogenase 1, b-type cytochrome subunit

hyaD b0975 0.397 protein involved in processing of HyaA and HyaB
proteins

1dcC b0186 0.305 subunit of lysine decarboxylase 2

leuO b0076 2.338 | transcriptional dual activator

malM b4037 2.047 | maltose regulon periplasmic protein

mcrD b4344 2.328 | conserved protein

mdoB b4359 2.178 | phosphoglycerol transferase

mglA b2149 2.511 | subunit of galactose ABC transporter

mglB b2150 2.243 | subunit of galactose ABC transporter

mutS b2733 0.396 subunit of MutHLS complex, methyl-directed
mismatch repair

nuoL b2278 0.497 NADH:ubiquinone oxidoreductase, membrane
subunit L

ompF b0929 2.567 | subunit of outer membrane porin F

potF b0854 2.433 | subunit of putrescine ABC transporter

priA b3935 2.134| primosome factor N'

priB b4201 0.460 subunit of primosomal replication protein N

purC b2476 0.355 subunit of phosphoribosylaminoimidazole-
succinocarboxamide synthase

purM b2499 0.251 subunit of phosphoribosylformylglycinamide
cyclo-ligase

piB b4090 2.489 | allose-6-phosphate isomerase / ribose-5-
phosphate isomerase B monomer

plW b3318 0.496 508 ribosomal subunit protein L23

rpsF b4200 0.483 30S ribosomal subunit protein S6

sfmF b0534 0.496 predicted fimbrial-like adhesin protein

sucA b0726 0.426 subunit of E1(0) component of 2-oxoglutarate
dehydrogenase

sucC b0728 0.424 succinyl-CoA synthetase, 3 subunit

sucD b0729 0.389 succinyl-CoA synthetase, o subunit

tdcB b3117 4.974 | subunit of catabolic threonine dehydratase

tktB b2465 0.492 subunit of transketolase 11

trkA b3290 2.458 | NAD-binding component of TrK potassium
transporter

yadS b0157 0.145 conserved inner membrane protein
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yaeR b0187 0.448 predicted lyase
ybaA b0456 2.026 | conserved protein
ybaS b0485 0.471 glutaminase
ybbl b0487 0.437 CueR transcriptional dual regulator
ybbU b0506 0.500 AlIR transcriptional repressor
ybdQ b0607 0.387 universal stress protein UP12
ybjP b0865 0.484 predicted lipoprotein
ycbR b0939 0.427 predicted periplasmic pilin chaperone
ycdF b1005 0.483 Phantom gene
ydcN b1434 2.517 | predicted DNA-binding transcriptional regulator
ydeV bl511 0.409 predicted Autoinducer-2 kinase (IsrK)
ydeW b1512 0.344 LsrR transcriptional repressor
ydeY bl514 0.247 subunit of LsrA/LsrC/LsrD/LsrB ABC transporter
yeaQ b1795 0.356 conserved inner membrane protein
yecG b1895 2.002 | universal stress protein
yecl b1902 0.473 predicted ferritin-like protein
yedU b1967 0.495 heat shock protein (Hsp) 31
yfaA b2230 2.254 | predicted protein
y{bM b2272 2.149 | predicted protein
yteG b2437 2.114 | putative ARAC-type regulatory protein
ygbF b2754 2.257| predicted endoribonuclease
ygeW b2870 2.741 | putative carbamoyltransferase
ygfO b2882 3.743 | NCS2 tranporter
ygiE b3063 2.342 | TtdT tartrate/succinate DASS transporter
yhiM b3491 0.401 conserved inner membrane protein
subunit of MdtEF-Tolc multidrug efflux transport
yhiV b3514 0.419 system
yjcG b4067 0.450 SSS transporter
yjcO b4078 2.356 | conserved protein
yjdl b4126 0.477 conserved protein
yjiS b4341 2.206 | conserved protein
ykfE b0220 0.470 inhibitor of vertebrate C-type lysozyme
ynaF b1376 0.385 nucleotide binding filament protein
SufC component of SufBCD Fe-S cluster scaffold
ynhD b1682 0.498 complex
yqiC b3097 0.397 conserved protein
yqjD b3098 0.372 conserved protein

Tabelle zu Scatterplot B: Wildtyp vs. uvrY-Mutante (RR")

Name b-Nummer |Ratio Beschreibung
aefA b0465 2.217 | Transporter
PTS system N-acetylgalactosameine-specific IIC
agaW b3134 0.205 component 2
agaY b3137 0.317 subunit of tagatose-1,6-bisphosphate aldolase 1

194
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subunit of aldehyde dehydrogenase A, NAD-

aldA b1415 3.385 | linked
ansB b2957 0.500 subunit of asparaginase II
argR b3237 0.449 subunit of ArgR transcriptional dual regulator
phenylalanine/tyrosine/tryptophan APC trans-
aroP b0112 2.216 | porter
atoC b2220 0.446 transcriptional activator
insO-1 b0257 0.228 CP4-6 prophage
yaiX b0359 0.105 pseudogene
yaiZ b0380 2.038 | predicted inner membrane protein
ybgS b0753 0.225 conserved protein
gsiC b0831 0.407 subunit of gsiABCD glutathione ABC transporter
her b0872 0.347 NADH oxidoreductase
ymdB b1045 0.279 subunit of regulator of RNase III activity
ymfS b1155 0.422 el4 prophage; predicted protein
ycgQ b1192 2.706 | L,D-carboxypeptidase A
ychS b1228 0.416 predicted protein
ycejY b1327 0.154 hypothetical protein
ynal b1330 0.236 conserved inner membrane protein
ydaV b1360 2.371 | putative DNA replication factor
paaY b1400 0.426 predicted hexapeptide repeat acetyltransferase
yncE b1452 0.284 conserved protein
IsrB b1516 0.156 subunit of LsrA/LsrC/LsrD/LsrB ABC transporter
IsrG b1518 0.130 Autoinducer 2-degrading protein
subunit of succinate semialdehyde dehydro-
sad b1525 0.233 genase, NAD -dependent
rsxC b1629 0.354 member of SoxR-reducing complex
ydhP b1657 0.183 Polypeptide
yniA b1725 0.437 predicted phosphotransferase/kinase
ydjN b1729 0.429 predicted transporter
ves b1742 0.291 conserved protein
ynjE b1757 0.496 sulfurtransferase
ydjF b1770 0.277 predicted DNA-binding transcriptional regulator
ydjl b1773 3.818 | predicted aldolase
yebO b1825 0.303 predicted protein
yobG b1826 0.323 small protein involved in the acid stress response
yebR b1832 0.474 free methionine-(R)-sulfoxide reductase
yeeN b1983 2.005 | conserved protein
subunit of capsular polysaccharide export appara-
WZC b2060 0.349 tus
yegS b2086 3.085 | lipid kinase
yfaP b2225 0.401 conserved protein
yfdS b2362 4.272| CPS-53 (KpLE1) prophage; predicted protein
predicted sensory kinase in two-component sys-
ypdA b2380 0.179 tem with YpdB
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fused predicted PTS system enzymes: Hpr com-
ponent, enzyme I component, enzyme IIA compo-

fryA b2383 7.545 | nent
yfeS b2420 0.123 conserved protein
subunit of malate dehydrogenase (oxaloacetate-
macB b2463 0.475 decarboxylating) (NADP+)
ythM b2520 2.019 | a-macroglobulin
ypjC b2650 2.329 | predicted protein
ygdR b2833 0.355 predicted protein
putative NAD(P)-linked reductase that acts in
tas b2834 0.362 starvation-associated mutation
ygel b2854 0.418 predicted peptidoglycan-binding enzyme
subunit of MgqsR-YgiT complex DNA binding
mqsR b3022 0.423 transcriptional repressor
b3975 b3975 0.066 phantom gene
bacA b3057 0.074 undecaprenyl pyrophosphate phosphatase
bax b3570 3.100 | putative ATP-binding protein
cobinamide adenosyltransferase / cobalamin ade-
btuR b1270 5.601 | nosyltransferase
caiC b0037 0.091 carnitine-CoA ligase
cchB b2456 0.485 predicted carboxysome structural protein
chpB b4225 2.226 | toxin of the ChpB-ChpS toxin-antitoxin system
chpB b4225 2.102 | toxin of the ChpB-ChpS toxin-antitoxin system
citF b0615 0.261 citrate lyase, citrate-ACP transferase o subunit
cmtB b2934 2.419 | subunit of CmtAB mannitol PTS permease
cpxR b3912 0.320 transcriptional dual regulator
creA b4397 12.602 | conserved protein
creB b4398 4.692 | transcriptional regulator
crp b3357 0.479 transcriptional dual regulator
CSpA b3556 0.282 transcriptional activator
cspB b1557 0.207 predicted DNA-binding transcriptional regulator
cutC b1874 2.152 | copper homeostasis protein
CyoA b0432 2.736 | cytochrome bo terminal oxidase subunit II
cysN b2751 0.489 subunit of sulfate adenylyltransferase
cysU b2424 0.404 subunit of sulfate ABC transporter
dacA b0632 0.129 D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase
dacB b3182 4.162 | D-alanyl-D-alanine endopeptidase
dadA b1189 3.107| D-amino acid dehydrogenase
dadX b1190 2.264 | subunit of alanine racemase 2
dem b1961 0.494 DNA cytosine methylase
dctA b3528 2.448 | DctA dicarboxylate DAACS transporter
deoD b4384 0.405 subunit of purine nucleoside phosphorylase
dmsB b0895 3.152 | dimethyl sulfoxide reductase
subunit of replicative DNA helicase and
dnaB b4052 0.449 primosome
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dnaN b3701 0.172 subunit of DNA polymerase III
dsdX b2365 5.261 | Gnt tranporter
efp b4147 0.398 protein chain elongation factor EF-P
entC b0593 2.430 | isochorismate synthase 1
entF b0586 2.348 | apo-serine activating enzyme
era b2566 8.198 | GTP-binding protein
farR b0730 0.428 subunit of MngR transcriptional repressor
fecR b4292 2.068 | regulator for fec operon, periplasmic
outer membrane receptor for ferric enterobactin
fepA b0584 3.079 | (enterochelin) and colicins B and D
thuC b0151 0.130 subunit of iron (III) hydroxamate ABC transporter
flagellar biosynthesis; assembly of basal-body
flgA b1072 5.264 | periplasmic P ring
basal-body outer-membrane L (lipopolysaccha-
flgH b1079 2.443 | ride layer) ring protein
filament capping protein; enables filament assem-
fliD b1924 0.358 bly
flIxA b1566 0.188 Qin prophage; predicted protein
ftsE b3463 0.349 subunit of FtsE/FtsX ABC transporter
ftsX b3462 15.446 | subunit of FtsE/FtsX ABC transporter
gltK b0653 0.181 subunit of GItIJKL glutamate ABC transporter
glyS b3559 0.456 subunit of glycyl-tRNA synthetase
subunit of D-sedoheptulose 7-phosphate isom-
gmhA b0222 0.422 erase
gntT b3415 2.434 | Gluconate Gnt transporter
subunit of xanthine-guanine phosphoribosyltrans-
gpt b0238 3.015 | ferase
greA b3181 3.080 | transcription elongation factor GreA
subunit of 3-phenylpropionate dioxygenase sys-
hcaA2 b2539 0.160 tem
N-(5'-phospho-L-ribosyl-formimino)-5-amino-1-
(5'-phosphoribosyl)-4-imidazolecarb oxamide
hisA b2024 0.472 isomerase
hisG b2019 2.400 | subunit of ATP phosphoribosyltransferase
hns b1237 2.110] transcriptional dual regulator
hsdR b4350 0.178 subunit of ECoKI restriction-modification system
htrB b1054 0.122 lauroyl acyltransferase
subunit of hydrogenase 3 and formate hydro-
hycD b2722 0.023 genlyase complex
hydrogenase maturation protein, carbamoyl de-
hypE b2730 0.274 hydratase
ilvC b3774 2.183 | subunit of acetohydroxy acid isomeroreductase
subunit of acetohydroxybutanoate synthase / ace-
ilvG 1 b3767 0.225 tolactate synthase
subunit of acetolactate synthase / acetohydroxy-
ilvl b0077 2.347 | butanoate synthase
ilvY b3773 5.490 | DNA binding transcriptional dual regulator
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geranyl diphosphate synthase / farnesyl

iSpA b0421 0.493 diphosphate synthase
lacl b0345 2.151| transcriptional repressor
lepB b2568 2.042 | leader peptidase (signal peptidase I)
11dR b3604 0.324 transcriptional repressor

putative ring-cleavage enzyme of phenylacetate
maoC b1387 3.561 | degradation
mcrD b4344 3.092 | conserved protein
mesJ b0188 2.774 | tRNA"-lysidine synthetase

subunit of O-succinylhomoserine lyase / O-
metB b3939 0.461 succinylhomoserine(thiol)-lyase
miaA b4171 2.035 | tRNA(i°A37) synthase
modE b0761 0.247 subunit of ModE transcriptional dual regulator
mscL b3291 3.214| subunit of mechanosensitive channel MscL
murl b3967 0.309 subunit of glutamate racemase

transcriptional repressor and NMN adenylyltrans-
nadR b4390 2.688 | ferase
nirC b3367 2.453 | nitrite FNT transporter
nlpA b3661 0.285 lipoprotein-28
nrfG b4076 0.020 Polypeptide
nth b1633 0.323 specific for apurinic and/or apyrimidinic sites
oppC b1245 0.313 subunit of murein tripeptide ABC transporter
osmC b1482 0.492 osmotically inducible peroxidase
pabB b1812 0.124 subunit of aminodeoxychorismate synthase
pbpC b2519 0.238 putative peptidoglycan enzyme

L-isoaspartate protein carboxylmethyltransferase
pcm b2743 2.318 | type Il
pmrD b2259 0.460 polymyxin B resistance protein
potA b1126 2.257 | subunit of putrescine/spermidine ABC transporter
potD b1123 0.279 subunit of putrescine/spermidine ABC transporter
pphB b2734 0.500 protein-tyrosine-phosphatase
pqiA b0950 2.411 | paraquat-inducible protein A
priB b4201 0.422 subunit of primosomal replication protein N
proX b2679 2.398 | subunit of proline ABC transporter
pssR b3763 0.242 HdfR transcriptional repressor
pstC b3727 0.441 subunit of phosphate ABC transporter

subunit of L-ascorbate transporting phosphotrans-
ptxA b4195 3.668 | ferase system

subunit of phosphoribosylaminoimidazole-
purC b2476 3.036 | succinocarboxamide synthase
purL b2557 3.643 | phosphoribosylformylglycinamide synthetase
pyrD b0945 0.109 subunit of dihydroorotate oxidase

subunit of RcsAB transcriptional dual regulator
rcsB b2217 0.393 and RcsB
recB b2820 0.405 subunit of recBCD
recO b2565 20.195 | subunit of RecFOR complex
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rfbD b2040 0.421 subunit of dTDP-L-rhamnose synthetase
rhsE b1456 0.478 protein in rhs element
ribA b1277 2.707 | subunit of GTP cyclohydrolase I1
subunit of 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine syn-
ribE b1662 0.428 thase
subunit of outer membrane LPS assembly com-
rlpB b0641 0.363 plex
rpoB b3987 2.342 | subunit of RNA polymerase, core enzyme
rtcA b3420 0.446 RNA 3'-terminal phosphate cyclase
sapC b1292 2.086 | subunit of peptide uptake ABC transporter
subunit of SecD-SecF-YajC-YidC Secretion
secF b0409 0.233 Complex
subunit of 3-keto-L-gulonate 6-phosphate decar-
sgaH b4196 3.667 | boxylase
sgbU b3582 2.542 | predicted L-xylulose 5-phosphate 3-epimerase
sodA b3908 2.271 | subunit of superoxide dismutase (Mn)
speD b0120 0.478 subunit of adenosylmethionine decarboxylase
tbpA b0068 3.079 | subunit of thiamin ABC transporter
trkG b1363 0.169 TrkG potassium ion Trk Transporter
trpE b1264 0.335 subunit of anthranilate synthase
trpL b1265 0.470 trp operon leader peptide
trpS b3384 2.006 | subunit of tryptophanyl-tRNA synthetase
truA b2318 0.491 subunit of tRNA pseudouridine synthase
subunit of pyridine nucleotide transhydrogenase,
udhA b3962 2.512 | soluble
uidR b1618 0.433 UidR transcriptional repressor
wbblJ b2033 0.449 predicted acyl transferase
predicted colanic acid biosynthesis pyruvyl trans-
wecaK b2045 0.228 ferase
predicted colanic biosynthesis glycosyl trans-
wcal b2044 0.196 ferase
subunit of XylF/XylG/XylH xylose ABC trans-
xylH b3568 4.835 | porter
yaaF b0030 0.488 ribonucleoside hydrolase 3
yabJ b0066 3.239| subunit of thiamin ABC transporter
yabQ b0057 0.254 predicted protein
yadB b0144 2.727| glutamyl-Q tRNA(Asp) synthetase
yadC b0135 0.205 predicted fimbrial-like adhesin protein
yadP b0147 0.297 2'-5' RNA ligase
yaeD b0200 2.317| D,D-heptose 1,7-bisphosphate phosphatase
yaeG b0162 4.088 | CdaR transcriptional activator
yagD b0261 0.264 homocysteine methyltransferase
yaiM b0355 0.267 S-formylglutathione hydrolase
yaiN b0357 2.328 | regulator protein
yaiV b0375 2.061 | predicted DNA-binding transcriptional regulator
ybaA b0456 2.961 | conserved protein
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ybbY b0513 0.134 predicted uracil/xanthine transporter
DLP12 prophage; predicted antitermination pro-
ybcQ b0551 2.520 | tein
ybcV b0558 0.324 DLP12 prophage; predicted protein
DLP12 prophage; predicted tail fiber assembly
ybeX b0561 2.160 | protein
predicted oxidoreductase, Zn-dependent and
ybdR b0608 0.185 NAD(P)-bindin
ybeD b0631 0.261 conserved protein
ybeL b0643 0.482 conserved protein
ybeX b0658 0.236 predicted ion transport protein
ybfM b0681 3.951 | predicted outer membrane porin
ybgR b0752 2.240| ZitB zinc CDF transporter
ybjH b0843 0.335 predicted protein
ybjM b0848 0.451 predicted inner membrane protein
ycaH b0915 2.452 | tetraacyldisaccharide 4'-kinase
ycbG b0956 0.244 subunit of macrodomain Ter protein
ycbK b0926 2.464 | conserved protein
UDP-N-acetyl-D-glucosamine -1,6-N-acetyl-D-
ycdQ b1022 0.186 glucosaminyl transferase
ycdW b1033 0.492 glyoxylate reductase
yceC b1086 2.426 | 23S rRNA pseudouridine synthase
ycfD b1128 0.294 conserved protein
ycgZ b1164 2.243 | predicted protein
yciK b1271 11.785 | predicted oxidoreductase
ycil b1326 0.292 murein peptide amidase A
ycjM b1309 3.085 | predicted glucosyltransferase
ycjUu b1317 0.329 B-phosphoglucomutase
predicted sugar transporter subunit: ATP-binding
ycjV b1318 0.139 component of ABC superfamily
ycjX b1321 0.419 conserved protein
ydeG b1424 0.430 glucan biosynthesis protein D
ydeB b1529 0.391 predicted transporter
ydeV b1511 0.334 predicted Autoinducer-2 kinase
ydeW b1512 0.318 LsrR transcriptional repressor
ydeZ b1515 0.242 subunit of LsrA/LsrC/LsrD/LsrB ABC transporter
ydjA b1765 0.486 subunit of predicted oxidoreductase
yeaX b1803 2.160 | predicted oxidoreductase
predicted transporter subunit: ATP-binding com-
yecC b1917 0.469 ponent of ABC superfamily
yecF b1915 0.348 predicted protein
predicted S-adenosyl-L-methionine-dependent
yecP b1871 6.601 | methyltransferase
yedK b1931 0.369 predicted protein
yeeF b2014 2.677| YeeF amino acid APC transporter
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yeeO b1985 18.964 | YeeO MATE transporter
yeeY b2015 2.175 | predicted DNA-binding transcriptional regulator
yehQ b2122 0.489 predicted protein
yejM b2188 22.796 | predicted hydrolase, inner membrane
yfdL b2355 0.230 CPS-53 (KpLEl) prophage; conserved protein
CPS-53 (KpLE1) prophage; predicted methyl-
yfdM b2356 0.133 transferase
yfil b2602 0.308 putative lipoprotein
yiiN b2604 2.130| predicted diguanylate cyclase
yijK b2627 0.216 CP4-57 prophage; conserved protein
yfjO b2631 0.289 CP4-57 prophage; predicted protein
subunit of 4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-
ygbP b2747 0.306 erythritol synthase
ygcM b2765 0.183 6-carboxy-5,6,7,8-tetrahydropterin synthase
ygeF b2850 0.054 predicted protein
ygeW b2870 0.127 putative carbamoyltransferase
predicted NAD(P)-binding oxidoreductase with
ygfF b2902 2.160 | NAD(P)-binding Rossmann-fold domain
yegfG b2919 4.057 | subunit of methylmalonyl-CoA decarboxylase
fused predicted oxidoreductase, Fe-S subunit and
ygfT b2887 2.227 | nucleotide-binding subunit
yggG b2936 0.430 predicted peptidase
yggU b2953 0.468 conserved protein
yghK b2975 2.716 | GlcA glycolate transporter
ygiC b3038 0.443 predicted enzyme
ygjiE b3063 2.183 | tartrate/succinate DASS transporter
putative membrane-bound redox modulator that is
ygT b3088 2.312 | induced by high pH
ygiV b3090 4.531 | inner membrane protein
yhaV b3130 0.436 subunit of PrIF-YhaV antitoxin-toxin complex
yhbP b3154 0.075 conserved protein
yhcH b3221 0.465 conserved protein
yheQ b3241 0.253 subunit of AaeAB Hydroxylated, Aromatic Car-
boxylic Acid Efflux Transport System
yhfL b3369 4.033 | conserved secreted peptide
yhfZ b3383 4.548 | conserved protein
yhgF b3407 2.932 | predicted transcriptional accessory protein
yhhP b3470 9.098 | sulfur transfer protein
yhiD b3508 2.912 | predicted Mg(2+) transport ATPase
yhiJ b3488 7.640 | predicted protein
yhiM b3491 0.480 conserved inner membrane protein
yhjH b3525 0.208 c-di-GMP phosphodiesterase
yiaB b3563 2.406 | conserved inner membrane protein
yigN b3832 0.396 recombination limiting protein
yigZ b3848 0.386 predicted elongation factor
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yiiD b3888 2.347| predicted acetyltransferase

yiiM b3910 2.312 | protein involved in base analog detoxification

yjaB b4012 2.406 | predicted acetyltransferase

yjeP b4159 0.235 predicted mechanosensitive channel

yjeS b4166 0.150 predicted Fe-S electron transport protein

yjfY b4199 2.071 | predicted protein

yjgP b4261 0.257 subunit of LptABCFG ABC transporter

yjhR b4308 2.517 | KpLE2 phage-like element; predicted frameshift
suppressor

ykfA b0253 0.072 CP4-6 prophage; predicted GTP-binding protein

ykgE b0306 0.143 predicted oxidoreductase

ylaD b0459 0.318 subunit of maltose acetyltransferase

ymbA b0952 0.148 conserved protein

ymgA b1165 2.171 | protein involved in biofilm formation

ynaF b1376 0.429 nucleotide binding filament protein

yneB b1517 0.391 subunit of predicted class I aldolase

ynhD b1682 0.495 subunit of SufBCD Fe-S cluster scaffold complex

yodB b1974 0.293 predicted cytochrome

yohF b2137 0.324 predicted acetoin dehydrogenase

yphA b2543 2.872 | predicted inner membrane protein

yphG b2549 2.145| conserved protein

yqeH b2846 0.057 conserved protein with bipartite regulator domain

yqgB b2939 0.293 small protein involved in the acid stress response

yqgF b2949 0.315 predicted Holliday junction resolvase

yrbB b3191 2.397 | subunit of phospholipid ABC transporter

ytfB b4206 2.623 | predicted cell envelope opacity-associated protein

Tabelle zu Scatterplot C: uvrY-Mutante (RR) vs. barA-Mutante (SK")

Name b-Nummer | Ratio Beschreibung

yfgH b2505 0.220 predicted outer membrane lipoprotein

CyoA b0432 0.299 cytochrome bo terminal oxidase subunit I1

iadA b4328 0.353 subunit of isoaspartyl dipeptidase

hflB b3178 0.356 ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH

cysW b2423 0.422 subunit of sulfate ABC transporter and thiosulfate
ABC transporter

dadA b1189 0.423 D-amino acid dehydrogenase, small subunit

dadX b1190 0.455 subunit of alanine racemase 2, PLP-binding

nuoK b2279 0.463 NADH:ubiquinone oxidoreductase, membrane
subunit K

gabT b2662 0.484 4-aminobutyrate aminotransferase monomer

cyoB b0431 0.488 cytochrome bo terminal oxidase subunit |

poxB b0871 0.491 pyruvate oxidase monomer

yjcG b4067 0.496 SSS transporter

mglB b2150 2.053 | subunit of galactose ABC transporter

atpB b3738 2.053 | ATP synthase, FO complex, a subunit

202
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ydbL b1383 2.066 | conserved protein

putA b1014 2.228 | fused PutA transcriptional repressor

cydA b0733 2.441 | cytochrome bd-I terminal oxidase subunit I

ymfl b1143 2.469 | e14 prophage; predicted protein

cydB b0734 2.515 | cytochrome bd-I terminal oxidase subunit II

miaA b4171 2.536 | tRNA(i°A37) synthase

ompF b0929 2.564 | subunit of outer membrane porin F

manX b1817 2.591 | subunit of mannose PTS permease

potC b1124 2.672 | subunit of putrescine/spermidine ABC transporter

ydeZ b1515 3.768 | subunit of LsrA/LsrC/LsrD/LsrB ABC transporter

IsrB b1516 6.280 | predicted to be the periplasmic binding protein of
the AI-2 ABC transporter

yneB b1517 8.201 | predicted class I aldolase = LsrF

IsrG b1518 8.879 | enzyme involved in the degradation of the quo-
rum-sensing regulator Autoinducer 2 (Al-2)

IVV. Scatterplots und Tabellen der differentiell regulierten Gene des
ArcB/ArcA -Systems

Die mindestens zweifach differentiell regulierten Gene sind in den Scatterplots griin
hervorgehoben.

Arraybedingungen: LB, ODs7snm 1
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arcA arcB- arcA arcB arcA rssb-

A) cspB — nicht reguliert (Ratio 0,8)
B) cspB — Ratio 0,106
C) cspB — Ratio 0,175
D) cspB — Ratio 3,021
E) cspB — Ratio 0,230
F) cspB — Ratio 5,563

Hier sind nur die Ratios des cspB-Gens angegeben, welches die grofite differentielle Regu-
lation aufwies und innerhalb dieser Arbeit von besonderem Untersuchungsinteresse war.
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