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1 ZUSAMMENFASSUNG (ABSTRACT)

RpoS (c°) ist der Masterregulator der generellen Stressantwort und der stationaren
Wachstumsphase in E. coli und anderen y-Proteobakterien. Als eine Untereinheit der RNA-
Polymerase (RNAP) dirigiert 6> diese an die Promotoren von Stress-protektiven Genen und
reprogrammiert die zellulare Transkription, um die Integritit und das Uberleben zu sichern.
Die Regulation von o° selbst ist komplex und vollzieht sich sowohl auf transkriptionaler, als
auch auf translationaler Ebene, sowie auf der Ebene der o°-Stabilitat und Aktivitat (d.h. der
RNAP-Holoenzymbildung). Phylogenetisch ist RpoS ein naher Verwandter des vegetativen
Sigmafaktors RpoD (¢’%), d.h. jenem Sigmafaktor, den es unter den Stressbedingungen
innerhalb des RNAP-Holoenzyms ersetzt. Trotz ihrer groBen Ahnlichkeit weisen RpoS und
RpoD einen interessanten Unterschied bezliglich ihrer Codon-Usage auf. Die rpoS Sequenz
enthadlt etwa doppelt soviele rare Codons wie die rpoD Sequenz, einschlieBlich elf rarer
Codons, die in rpoD an homologen Positionen durch synonyme hdaufigere Codons
reprasentiert werden. Der Austausch dieser elf raren Codons in rpoS durch die entsprechenden
synonymen haufigeren rpoD Codons fiihrte zu erniedrigten o°-Protein- und rpoS mRNA-
Mengen. Mittels eines genetischen Ansatzes konnte gezeigt werden, dass die mMRNA der rpoS
Codonmutante mit den h&ufigeren Codons einen schnelleren RNase E-vermittelten Abbau
aufweist als die mRNA des rpoS Wildtyps mit den natirlich auftretenden raren Codons.
Weiterhin wurde demonstriert, dass die durch die raren Codons des Wildtyps vermittelte
langere Halbwertszeit der rpoS mRNA unabhéngig von anderen Regulationsmechanismen
wie Transkription und Translationsinitiation ist. Die raren Codons in rpoS sind entlang der
gesamten kodierenden Sequenz lokalisiert. Dies impliziert einen Mechanismus, indem durch
das wiederholte transiente Pausieren von Ribosomen an den raren Codons das rpoS Transkript
dichter mit Ribosomen beladen wird, wodurch die sterische Zugénglichkeit des Transkripts
fir die degradative RNase E vermindert wird. Eine Analyse der Sequenz anderer co-
evolvierter Wachstumsphasen-abhéangig exprimierter Isoenzympaare, sowie anderer Stationér-
Phasen-assoziierter Gene offenbarte, dass das verstarkte Auftreten von raren Codons in
stationdre Phase Genen ein moglicherweise generelleres Phdnomen ist, um einen
unokonomischen Abbau der entsprechenden mRNAs unter den limitierenden Bedingungen
der stationdren Wachstumsphase zu umgehen. Somit zeigt diese Arbeit neben den bekannten
Aspekten der evolutiondren Selektion zugunsten rarer Codons (z.B. effizientere co-
translationale Proteinfaltung) einen zusatzlichen Aspekt auf: positive Selektion rarer Codons
zugunsten der mRNA Stabilitat.

Die 5 -untranslatierte Region (5-UTR) der rpoS mRNA faltet sich in eine
Translations-inkompetente  Sekundarstruktur, in der die Translationsinitiation-Region



unzugénglich fur die Ribosomen ist. In Antwort auf verschiedene Stressstimuli wird diese
Sekundarstruktur mit Hilfe von kleinen nichtkodierenden regulatorischen RNAs (SRNAs) und
dem RNA-Chaperon Hfq aufgeschmolzen, wodurch die rpoS Translation stimuliert wird. Es
sind bisher drei SRNAs bekannt, welche die rpoS Translation aktivieren: RprA, DsrA und
ArcZ. Zu Beginn dieser Arbeit war unbekannt, welche dieser charakterisierten SRNAs, oder
aber ob eine andere SRNA an der bekannten translationalen Aktivierung von rpoS unter
hyperosmotischem Stress und Sdurestress beteiligt ist. Um solche potenziellen sRNA-
Kandidaten zu identifizieren, wurde ein globaler Ansatz verfolgt, der auf einer Deep-
Sequenzierungsanalyse von unter hyperosmotischen Stress mit Hfg co-immunopréazipitierter
RNA basiert. In den sich anschlieBenden in vivo Funktionsanalysen wurde deutlich, dass die
bekannte rpo$S aktivierende SRNA DsrA die o°-Induktion unter Saure- und hyperosmotischem
Stress, unabhangig von bereits beschriebenen o°-Regulatoren wie H-NS und RprA, vermittelt.
In Einklang damit wurde gezeigt, dass DsrA selbst unter hyperosmotischem Stress verstérkt
akkumuliert und unter diesen Bedingungen die rpoS Translation und als sekundére Folge
davon die Stabilisierung der rpoS mRNA positiv reguliert. Aufféllig war, dass die rpoS
MRNA sowohl in einer dsrA Mutante, einer rprA dsrA arcZ Tripelmutante, sowie in einer hfqg
Mutante immer noch hyperosmotisch induziert wird, also unter Bedingungen, in denen das
rpoS Transkript aufgrund der ausbleibenden Translation destabilisiert werden sollte. Diese
Beobachtungen und die Tatsache, dass die rpoS Transkriptionsinitiation von
hyperosmotischem Stress, sowie einer hfq Deletion unbeeinflusst bleibt, deutete auf
Mechanismen hin, welche die rpoS Transkription unter hyperosmotischem Stress positiv auf
Ebene der Elongation regulieren. Konsistent mit dieser Hypothese war auch die
Beobachtung, dass eine rpoS-Reportergenfusion unter der Kontrolle eines konstitutiven nicht
Osmostress-sensitiven Promotors eine hyperosmotische Induktion des rpoS Reportergen-
Transkripts  aufwies.  Alle diese Befunde deuten auf einen  neuartigen
Antiterminationsmechanismus durch Stress-induzierte Translation hin, deren genauer
Mechanismus in zukinftigen Untersuchungen aufgeklart werden muss.

ABSTRACT

RpoS (c°) is the master regulator of the general stress response and stationary growth phase in
E. coli. As a subunit of RNA polymerase (RNAP), ¢° directs the latter to promoters of stress-
protective genes, thereby reprogramming gene expression for maintenance and survival.
Regulation of ¢° itself is complex and comprises transcriptional and translational regulation,
as well as regulation of protein stability and activity (association with RNAP core enzyme).
RpoS and the housekeeping sigma factor RpoD (c’°) are of common evolutionary origin and
accordingly they share a big sequence similarity. Nevertheless, there is a striking difference
concerning the codon usage of the two co-evolved sigma factors RpoS and RpoD. In contrast



to the rpoD sequence, the rpoS sequence is enriched in rare codons (more than twice as many
rare codons than rpoD). Particularly, there are eleven rare codons in rpoS, which are
represented by more frequent synonymous codons at corresponding homologous positions in
rpoD. Replacing these rare rpoS codons by the more common rpoD codons led to reduced
rpoS mRNA half-life and o° protein levels. By using a series of endoribonuclease mutant
strains, it was demonstrated that the rpoS transcript harboring the frequent codon allele (rpoS
codon mutant) displayed an enhanced RNase E-dependent degradation compared to rpoS wild
type mRNA containing the rare codons. Moreover, it was demonstrated that these rare codon-
mediated increased mMRNA stability was independent of other regulatory mechanisms, such as
transcription and translation initiation. Rare codons within rpoS are located along the whole
open reading frame. This implies a mechanism, in which slowing down translational
elongation by stalled ribosomes at these rare codons ensures an enhanced ribosome density
along the rpoS transcript, thereby reducing sterical access of degradative RNase E. The
analysis of the sequences of other co-evolved growth phase-dependent induced pairs of
isoenzymes, as well as other stationary phase associated genes, revealed that the occurrence of
rare codons within stationary phase genes being possibly a more general feature in order to
avoid a rapid mRNA turnover under conditions of limited resources. Therefore, this work
highlights a new aspect of positive evolutionary selection in favor of rare codons, besides
known aspects of positive evolutionary rare codon selection (e.g. more efficient co-
translational protein folding): that is mRNA stability.

By forming intramolecular base pairs, the rpoS mRNA 5 -untranslated region (5°-
UTR) folds into a translationally incompetent stem-loop structure which masks the translation
initiation region, thereby inhibiting ribosome access. Under certain stress conditions, this
stem-loop structure is opened by base-pairing with small noncoding regulatory RNAS
(SRNAs), which is facilitated by the RNA chaperone Hfg. Complex formation between the
sSRNAs and the rpoS 5-UTR thus activates rpoS translation. Three SRNAs have been
described that activate rpoS translation: RprA, DsrA and ArcZ. None of these sSRNAs or
another known or unknown sRNA has been implicated in the well known rapid translational
induction of rpoS during hyperosmotic and acid stress. To identify such potential SRNA
candidates, a global approach was chosen, based on deep sequencing of Hfq co-
immunoprecipitated RNAs derived from cells subjected to hyperosmotic stress. Subsequent in
vivo functional analysis demonstrated that the known rpoS activating SRNA DsrA is
responsible for the hyperosmotic and acid induction of ¢°, independently from known o°
regulators, such as H-NS and RprA. In accordance with this, DsrA itself accumulates under
hyperosmotic stress, thereby positively regulating rpoS translation and, probably secondary to
this, rpoS mRNA stability under this stress condition. Strikingly however, the rpoS transcript
is still hyperosmotically induced in a dsrA mutant, a rprA dsrA arcZ triple mutant, as well as
in an hfq mutant. These are conditions that strongly disfavor rpoS mRNA stability due to
absent translation. The latter observation and the fact that initiation of rpoS transcription is not



affected by hyperosmotic stress and a deletion of hfq suggested a mechanism that positively
operates at the level of elongation of rpoS transcription under these conditions. Consistently,
an rpoS reporter fusion under control of a non osmotic stress-sensing constitutive promoter
yielded hyperosmotically induced rpoS fusion transcripts. Taken together, these results hint at
a mechanism based on transcription antitermination by stress-induced translation. Future work
will contribute to clarifying such a putative mechanism.



2 EINLEITUNG

2.1 Globale Genregulation bei Bakterien als Adaptation
an sich dndernde Umweltbedingungen

In ihren nattrlichen Habitaten sind Bakterien, wie das gram-negative, stabchenférmige
Enterobakterium Escherichia coli (E .coli) gewdhnlich verschiedensten Stressen ausgesetzt
(Nahrstofflimitation, Temperaturschwankungen, Anderungen der Osmolaritat, pH-
Anderungen, UV-Strahlung etc.). Diesen Herausforderungen begegnen Bakterien durch
Anpassung ihrer Genexpression an die sich &ndernden Bedingungen mittels regulatorischen
Netzwerken, die sich schon friih in der langen Evolution der Bakterien herausgebildet haben.
Der primére Lebensraum von E.coli ist der Intestinaltrakt warmbltiger S&ugetiere, in dem die
Bakterien unter relativ konstanten Bedingungen bezuglich der Temperatur, niedriger
Sauerstoffverfiigbarkeit, sowie einer guten Nahrstoffversorgung, leben. Nach der
Ausscheidung aus dem Darm gelangt E.coli in eine vollige andere Umwelt (sekundéres
Habitat), in der sich die aulReren Bedingungen haufig und schnell andern kénnen. Eine globale
Anderung der Genexpression zur Anpassung an eine Stresssituation wird hierbei durch ein
hierarchisch gegliedertes Netzwerk realisiert. An dessen oberster Stelle steht ein
Masterregulator, der bestimmte Zielgene reguliert, deren Genprodukte wiederum fir
Regulatorproteine kodieren konnen. Diese Regulatorproteine ihrerseits konnen eigene
Zielgene regulieren, wobei Signalintegration sowohl auf Ebene des Masterregulators, als auch
auf allen untergeordneten Ebenen stattfinden kann (Hengge-Aronis, 2002). Zum einen werden
spezifische Stressantworten ausgeldst, die in der Regel zu einer Eliminierung des eigentlichen
Stressagenzes und der Reparatur von bereits eingetretenem Schaden fiihren. Zum anderen ist
die generelle Stressantwort darauf ausgerichtet, die Zelle préventiv resistent gegenuber
Stressen zu machen, die sie noch gar nicht erfahren hat (,,crossprotection; Hengge-Aronis,
2000; Hengge 2011).

Der Masterregulator der generellen Stressantwort in E.coli ist RpoS, oder auch ¢° (¢°°), der
als Sigma-Spezifitatsfaktor die RNA-Polymerase (RNAP) an die Promotoren von Stress-
protektiven Zielgenen dirigiert und deren Transkription initiiert. Mehr als 500 Gene stehen
unter direkter oder indirekter Kontrolle von RpoS (Weber et al., 2005; Hengge 2011). Das
sind etwa 10% aller E.coli Gene. o° selbst unterliegt einer &uBerst komplexen
transkriptionalen und vor allem posttranskriptionalen Regulation, auf welche spéater detailliert
eingegangen werden soll. Ebenso soll in den folgenden Kapiteln der Arbeit das RpoS-

Regulon ndher beschrieben werden.
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2.1.1 Struktur und Funktion bakterieller Promotoren und die
RNA-Polymerase (RNAP) aus E. coli

Die Transkription, der Vorgang bei dem die Sequenzinformation der DNA in die
Sequenzinformation einer RNA umgeschrieben wird, wird von einer DNA-abhangigen RNA-
Polymerase (RNAP) Kkatalysiert. Als Promotoren werden jene konservierten DNA-
Sequenzelemente bezeichnet, welche die RNA-Polymerase (RNAP) an die Startstellen der
Transkription dirigieren und daruber hinaus haufig tber zusétzliche Sequenzmodule verfligen,
an die weitere regulatorische Proteine binden (Transkriptionsfaktoren). In Prokaryoten erfolgt
die Transkription aller Gene durch eine einzige RNAP. Das RNAP-Kernenzym aus E. coli
setzt sich aus insgesamt 5 Untereinheiten zusammen (023" ®) und hat ein Molekulargewicht
von etwa 400 kDa (Ebright, 2000). Das Kernenzym alleine ist nicht in der Lage die
Transkription am Promotor produktiv zu initiieren. Hierzu bendtigt es in Form des
Holoenzyms (a:BB wo) einen sogenannten Spezifitatsfaktor, den o-Faktor, der fiir die
spezifische Promotorerkennung zustandig ist (Burgess, 1969; Gross et al., 1998). Die C-
terminale Doméne der kleinen a-Untereinheit (a-CTD) ist an der Bindung des Enzyms an
einige Promotoren beteiligt, die ein sogenanntes AT-reiches UP-Element enthalten (Estrem et
al., 1999; Gourse et al., 2000). Dartiber hinaus vermittelt die a-CTD Wechselwirkungen mit
Transkriptionsfaktoren (Gaal et al., 1996). Die beiden groflen B- und B’- Untereinheiten
bilden zusammen das aktive Zentrum. Es enthalt zwei Magnesium-lonen, die bei der Katalyse
der Bildung neuer Phosphodiesterbindungen zwischen den Substrat-Nukleosidtriphosphaten
unerldsslich sind (Vassylyev et al., 2002). Die kleine w-Untereinheit fordert sowohl die
Assemblierung, als auch die Stabilitat des RNAP-Kernenzyms, indem es die B"-Untereinheit
kontaktiert (Minakhin et al., 2001) und bleibt wahrend des Transkriptionsvorganges mit dem
Kernenzym assoziiert. Desweiteren sprechen in vitro Daten fiir eine mégliche Beteiligung der
®-Untereinheit an der Stringenten Kontrolle durch das Effektornukleotid ppGpp (Ventras et
al., 2005).

Strukturdaten (ber bakterielle RNAPs konnten in den letzten Jahren mittels
Elektronenmikroskopie, sowie hochauflésender Rontgenstrukturanalyse und Nukleinsiure-
Protein Crosslinking-Studien gewonnen werden (Korzheva et. al, 2000; Vassylyev et al.,
2002). Die Dimension des E. coli Kernenzyms betragt 85 x 105 x 140 A. In seiner
Gesamtstruktur dhnelt das Enzym einer ,,Krabbenschere®. Der eine Arm der Schere wird von
der B-Untereinheit, der andere Arm von der B -Untereinheit gebildet. Zwischen den beiden
Armen verlduft ein Kanal, der mit einem Durchmesser von 25 A (Dimension 25 x 45 A) iiber
die geeignete Grolie verfugt, um doppelstrangige DNA zu binden. Dort wo die beiden Arme
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Abbildung 2.1 Konsensusstruktur eines o’°-abhéngigen Promotors aus E. coli (verandert nach
Wagner, 2000). Die —35 und -10 Region des Kernpromotors werden durch eine 17+ 1 Bp lange
Spacer-Region voneinander getrennt. Die Konsensussequenzen der —35 und —10 Region bezieht sich
auf die 5 —>3° Sequenz des Nichtmatrizen-Stranges. Weiterhin enthalt ein solcher Promotor
stromaufwarts (UP-Element und UAS-Region, ,upstream activating sequence®) und stromabwarts
(DSR, ,downstream sequence region“) gelegene regulatorische Sequenzen. Zahlen geben die
Positionen der Sequenzelemente relativ zum Transkriptionsstart (definiert als +1) wieder.

der ,Krabbenschere*“ zusammentreffen befindet sich das aktive Zentrum mit den an der
Katalyse beteiligten Magnesium-lonen.

Im Folgenden wird auf die Struktur RpoD (c'°) -abhangiger Promotoren eingegangen.
Der o'%-Sigmafaktor, entsprechend nach seinem Molekulargewicht von 70 kDa benannt,
initiiert die Transkription an Promotoren sogenannter Haushaltsgene, welche vornehmlich
wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase exprimiert werden (Gross et al., 1998). Zu
diesen Haushaltsgenen zahlen vor allem die ribosomalen RNA-Gene. Die schematische
Struktur eines solchen o'%-abhangigen Promotors ist in Abbildung 2.1 dargestellt. Ein solcher
Promotor enthélt einen Kernbereich, der sich aus zwei konservierten hexameren Sequenz-
modulen, der —35 und der —10 Region, zusammensetzt. Anhand von Sequenzvergleichen von
mehr als 300 natlrlichen Promotoren (Lisser und Margalit, 1993) sind Konsensussequenzen
fir diese beiden Kernpromotorelemente abgeleitet worden. Fir den initialen Schritt der
Transkription ist die —10 Region und sehr haufig auch die —35 Region unentbehrlich. Durch
sie erfolgt die Erkennung des Promotors durch den o'°-Faktor des RNAP-Holoenzyms. Die
initiale Bindung der RNAP an die Promotor-DNA wird durch die Interaktion eines Helix-
Turn-Helix-DNA-Bindemotivs in der Subdoméne 4.2 des o'°-Faktor mit der —35 Region,
sowie durch die Wechselwirkung einer amphiphatischen a-Helix in der Subdoméne 2.4 mit
der —10 Region vermittelt (Siegele et al., 1989; Waldburger et al., 1990). Getrennt werden -35
und —10 Region von einer Spacer-Region. Diese Region weist keine auffallige konservierte
Sequenz auf, dennoch ist sie mit einer charakteristischen L&nge von 17 + 1 Basenpaaren (Bp)
unentbehrlich, da sie fir eine korrekte rdumliche (angulére) Orientierung von —35 und -10
Region zueinander sorgt. Per Definition erhdlt das erste transkribierte Nukleotid die
Positionsnummer +1.

Bei natiirlichen Promotoren sind die abgeleiteten Konsensussequenzen fir die -10 und
-35 Region nie gleichzeitig innerhalb eines Promotors verwirklicht worden. Synthetische
Promotoren, welche die Konsensussequenzen der —35 und —10 Region vereint innerhalb eines
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Kernpromotors aufweisen, gehdren zu den starksten tberhaupt. In der Evolution wurden
Promotoren daher vermutlich auf ihre Regulierbarkeit und nicht auf ihre Starke hin optimiert
(Wagner 2000).

Neben dem Kernbereich enthédlt ein solcher Konsensuspromotor konservierte
regulatorische Sequenzen, die weiter stromaufwarts (UP-Element und UAS-Region), und im
Falle einiger starker E. coli Phagen-Promotoren, auch stromabwérts (DSR-Element)
lokalisiert sind. Das UP-Element, zwischen —65 und -45 gelegen, das zuséatzliche
Kontaktstellen zwischen Promotor-DNA und RNAP bereitstellt (Ross et al., 1993), wurde
bereits zuvor beschrieben. Weiter stromaufwarts von dem Kernpromotorbereich gelegen sind
in vielen Féllen weitere regulatorischne DNA-Sequenzen, sogenannte UAS-Regionen
(,,upstream activating sequences®). UAS-Regionen sind durch faktorunabhangige
(intrinsische), alleine in der Natur der DNA-Sequenz begriindete, starke Kriimmungen
gekennzeichnet. Intrinsisch gekrimmte UAS-Regionen enthalten eine Reihe von AT-Clustern
und sind haufig stromaufwarts von starken Promotoren, wie den rRNA-Promotoren
anzutreffen. Des Weiteren enthalten diese Sequenzen oft Bindestellen fur regulatorische
Proteine (Transkriptionsaktivatoren und Transkriptionsrepressoren) (Wagner 2000).

2.1.2 Die bakterielle Transkription und ihre Regulation

Nachfolgend soll kurz auf die Transkription und ihre Regulation eingegangen werden. Der
Transkriptionszyklus lasst sich, wie nahezu alle biochemischen Polymerisationsreaktionen, in
drei Schritte unterteilen: Initiation, Elongation und Termination (Record et al., 1996).
Regulation findet dabei hauptsachlich auf der Ebene der Initiation der Transkription statt.

Bei der Initiation kontaktiert zunachst das RNAP-Holoenzym die Promotor-DNA und
bildet einen bindren geschlossenen Komplex aus. Im Anschluss daran erfolgt die
Isomerisierung zu einem offenen bindren Komplex durch Aufschmelzung der DNA im
Bereich der -10 Region mit ihren schwachen AT-Basenpaarungen auf einer Lange von etwa
12 + 2 Basenpaaren (Bp) (deHaseth und Helmann, 1995; deHaseth et al., 1998). Nach der
Bindung des ersten Substrat-NTPs im aktiven Zentrum erfolgt die Bildung des ternéren
Initiationskomplexes. Nach einer oder mehrere Runden abortiver Transkription, d.h. der
wiederholten Synthese und Freisetzung von 2-12 Nukleotiden langen Transkripten durch die
stabil am Promotor gebundene RNAP, kann die Polymerase zum binéren Initiationskomplex
zuruckreagieren, oder aber die produktive Phase der Transkription, die Elongation einleiten.

Nach der Freisetzung des o-Faktors bildet sich ein Elongationskomplex aus, indem das
RNAP-Kernenzym mit hoher Prozessivitat den Templatestrang in 5" -Richtung transkribiert
(bis zu 50 Nukleotide pro Sekunde werden in ein naszierendes RNA-Transkript eingebaut).
Innerhalb des Elongationskomplexes liegt die DNA auf einer L&nge von 14-18 Bp in Form
einer sogenannten Transkriptionsblase aufgeschmolzen vor (Uptain et al., 1998). Das 3"-Ende
des wachsenden Transkripts bildet innerhalb der Transkriptionsblase auf einer Lange von
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etwa 8 Bp eine RNA-DNA-Hybridhelix aus (Nudler et al., 1997 und 1998). Herausgeschleust
aus dem Komplex wird das wachsende Transkript am stromaufwarts gelegenen Ende der
Blase. In dem Male wie die DNA stromabwarts der Transkriptionsblase entwunden wird,
wird sie stromaufwarts vor dem Komplex zusammengewunden. Die Elongation ist ein
diskontinuierlicher Prozess, der durch lange Pausen unterbrochen werden kann (Kassavetis
und Chamberlin, 1981; Artsimovitch et al., 2000). Solche Pausierungen kdnnen durch die
Anwesenheit bestimmter Sekundarstrukturen im Transkript (Haarnadelschleifen) und
bestimmte Effektoren, wie Effektornukleotide (Krohn und Wagner, 1996) oder regulatorische
Proteine (Elongationsfaktoren) beeinflusst werden, die unmittelbar mit der RNAP
interagieren. Als Beispiele seien die Elongationsfaktoren NusA und NusG erwéhnt, die direkt
mit der RNAP interagieren und Pausierungen positiv bzw. negativ beeinflussen (Mason und
Greenblatt, 1991; Zellars und Squires 1999). Wahrend NusG die Transkriptionselongation
stimuliert, verlangsamt NusA diese meist, indem es Pausierungen der RNAP stimuliert
(Ciampi, 2006). Desweiteren spielt NusG, zusammen mit NusA, NusB und Nusk, eine
entscheidende Rolle bei der Assemblierung von Transkriptions-Antiterminationskomplexen
innerhalb von ribosomalen Operons und im Chromosom des Phagen A (Roberts et al., 2008).
Erreicht der Elongationskomplex bestimmte regulatorischne DNA-Sequenzen (Terminatoren),
so wird die Termination der Transkription eingeleitet, die mit einer Dissoziation des RNAP-
Kernenzym von der DNA-Matrize und der Freisetzung des Transkripts einhergeht.

Fur E. coli sind zwei verschiedene Mechanismen der Termination beschrieben
worden: die faktorunabhéngige (intrinsische) und die Rho-abhéngige Termination. Bei der
intrinsischen Termination kommt es zur Ausbildung einer charakteristischen Sekundéarstruktur
innerhalb  des Transkripts. Diese Sekundérstruktur besteht aus einer GC-reichen
Haarnadelschleife, gefolgt von 3-8 Uracilresten. Die Bildung der Haarnadelstruktur fiihrt zu
einer Pausierung der RNAP. Die hinter der Haarnadelschleife gebildete RNA-DNA-
Hybridhelix aus dA.rU-Basenpaaren ist thermodynamisch instabil. Wahrscheinlich beglnstigt
durch die vorhergehende Pause dissoziiert das Transkript von der DNA-Matrize und die
Transkription wird terminiert (Richardson, 1993).

Bei der Rho-abhangigen Termination erfordert die Beendigung der Transkription
einen zusétzlichen Hilfsfaktor, das RNA-Bindeprotein Rho. Bei der faktorabhdngigen
Termination bindet das Rho-Hexamer zundchst an bestimmte C-reiche Sequenzen, den ,,rut-
sites” (,,Rho utiliziation sites®), im Transkript, die weit stromaufwérts vor dem 3"-Ende des
Transkripts lokalisiert sein kénnen. Rho ist eine ATP-getriebene DNA-RNA-Helikase. Mit
seiner ATPase-Aktivitat bewegt sich Rho entlang des Transkripts in 3"-Richtung, bis es auf
die Transkriptionsblase trifft und dort als DNA-RNA-Helikase unter ATP-Hydrolyse die
Auftrennung der RNA-DNA-Hybridhelix herbeifthrt (Ciampi 2006; Jin et al.,, 1992).
Dadurch kommt es zur Dissoziation des Elongationskomplexes und die Transkription wird
terminiert. Wahrend die Termination der Transkription in vitro alleine durch Rho vermittelt
werden kann, ist fur eine effiziente Termination in vivo meist auch die Anwesenheit von
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NusG erforderlich (Ciampi, 2006). Neuere strukturelle Analysen sprechen dafir, dass NusG
mit dem 30S ribosomalen Protein S10 (Nusk) einen Komplex bildet, der Transkription und
Translation eng miteinander koppelt (Burmann et al., 2010). So wurde modelliert, dass NusG,
welches mit seiner N-terminalen Doméne die RNAP kontaktiert, mit seiner C-terminalen
Doméne simultan mit Nusk (S10) im aktiv translatierenden Ribosom interagiert, oder aber
alternativ mit dem Terminationsfaktor Rho wechselwirkt (Burmann et al., 2010). Dies ist eine
schlussige Erklarung dafiir, wie Rho als Polaritatsfaktor zwischen Transkription und
Translation fungiert und warum Rho keine translatierten Transkripte vorzeitig terminieren
kann. Weitere Unterstltzung fur die Existenz eines NusG-NusE-abhéngigen Transkriptions-
Translations-Komplexes kommt von entsprechenden in vivo Daten, die demonstrieren, dass
die Rate der Transkriptionselongation unmittelbar von der Rate der Translation kontrolliert
wird und das Verhéltnis von eingebautem Nukleotid zu eingebauter Aminosédure 3:1 betragt
(Proshkin et al., 2010). Der stimulierende Effekt eines Ribosomes auf die RNAP wird hierbei
offenbar erreicht, indem das spontane ,,Backtracking™ der RNAP durch das translatierende
Ribosom unterdriickt wird (Proshkin et al., 2010). Ein solcher kooperativer Mechanismus
konnte dafir sorgen, dass das Ausmal und die Geschwindigkeit der Transkription stets an die
Bedurfnisse der Translation angepasst werden.

2.1.3 Transkriptionsregulation durch Sigmafaktoren

Der am starksten regulierte Schritt bei der bakteriellen Transkription ist der Initiationsschritt.
Klassische Transkriptionsfaktoren wirken, indem sie die Hé&ufigkeit einer produktiven
Transkriptionsinitiation, oftmals durch Rekrutierung oder sterischer Hinderung der initialen
Bindung des RNAP-Holoenzym, erhéhen oder erniedrigen. Alternative Sigmafaktoren
hingegen redirigieren die RNAP an vollig neue Promotoren und kdnnen so ein an eine
bestimmte Stresssituation angemessenes Genexpressionsprofil herbeifiihnren (Barnard et al.,
2004; Gruber und Gross, 2003; Helmann 2011). Per Definition sind Sigmafaktoren (o-
Faktoren) dissoziierbare Untereinheiten der RNAP, die fur die Promotorerkennung notwendig
sind (Borukhov und Severinov, 2002). Erst die Assoziation eines o-Faktors mit dem RNAP-
Kernenzym (E) fuhrt zur Bildung des Transkriptionsinitiations-kompetenten RNAP-
Holoenzym (Eo). Die Anzahl der Sigmafaktoren innerhalb der Bakterienspezies variiert stark.
Wahrend E.coli Gber insgesamt 7 verschiedene Sigmafaktoren verfiigt, konnen die Genome
andere Spezies, wie Streptomyces coelicolor, fir mehr als 50 verschiedene Sigmafaktoren
kodieren (Gruber und Gross 2003, Kill et al., 2005).

Zu den 7 o-Faktoren in E.coli zihlt der primire vegetative Sigmafaktor RpoD (c°),

der die Transkription der Haushaltsgene wahrend des exponentiellen Wachstums, vor allem
der ribosomalen Gene (ribosomale RNAs und ribosomale Proteine) initiiert (Gross et al.,
1998). Daneben existieren in E.coli 6 verschiedene alternative Sigmafaktoren. So ist der in
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Abbildung 2.2: Struktur-Funktions-Beziehungen bakterieller Sigmafaktoren der o’%-Familie
(verandert, nach Helmann 2011). A, B: Domanen 2 und 4 der Faktoren der o’°-Familie dienen der
Promotorerkennung (siehe auch 2.1.1). Domane 3 dient bei RpoS der Erkennung der ,extended” -10-
Region (siehe 2.3.1.1). Weitere Subdomanen innerhalb der Region 2 sind am Aufschmelzvorgang der
Promotor-DNA bei der offenen Komplexbildung beteiligt. Regionen 2 und 3 sind auf3erdem an der
Bindung des Sigmafaktors an die B -und B -Untereinheiten des RNAP-Kernenzyms beteiligt.

dieser Arbeit untersuchte Sigmafaktor RpoS (6°/ ¢*°) der Masterregulator der generellen

Stressantwort (siehe auch 2.3) (Hengge 2011; Lonetto et al., 1992). Der alternative
Hitzeschock-Sigmafaktor RpoH (c"/c%?) dirigiert die Transkription eines groRen Hitzeschock-
Regulons, das unter anderem fiir Chaperone und Transkriptionsfaktoren kodiert (Grossman et
al., 1984; Guisbert et al., 2008). FliA (c7/6®®) ist der flagellare Sigmafaktor, der die
Expression der spaten Gene fir Flagellen, sowie Chemotaxisgene kontrolliert (Barembruch
und Hengge, 2007; Chilcott und Hughes 2000). RpoE (c5/ %) zahlt zu den sogenannten
ECF-Sigmafaktoren (,extracytoplasmatic function®) und ist fur die Aufrechterhaltung der
Integritat der bakteriellen Zellhille bei periplasmatischem Stress verantwortlich (Alba und
Gross 2004; Lonetto et al., 1994; Hayden und Ades, 2008; Raivio, 2005). Ein weiterer ECF-
Sigmafaktor, Fecl (") kontrolliert die Transkription eines einzigen Operons, des fec-
Operons, das fur Komponenten des Eisencitrat-ABC-Transporter-Aufnahmesystems kodiert
(Braun et al., 2003; Braun und Mahren, 2005). Fecl-aktivierender Stimulus ist dabei die
Anwesenheit von Eisencitrat im extrazelluldren Medium (Brooks und Buchanan 2008). RpoN
(c™/ 6>*) ist in E.coli fiir die Transkription von Genen des Stickstoffhaushalts verantwortlich
und unter Stickstoffmangelbedingungen aktiv (Merrick, 1993).

Bakterielle o-Faktoren lassen sich in zwei strukturell und funktionell voneinander
verschiedene Familien einteilen, in die 6'°-Familie und die 6°*- Familie. Die Mehrheit gehort
der o*-Familie an (Paget und Helmann, 2003; Helmann 2011). Mitglieder dieser Familie
erkennen Promotorelemente, die in konservierten Sequenzelementen in der -35- und -10-
Region relativ zum Transkriptionsstart lokalisiert sind (siehe Abbildung 2.2) (Haugen et al.,
2008). Alle hier beschriebenen Sigmafaktoren in E.coli (RpoD, RpoS, RpoH, FliA, RpoE,
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Fecl), mit Ausnahme von RpoN, gehdren der o'%-Familie an. RpoN entsprechend der o>t

Familie. Mitglieder der o'°-Familie lassen sich entsprechen ihrer primaren Domanenstruktur
weiter in vier verschiedene Gruppen einteilen. Mitglieder der Gruppen 1 und 2 verfligen tber
vier konservierte Domaénen, die ihrerseits in Subdomdnen untergliedert werden (siehe
Abbildung 2.2). Zur Gruppe 1 zahlt der vegetative Sigmafaktor RpoD. RposS ist ein Gruppe 2
Sigmafaktor, der zwar alle 4 Domanen aufweist, aber vor allem aufgrund des Fehlens der
Linker-Regionen zwischen Doméne 1 und 2 stark verkurzt ist (Checroun et al., 2004; sie auch
Abb.4.1). Sigmafaktoren der Gruppe 3, zu denen RpoH und FliA gehodren, weisen zwar alle
zur Promotorerkennung notwendigen Doménen 2 und 4, sowie Doméne 3 auf, allerdings
keine Domane 1. Die ECF Sigmafaktoren RpoE und Fecl der Gruppe 4 enthalten
ausschlieflich die zur Promotorerkennung minimalen Doménen 2 und 4. Sigmafaktoren der
weitaus kleineren ¢>*- Familie hingegen erkennen Sequenzmodule, die bei -24 und bei -12
relativ zum Transkriptionsstart lokalisiert sind (Wigneshweraraj et al., 2008; Helmann, 2011).
Auch die Bildung des offenen RNAP-Promotorkomplexes verlauft hier nach einem
grundlegend anderen Mechanismus. So benétigt das Ec™*-Holoenzym ein ATP-abhéngiges
Aktivatorprotein, um die Promotor-DNA aufzuschmelzen (Rappas et al., 2007). In ihrer
Aktivitat reguliert werden bakterielle Sigmafaktoren haufig durch Antisigmafaktoren, indem
die Antisigmafaktoren die Aktivitat der Sigmafaktoren, durch Sequestrierung der letzteren,
negativ regulieren. Diese Sequestrierung ist reversibel und kann situationsspezifisch
aufgehoben werden (Helmann, 2011).

2.2 Regulation durch kleine nichtkodierende
regulatorische RNAs (sRNAs)

Bakterien verfiigen tber ein breites Spektrum an Mechanismen, um ihre Genexpression den
sich &ndernden Bedingungen in ihrer Umwelt anzupassen. Ein groRRer Teil dieser Regulation
findet auf Ebene der Transkriptionsinitiation durch ,klassische® Transkriptionsfaktoren statt.
Doch hat sich vor allem im letzten Jahrzehnt zunehmend herauskristallisiert, dass kleine
nichtkodierende regulatorische RNAs (SRNAs) eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Stressantworten auf posttranskriptionaler Ebene einnehmen (Gottesman 2011).

Die Entdeckung neuer kleiner nichtkodierender RNAs allein durch klassische
genetische Methoden gestaltet sich im Allgemeinen sehr schwierig, da sie durch ihre geringe
Grolle durch eine ungerichtete (Transposon-) Mutagenese selten getroffen werden.
Fortschritte bei der Suche nach neuen sSRNAs brachten zundchst bioinformatische Methoden
(zusammengefasst in einem Review von Livny und Waldor, 2007). Hierbei wurden die
intergenischen Regionen (IGRs), in denen sRNAs lokalisiert sind, nach ihrer Konservierung
zwischen verschiedenen Enterobakterien, sowie nach dem Vorhandensein von Promotoren
und die fur sRNAs typischen intrinsischen Transkriptionsterminatoren hin untersucht
(Argaman et al., 2001; Wassarman et al., 2001; Chen et al., 2002). Methodische Fortschritte



Einleitung

fiihren seit einigen Jahren dazu, dass die computergestitzten Suchmethoden immer mehr von
experimentellen Methoden abgeldst werden. So haben Tiling Array-Analysen (Mikroarrays,
die das gesamte Genom abdecken, auch die IGRs), sowie Hochdurchsatz-
Sequenzierungsmethoden (Pyrosequenzierung) mit dem sRNA-Bindeprotein Hfq (siehe 2.2.2)
co-immunoprézipitierter RNA zur Entdeckung einer Vielzahl neuer SRNAs gefiihrt (Sharma
und Vogel, 2009; MacLean et al., 2009; Wang et al., 2009; Sittka et al., 2008; Zhang et al.,
2003). Fur E.coli sind derzeit Gber 80 verschiedene SRNAs beschrieben worden.

Kleine nichtkodierende RNAs (,,small noncoding RNAs*“, sSRNAs) sind RNAs mit
einer Lange zwischen 50 und 500 Nukleotiden, die weitverbreitet in verschiedenen
Bakterienspezies als Regulatoren der Genexpression fungieren (Reviews: Brantl, 2009;
Gottesman, 2005; Gottesman 2011; Gottesman und Storz, 2010; Waters und Storz 2009). Sie
enthalten bis auf ganz wenige Ausnahmen keinen offenen Leserahmen (ORF), daher die
Bezeichnung ,,nichtkodierend”. Eine Gruppe von SRNAs entfalten ihre regulatorische
Wirkung, indem sie mit ihrer Ziel-mRNA Basenpaarungen eingehen und deren Translation
und/oder mRNA Stabilitdt Gberwiegend negativ, in einigen Fallen aber auch positiv
regulieren. Eine andere Gruppe von sRNAs fungieren als meist negative Modulatoren der
Aktivitdt von Proteinen, indem sie die Sekundéarstrukturen von deren ,,Substrat“-
Nukleinsdauren imitieren.

Dartiber hinaus existieren mit den Riboswitches und RNA-Thermosensoren weitere
cis regulatotische RNAs, die in der 5°- untranslatierten Region (5-UTR) lokalisiert Teil der
mMRNA sind, die sie regulieren (Reviews: Grundy und Herkin, 2006; Narberhaus et al., 2006).
Solche RNA-Elemente kdnnen als Antwort auf Signale in ihrer Umwelt, zum Beispiel durch
Bindung bestimmter metabolischer Liganden (Flavinmononukleotide, Purine, S-
Adenosylmethionin, Lysin, etc.) und second Messenger-Nukleotide wie cyclo-di-GMP
(Sudarsan et al., 2008; Hengge, 2010a; Lee et al., 2010) sowie durch erhdhte Temperatur,
alternative Konformationen bzw. Sekundéarstrukturen einnehmen und sowohl Transkription,
als auch Translation zumeist reprimieren (Nudler und Mironov, 2004). Nur wenige
Riboswitches sind bisher beschrieben worden, die die Genexpression aktivieren.

Eine einzigartige neue Klasse regulatorischer RNAs préasentieren die kirzlich
entdeckten CRISPR RNAs (,.clustered regularly interspaced short palindromic repeats*
RNAs). Diese RNAs enthalten kurze Regionen mit Homologie zu Bakteriophagen- und
Plasmidsequenzen und représentieren eine Art Immunsystem, das gegen das Eindringen von
fremdem  genetischem  Material  gerichtet ist  (Bakteriophageninfektion  und
Plasmidkonjugation). Das CRISPR-System weist Parallelen zur Maschinerie der
eukaryotischen RNA-Interferenz auf (Sorek et al., 2008; van der Oost et al., 2009; Karginov
und Hannon, 2010).
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Eine weitere Klasse von regulatorischen RNAs sind solche mit ,,Housekeeping*-
Funktionen, wie der 4.5S RNA-Komponente des Signal-Erkennungspartikels (SRP) bei der
Zielsteuerung von Proteinen, RNase P RNA, ein Ribozym, das die Prozessierung von tRNAs
und anderer RNAs vermittelt und die tmRNA, eine Hybrid-RNA aus tRNA und mRNA,
welche unvollstandig translatierte Proteine fir den Abbau markiert (Holbrook, 2008;
Kazantsev und Pace 2006; Moore und Sauer 2007).

2.2.1 cis-kodierte (Antisense) sRNAs

Cis-kodierte sRNAs (auch antisense RNAs genannt) verfligen Uber eine komplette
Komplementaritat mit ihrer zu basenpaarenden Ziel-RNA, da sie auf dem zur Ziel-mRNA
gegeniberliegenden Strand kodiert sind (Brantl, 2007; Wagner et al., 2002). Sie kénnen
sowohl auf mobilen genetischen Elementen (Bakteriophagen, Plasmide und Transposons), als
auch auf dem bakteriellen Chromosom lokalisiert sein. Jene ,,antisense’ RNAs, die auf
Plasmiden kodiert sind, dienen haufig der Kontrolle derer Kopienzahl. Ein Beispiel hierfur ist
die 108 Nukleotide lange cis SRNA RNA I, welche die Kopienzahl von ColE1 Plasmiden
negativ kontrolliert. Indem RNAI mit derjenigen RNA basenpaart (RNA II), die zum
Replikationsprimer prozessiert wird, bleibt die  Prozessierung der letzteren zum
funktionsfahigen Replikationsprimer aus (Stougaard et al., 1981; Tomizawa et al., 1981). In
Bakteriophagen sind cis RNAs am Wechsel von Isyogenem und lytischem Zyklus involviert,
In Transposons kontrollieren sie deren Transpositionshdufigkeit. Die weitverbreitetste
Funktion bakterieller cis RNAs ist die Reprimierung der Expression von potenziell toxischen
Proteinen, indem sie die Translation der Toxin-kodierenden mRNAs blockieren, was h&aufig
mit der Degradation der Ziel-mRNAs einhergeht (Gerdes und Wagner 2007; Fozo et al.,
2008). So inhibiert die chromosomenkodierte Antitoxin cis SRNA SymR aus E.coli die
Translation der SOS-induzierten mRNA fiir das Endonukleasetoxin SymE, einhergend mit
dem Abbau der mRNA (Kawano et al., 2007). Andere cis SRNAs regulieren die
Prozessierung ihrer Ziel-mRNAs. Ein Beispiel hierfiir ist die chromosomenkodierte
Stationdrphasen-induzierte SRNA GadY, die auf dem gegentiberliegenden Strang der gadX-
gadW mRNA lokalisiert ist. GadX und GadW sind Transkriptionsregulatoren der
Saurestressantwort (siehe 2.3.1.3). Die Basenpaarung von GadY an die gadX 3"-UTR fuhrt
zur RNase Ill-abhdngigen Prozessierung der polycistronischen gadXW mRNA, einhergehend
mit der Stabilisierung der gadX mRNA und der Akkumulation von GadX Protein (Opdyke et
al., 2004 und 2011; Tramonti et al., 2008).

2.2.2 trans-kodierte sRNAs

Das Gros der bakteriellen sRNAs, das als Antwort auf bestimmte Stressbedingungen
exprimiert wird und mit ihren Ziel-mRNAs Basenpaarungen eingehen sind in trans agierende
SRNAs. Anders als ihre cis-kodierten Pendants sind in trans-kodierte SRNAs an anderen
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Genloki als ihre Ziel-mRNAs kodiert und verfligen daher nur (ber eine begrenzte
Komplementaritat zu diesen. Daraus ergibt sich, dass eine in trans-kodierte SRNA oft mit
mehreren Ziel-mRNAs Basenpaarungen eingehen und diese regulieren kann (Gottesman
2005; Prévost et al., 2007). Die potenzielle Paarungsregion einer SRNAs mit ihrer mRNA
umfasst typischerweise 10-25 Nukleotide, wobei 6-8 Basenpaarung mindestens
zusammenhangend sein sollten (Waters und Storz, 2009; Gottesman und Storz 2010). Trans-
kodierte SRNAs werden im Allgemeinen als eigene Einheiten transkribiert und weisen eine
typische Lange von etwa 100 Nukleotiden auf. Tatsachlich sind bislang keine 3D-Strukturen
bakterieller SRNAs, mit Ausnahme einiger Riboswitches, aufgeklart worden. Trans sRNAs
konnen verschiedene Sekundarstrukturen annehmen, die aus Haarnadelschleifen (Stem-Loop-
Bereiche) bestehen, welche von einzelstrangigen Bereichen unterbrochen sind (siehe
Abbildung 2.3 B) (Lease und Belfort, 2000; Altuvia et al., 1997; Geissmann und Touati,
2004). Der weitaus grofite Teil aller trans SRNAs reprimieren ihre Ziel-mRNAs, indem sie
deren Translation blockieren und/oder deren Abbau stimulieren. Aber auch einige Beispiele
positiver SRNA-vermittelter Regulation sind beschrieben worden (siehe 2.2.2.1 und 2.2.2.2).
In ihrer Funktionsweise dhneln bakterielle SRNAs den eukaryotischen Mikro-RNAs (miRNAS
und siRNAs), unterliegen aber, im Gegensatz zu diesen (bis auf einzelne Ausnahmen) keiner
Prozessierung.

Ein weiterer Unterschied zu cis-kodierten sRNAs, die oft konstitutiv exprimiert
werden, ist, dass nahezu alle trans agierenden sRNAs unter spezifischen Stress- und
Wachstumsbedingungen  exprimiert werden und unter der Kontrolle globaler
Transkriptionsfaktoren stehen. Die Gene einiger dieser SRNAs sind direkt den Genen der
Regulatoren, durch die sie kontrolliert werden, benachbart (die E.coli SRNAs OxyS, GcvB
und SgrS). In E.coli werden sRNAs unter Eisenmangel (Derepression von Fur-reprimierter
SRNA RhyB), oxidativem Stress (OxyR-aktiviertes OxyS), periplasmatischem Stress (c°-
induziertes MicA und RybB), erhdhte Glycinkonzentrationen (GcvA-aktiviertes GcevB),
Anderungen der Glucosekonzentration (CRP-reprimiertes SpoT42 und CRP-aktiviertes CyaR)
und erhéhte Glucose-6-Phosphat-Mengen (SgrR-aktiviertes SgrS) induziert.

SRNAs in trans bendtigen aufgrund ihrer limitierten Komplementaritat zur Austibung
ihrer Funktion das RNA-Chaperon Hfg (Franze de Fernandez et al., 1968; Muffler et al.,
1996a und 1997b; Tsui et al., 1994; Valentin-Hansen et al., 2004). Hfq ist ein hexameres,
ringformiges RNA-Bindeprotein, bestehend aus 102 Aminoséuren (11.2 kDa) in E.coli und
mit 50000 bis 60000 Molekilen pro Zelle (etwa 10000 Hexameren) eines der abundantesten
Proteine Uberhaupt. Hfg ist homolog zu eukaryotischen Sm und Sm-ahnlichen Proteinen, die
unter anderem in SpleiBen und Abbau von mRNA involviert sind. Strukturelle und
funktionelle Studien zum Mechanismus von Hfq sind immer noch nicht komplett und zudem
nur fir eine sehr begrenzte Zahl von SRNA/MRNA Paaren durchgefiihrt worden. Hfq bindet
sowohl eine SRNA, als auch ihre regulierte mRNA in AU-reichen einzelstrdngigen Regionen
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und stimuliert deren Basenpaarung in vitro (Mgller et al.,, 2002; Zhang et al., 2002;
Kawamoto et al., 2006; Soper und Woodson, 2008; Updegrove et al., 2008). Mdglicherweise
remoduliert Hfq aktiv die Sekundarstrukturen der gebundenen RNAs, bringt sie zusammen
und erhoht dadurch deren lokale Konzentration. Verschiedene Untersuchungen deuten zudem
daraufhin, dass sowohl die proximale, als auch die distale Seite der Hfg-Ringpore an die
RNAs binden (Schumacher et al., 2002; Mikulecky et al., 2004; Sun und Wartell, 2006; Link
et al., 2009). Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass Hfq mit Ribosomen und RNase E,
der primdren degradativen Endonuklease in E.coli (siehe 2.3.2.2), interagiert (Moria et al.,
2005). Die meisten E.coli sSRNAs werden in einer hfg Mutante destabilisiert, da Hfq
wahrscheinlich die SRNAs in Abwesenheit ihrer Ziel-mRNAs vor dem Abbau schitzt. Hfg
und RNase E erkennen &hnliche AU-reiche einzelstrangige Sequenzen (Gottesman und Storz,
2010). Ist die SRNA-mRNA Basenpaarung erst einmal vollzogen, unterliegen sowohl sRNA,
als auch die mRNA meist der RNase E-abhangigen Degradation (Gottesman und Storz,
2010). Auch RNase Ill-abhédngige Mechanismen sind beschrieben worden (Afonyushkin et
al., 2005; Resch et al., 2008). In vivo lasst sich beobachten, dass in Hfg-defizienten E.coli
Zellen sRNAs ihre Ziel-mRNAs nicht mehr regulieren. Tatséchlich co-immunoprazipitieren
alle bisher bekannten trans-kodierten SRNAs mit Hfq in vivo. Das Nutzen dieser Eigenschaft
hat sich bei der Identifizierung neuer sRNAs in E.coli (Zhang et al., 2003) und anderer
Bakterien wie Salmonella typhimurium (Sittka et al., 2008) als sehr erfolgreich erwiesen.
Anders als in E. coli ben6tigen einige trans agierende SRNAs in Gram-positiven Bakterien
wie Staphylococcus aureus und Bacillus subtilis, aber auch das Gram-negative Bakterium
Helicobacter pylori kein Hfg bzw. verfligen tber kein Hfg fir die Regulation ihrer Ziel-
MRNAS, ein Hinweis auf andere zu Grunde liegende Mechanismen (Huntzinger et al., 2005;
Boisset et al., 2007; Sharma et al., 2010).

2.2.2.1 Translationale Repression durch trans-kodierte sRNAs

Im Allgemeinen binden negativ-regulierende trans-kodierte SRNAs an die 5°-UTR ihrer Ziel-
MRNA und maskieren die Ribosomenbindestelle (RBS), bestehend aus Shine-Dalgarno-
Sequenz und Start-AUG, wodurch die mRNA unzuganglich fur die Translationsmaschinerie
wird und deren Translation inhibiert wird. Der damit einhergehende RNase E-abhangige
Abbau der mMRNA (Massé et al., 2003; Morita et al., 2005) kann als eine indirekte (sekundare)
Folge der ausbleibenden Translation angesehen werden. Die Bindung von Ribosomen und die
Translation werden als fir eine mRNA stabilisierende Faktoren angesehen (Deana und
Belasco, 2005; Dreyfus, 2009). Die meisten SRNAs, die unter periplasmatischem Stress die
Synthese von Porinen (Omp-Proteinen) inhibieren, nutzen diesen Mechanismus,
wahrscheinlich ebenso die SRNA/mMRNA-Paare DsrA/hns, OxyS/fhlA, RhyB/sodB,
SpoT42/galK und SgrS/ptsG (Gottesman und Storz, 2010). Andere Untersuchungen haben
allerdings gezeigt, dass eine Blockierung der Translation auch erreicht werden kann, wenn die
SRNA weit stromauf- oder abwarts der RBS bindet. So binden die SRNAs GcvB und RhyB
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bei einigen ihrer diversen Ziel-mRNAs weit (bis zu 50 Nukleotiden und mehr) stromaufwaérts
des AUG-Startcodons (Sharma et al., 2007; Vecerek et al., 2007). Fir die SRNA RybB in
Salmonella konnte nachgewiesen werden, dass die translationale Blockierung der ompN
MRNA auch dann stattfindet, wenn die Paarungsregion bis in das funfte Codon des ORF
reicht (Bouvier et al., 2008). Die Basenpaarung zwischen der Salmonella SRNA MicC und
der ompD mRNA findet sogar ausschlieBlich in der kodierenden Region im Bereich der
Codons 23-26 statt und fuhrt zum RNase E-vermittelten Abbau der mRNA, ohne die Bindung
der Ribosomen und die Translationsinitiation zu inhibieren (Pfeiffer et al., 2009). Die unter
oxidativem Stress OxyR-induzierte SRNA OxyS (Altuvia et al., 1997) inhibiert die rpoS
Translation indirekt, moéglicherweise indem sie Hfq austitriert (Zhang et al., 1998). In einem
Ansatz mit einer Vektor-basierten SRNA-Bibliothek konnte in jungerer Zeit mit DicF ein
moglicher neuer negativer SRNA-Regulator der rpoS Expression identifiziert werden (Mandin
und Gottesman, 2010).

2.2.2.2 Translationale Aktivierung durch trans-kodierte sRNAs: die
prototypische rpoS mRNA

Typische von trans-kodierten SRNAs positiv regulierte Ziel-mRNAs bilden in ihrer 5°-UTR
eine translationsinkompetente Sekundarstruktur (Haarnadelschleife) aus, in der die RBS
sequestriert wird und unzugénglich fir die Translationsmaschinerie ist. Die SRNAs aktivieren
ihre Ziel-mRNAs Uber einen anti-antisense Mechanismus, indem sie durch Bindung diese
inhibitorische Sekundérstruktur aufschmelzen, wodurch die mRNA zugénglich flr die
Ribosomen und deren Translation stimuliert wird (siehe Abbildung 2.3) (Prévost et al., 2007;
Urban und Vogel, 2008; Review: Frohlich und Vogel, 2009). Die translationale Aktivierung
einer MRNA durch kleine sSRNAs soll im Folgenden exemplarisch anhand der rpoS mRNA,
als Prototyp einer aktivierten mRNA, detaillierter beschrieben werden. RpoS (c°) ist der
Masterregulator der allgemeinen Stressantwort in Gram-negativen Bakterien (siehe 2.3) und
die Regulation seiner Transkription und Translation Gegenstand dieser Arbeit.

Die mit 567 Nukleotiden (Nt) aufRergewohnlich lange rpoS 5-UTR (Lange et al.,
1995) faltet sich in eine etwa 100 Nt lange translationsinkompetente Haarnadelschleife, die
die RBS intramolekular sequestriert (Brown und Elliott, 1997). Bisher sind drei verschiedene
in trans agierende SRNAs identifiziert worden, die mit der gleichen Region in der rpoS
MRNA etwa 100 Nt stromaufwaérts der RBS innerhalb der 5"-UTR Basenpaarungen eingehen
(siehe Abb. 2.3) und die rpoS Translation durch Aufschmelzen dieser Sekundéarstrukur
stimulieren: DsrA, RprA und ArcZ (Lease et al., 1998; Sledjeski et al., 1996; Majdalani et
al., 1998, 2001 und 2002; Mandin und Gottesman 2010).

Die 87 Nt grolRe SRNA DsrA (deren Transkription bei niedrigen Temperaturen selbst
induziert wird) stimuliert die RpoS Expression bei niedrigen Temperaturen (Sledjeski et al.,
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1996). RprA (105 Nt) steht unter der Kontrolle des RcsC/D/B-Phosphorelay-Systems
(Majdalani et al., 2002), das als Antwort auf Zelloberflachenstress aktiviert wird (Majdalani
und Gottesman, 2005). RprA akkumuliert mit zunehmender Zelldichte und erreicht ein
Maximum in der stationdren Phase (Argaman et al., 2001; Wassarman et al., 2001; Majdalani
et al., 2002). Zudem konnte gezeigt werden, dass die osmotische Induktion von RpoS in
Abwesenheit von DsrA zum Teil von RprA abhéngig ist (Majdalani et al., 2001). In jungerer
Zeit konnte mit ArcZ eine weitere rpoS aktivierende sSRNA identifiziert werden (Mandin und
Gottesman, 2010). ArcZ ist konvergent und Uberlappend mit dem Gen fiir die Sensorkinase
ArcB lokalisiert (Papenfort et al.,, 2009). Seine Expression wird vom ArcB/ArcA-
Zweikomponenten-System unter anaeroben Bedingungen reprimiert, moglicherweise durch
eine direkte Repression der arcZ Transkription durch Bindung des aktivierten
(phosphorylierten) ArcA-Responseregulator an den arcZ Promotor (Mandin und Gottesman,
2010).

Das Arc-System (,,aerobic respiration control®) ist an der Umprogrammierung des
aeroben zum anaeroben Metabolismus beteiligt und nimmt Anderungen der
Redoxbedingungen wéhrend des Zellwachstums wahr (Malpica et al., 2006). Neben der rpoS
Translation kontrolliert das aktivierte ArcB/ArcA-System zwei weitere Ebenen der rpoS
Expression negativ, ndmlich die Transkription und die Stabilitat des RpoS-Proteins (Mika und
Hengge, 2005) (siehe 2.3.2.1 und 2.3.2.4). ArcZ akkumuliert in der stationdren Phase
(Mandin und Gottesman, 2010) und unterliegt einer Hfg-abhangigen Prozessierung (Soper et
al. 2010). Nur Vollangen-ArcZ (121 Nt) scheint Hfg spezifisch zu binden, aber lediglich die
56 Nt lange prozessierte Form représentiert die aktive Form, die rpoS mRNA bindet und
reguliert (Soper et al., 2010).
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In Ubereinstimmung mit der Abhangigkeit der rpoS Translation von Hfq in vivo
(Brown und Elliott, 1996; Muffler et al., 1996a) binden alle drei rpoS aktivierende SRNAS an
Hfq in vitro (Updegrove et al., 2008; Soper und Woodson, 2008; Soper et al., 2010). Die
Interaktion der rpoS mRNA mit ihren aktivierenden sSRNAs ist sowohl in vitro (gezeigt fir
DsrA: Soper und Woodson 2008), als auch in vivo (Soper et al., 2010) abhéngig von zwei
verschiedenen einzelstrdngigen Hfg-Bindestellen in der rpoS 5°-UTR: einem Ag-Element
etwa 150 Nukleotide und einem repetitiven (AAN);-Element etwa 200 Nukleotide
stromaufwarts des AUG-Startcodons, wobei das (AAN)4-Element offenbar relevanter ist.
Hierbei scheint Hfg eher die rpoS mRNA+sRNA Komplexe zu stabilisieren, als die Kinetik
der Bildung der rpoS mRNA+sRNA Komplexe zu beeinflussen (Lease und Woodson, 2004;
Soper und Woodson, 2008; Soper et al., 2010). Desweiteren konnte in anderen Studien
gezeigt werden, dass Hfg DsrA und die rpoS mRNA an zwei verschiedenen
Interaktionsoberflachen  kontaktiert (Mikulecky et al., 2004) wund selbst keine
Sekundarstrukturanderungen sowohl in DsrA, als auch im rpoS Transkript induziert (Brescia
et al., 2003; Lease und Woodson, 2004). Zudem wird der rpoSeDsrA Duplex nach seiner
Bildung durch die doppelstrangspezifische Endonuklease RNase 11l abgebaut (Resch et al.,
2008). Ein Vorgang, der an den RNase E-abhangigen gekoppelten Abbau negativ-regulierter
MRNAs und ihrer SRNASs erinnert (Massé et al., 2003). Weiterhin scheint die DsrA-abhéngige
Aktivierung der rpoS mRNA Translation bei niedrigen Temperaturen neben Hfg auch von der
DEAD-box Helikase CsdA abhangig zu sein (Resch et al., 2010).

Daneben existieren in E. coli noch weitere Ziel-mRNAs, die mittels trans-kodierter
SRNAs in einem analogen Mechanismus wie die rpoS mRNA, aktiviert werden. Dazu z&hlt
zum einen die SRNA GImZ (207 Nt). GImZ aktiviert selektiv die Translation der gimS mRNA
innerhalb der dicistronischen glmUS mRNA (diskoordinierte Operonexpression) uber einen
anti-antisense Mechanismus, einhergehend mit einer starken Stabilisierung der gimS mRNA
(Kalamorz et al., 2007; Urban und VVogel 2008). Die gimS mRNA kodiert die Glucosamin-6-
Phosphat-Synthase, welche die alternative Synthese von Glucosamin-6-Phosphat aus Fructose
und Glutamin vermittelt und aktiviert wird, wenn keine externen Aminozucker verfligbar
sind. Die Aktivierung von GImS durch GImZ ist strikt von der kleinen, zu GImZ sowohl
strukturell als auch sequenziell sehr &hnlichen SRNA GImY abhéngig. GImY verflgt nicht
uber die gImS mRNA Paarungsregion und antagonisiert die Inaktivierung von GImZ durch
Prozessierung, indem es wahrscheinlich als molekularer Mimikry an der GImZ-Prozessierung
beteiligte Faktoren von GImZ wegtitriert (Reichenbach et al., 2008; Urban et al., 2007). Die
unter Eisenmangel induzierte SRNA RhyB, die meist als negativer Regulator von Ziel-
MRNAs fungiert, die nichtessentielle Eisenproteine kodieren, aktiviert die Translation der
shiA mRNA ebenfalls iber einen anti-antisense Mechanismus (Massé et al., 2005; Prévost et
al., 2007). ShiA kodiert die Shikimat-Permease, welche an der Siderophorsynthese zur
intrazellularen Akkumulation von Eisen aus der Umgebung involviert ist.
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2.2.2.3 Weitere physiologische Funktionen trans kodierter sRNAs

Das prominenteste Ziel trans kodierter SRNAs sind eindeutige jene Transkripte, die Porine in
der AuBenmembran Kkodieren. In E. coli und Salmonella werden alle wichtigen
AuRenmembranproteine durch eine oder mehrere SRNAs heruntereguliert (Reviews: Guillier
et al., 2006; Vogel und Papenfort 2006). Dazu zahlen neben den in 2.2.2.1 erwdhnten SRNAs
unter anderem OmrA und OmrB, sowie MicA. OmrA und OmrB werden als zwei separate
benachbarte Einheiten transkribiert. Sowohl die Expression von OmrA (88 Nt), als auch die
von OmrB (82 Nt) steht unter der Kontrolle des EnvZ/OmpR-Zweikomponentensystems und
wird dementsprechend unter Osmostressbedingungen exprimiert (OmrAB fiir ,,OmpR
regulated SRNAs A and B*) (Guillier und Gottesmann 2006). Beide RNAs binden Hfq
(Wassarman et al., 2001; Zhang et al., 2003). Mit ihren konservierten 5 -Enden (Guillier und
Gottesman, 2008) binden sie eine Reihe von gemeinsamen Ziel-mRNAs, darunter cirA, fecA
und fepA, die flr Kanale fur den Durchtritt von Eisen-Siderophor-Komplexen durch die
AuBenmembran kodieren. Ein weiteres Ziel-Transkript, ompT kodiert eine AulRenmembran-
Protease (Guillier und Gottesman 2006). Daruber hinaus inhibieren sie durch direkte
Basenpaarung ihren eigenen Regulator, den Responseregulator OmpR, wodurch ein negativer
Feedback-Loop konstituiert wird (Guillier und Gottesman, 2008). Die Transkription der
Porin-reprimierenden sRNAs MicA und RybB erfolgt durch die o--haltige RNAP (Ec®) und
ist somit Teil des RpoE-Regulons (Johansen et al., 2006; Papenfort et al., 2006; Thompson et
al., 2007; Udekwu et al., 2005; Udekwu und Wagner 2007). Eine weitere Gruppe von SRNAs
(siehe Tabelle 2.1) ist an der Umgestaltung des Metabolismus als Antwort auf sich andernde
Umweltbedingungen beteiligt. VVor allem der Eisen- (RhyB) und Kohlenhydratstoffwechsel
(GImY, GImZ, SgrS und Spot42) aber auch der Wechsel von aeroben zu anaeroben
Wachstumsbedingungen (FNR-regulierte SRNA FnrS) sind hiervon betroffen. Eine andere
Gruppe von sRNAs regulieren die Synthese von globalen Transkriptionsfaktoren (RpoS,
OmpR).

2.2.3 Proteinaktivitats-modulierende sRNAs

Neben den basenpaarenden sRNAs existieren in E. coli und anderen Bakterien verschiedene
sRNAs, die an Proteine binden und deren Aktivitdt modulieren. Dabei inhibieren sie die
Aktivitat der Zielproteine, indem sie die Strukturen von deren ,,Substrat“-Nukleinsauren
imitieren (molekulare Mimikry) und beeinflussen dadurch Vorgénge wie Transkription,
Translation und Prozessierung. Die prominentesten Beispiele hierfur sind die (i) 6S RNA,
die an die RNAP bindet und diese sequestriert und die (ii) CsrB-Famile von sSRNAs (CsrB
und CsrC), die an das translationale Regulatorprotein CsrA binden und dieses von seinen
Ziel-mRNAs wegtitriert.
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2.2.3.1 6S RNA

Die etwa 180 Nukleotide lange 6S RNA aus E. coli weist eine charakteristische
Sekundarstruktur auf, bestehend aus einer doppelstrangigen Haarnadelschleife mit einer
zentralen einzelstrangigen Loop-Region, welche die DNA in einem offenen RNAP-Promotor-
Komplex imitiert. Die 6S RNA bindet in vitro bevorzugt an das RpoD-haltige (Ec™), nicht
aber an das RpoS-haltige (Es”) RNAP-Holoenzym (Wassarman und Storz, 2000; Trotochaud
und Wassarman, 2005; Review: Wassarman 2007). 6S RNA Mengen akkumulieren in der
stationdren Phase (Barrick et al., 2005), was eine Inhibition der Transkription von Genen
einiger Ec'°-abhangiger Promotoren und die Stimulation der Expression einiger Gene von
Ec°-abhangigen Promotoren zur Folge hat (Sigmafaktorkompetition zugunsten von RpoS)
(Trotochaud und Wassarman, 2004 und 2005). In vivo inhibiert die 6S RNA vor allem solche
Promotoren, die eine degenerierte -35-Region aufweisen (Cavanagh et al., 2008). In die
Interaktion der 6S RNA mit der RNAP ist die Region 4.2 innerhalb von RpoD involviert. Das
ist die gleiche Region, die fur die Erkennung des -35-Elements notwendig ist (Cavanagh et
al., 2008). Auch wenn andere Aminosauren in die Interaktion mit der Promotor-DNA und der
6S RNA verwickelt zu sein scheinen (Klocko und Wassarman, 2009). Interessanterweise
fungiert die 6S RNA sowohl in vitro als auch in vivo als Template flr die Transkription von
14-22 Nt langen RNAs, den sogenannten pRNAs, vor allem beim Herauswachsen der Zellen
aus der stationdren in die exponentielle Phase bei einem verbesserten Nahrungsangebot
(Wassarman und Saecker 2006; Gildehaus et al., 2007). Mdglicherweise dient diese
Transkription der Freisetzung des 6S-RNA sequestrierten Ec'’-Holoenzyms, das dann wieder
fiir die vegetative Genexpression zur Verfligung steht. Im Anschluss daran wird die 6S RNA
abgebaut (Wurm et al., 2010).

2.2.3.2 CsrB und CsrC sRNAs

Die E. coli sSRNAs CsrB (366 Nt) und CsrC (245 Nt) inhibieren die Aktivitat des kleinen
homodimeren RNA-Bindeproteins CsrA (csr: ,,carbon storage regulation®), indem sie CSrA
sequestrieren und dieses von seinen Bindestellen in Ziel-mRNAs wegtitrieren (Babizke et al.,
2007 und 2009). CsrA ist ein Repressor von Stationarphasenprozessen wie Gluconeogenese,
Glycogenbiosynthese und Biofilmbildung und ein Aktivator von Glykolyse und Motilitét
(Gottesman und Storz, 2010). CsrA bindet an GGA-Motive in der 5"-UTR von Ziel-mRNAs
und beeinflusst dadurch sowohl die Ribosomenbindung und damit die Translation, als auch
die Stabilitdt der mRNA meist negativ. Ein Beispiel hierfur ist die glgC mRNA, die fiir die
Glucose-1-Phosphat-Adenyltransferase kodiert (Baker et al., 2002), welche den ersten Schritt
der Glycogenbiosynthese katalysiert. Auch die pgaA mRNA, die fur die Polysaccharid-
Adhesin Biosynthese fur die Biofilmbildung verantwortlich ist, wird von CsrA reprimiert
(Wang et al., 2005), ebenso die hfqg mRNA (Baker et al., 2007). Ein Beispiel positiver
posttranskriptionaler Regulation durch CsrA reprasentiert die flnDC mRNA, die fir den
Masterregulator der Flagellensynthese kodiert und durch CsrA-Bindung stabilisiert wird,
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wobei die zugrundeliegenden Mechanismen noch ungeklért sind (Wei et al., 2001). Reguliert
wird CsrA durch die kleinen RNAs CsrB und CsrC (Liu et al., 1997; Weilbacher et al., 2003).
Sie wirken der Aktivitat von CsrA entgegen, indem sie es mit ihren vielen GGA-Motiven in
deren einzelstrangigen Loop-Bereichen binden und von den Ziel-mRNAs wegtitrieren. Die
CsrB und CsrC Transkription wird durch das BarA-UvrY Zweikomponentensystem unter
Néahrstoffmangelbedingungen stimuliert (Suzuki et al., 2002). Aber auch die Stabilitat der
beiden SRNAs unterliegt der spezifischen Regulation durch das Protein CsrD. CsrD rekrutiert
die Endonuklease RNase E, was zur Degradation beider sSRNA fuhrt (Suzuki et al., 2006).
Das Csr-system ist weitverbreitet und findet sich sowohl bei Gram-positiven, als auch bei
Gram-negativen Vertretern. CsrB und CsrC Homologe inhibieren die Aktivitat von CsrA
Homologen unter anderem in Bakterien der Gattungen Salmonella, Erwinia, Pseudomonas
und Vibrio, wo sie Prozesse wie Quorum Sensing und Virulenz beeinflussen (Lapouge et al.,
2008; Lucchetti-Miganeh et al., 2008).

2.3 RpoS- der Masterregulator der generellen
Stressantwort in E. coli

In ihren  natirlichen  Habitaten sind  Bakterien  gewohnlich  suboptimalen
Wachstumsbedingungen wie Nahrungslimitation und anderen diversen Stressstimuli
ausgesetzt. Ein Grof3teil der Ressourcen muss daher fiir die Aufrechterhaltung der Integritét
und das Uberleben aufgebracht werden. RpoS als Masterregulator der generellen
Stressantwort in E. coli und verwandten Gram-negativen Bakterien gewdhrleistet das
Uberleben unter Stressbedingungen (Review: Hengge, 2011).

Anders als hochspezifische Stressantworten, die mit der Elimination des eigentlichen
Stressagenzes und der Reparatur von bereits eingetretenem Schaden einhergehen, ist die
RpoS-abhéngige generelle Stressantwort préventiv darauf ausgerichtet, Schaden zu
verhindern. (Hengge-Aronis, 2000). Hierbei werden Zellen, die einen Stress erfahren haben
gleichzeitig auch resistent gegenuber einem anderen nicht erfahrenen Stress (,,cross-
protection®) (Jenkins et al., 1988 und 1990; Lange und Hengge-Aronis 1991a; McCann et al.,
1991). Weiterhin ist RpoS auch der Masterregulator der stationdre Wachstumsphasen-
Genexpression (Lange und Hengge-Aronis, 1991b). In E. coli stehen etwa 10% aller Gene
(mehr als 500 Gene) unter direkter oder indirekter Kontrolle der RpoS-haltigen RNAP (Ec®)
(Weber et al., 2005), deren Produkte stressprotektive Funktionen inne haben. Die RpoS-
induzierte Genexpression beeinflusst unter anderem die Zellmorphologie, die Umgestaltung
des Stoffwechsels (in Richtung eines anaeroben/fermentativen Metabolismus), die
Entwicklung multipler Stressresistenz, die Akkumulation von protektiven (Osmoschutz-)
Substanzen wie Trehalose und Speichersubstanzen wie Glycogen und die Biofilmbildung
uber die Expression von Curli-Fimbrien (Hengge, 2011).
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Die Expression von o° selbst unterliegt einer duRerst komplexen Regulation, die

sowohl auf transkriptionaler und translationaler, als auch auf posttranslationaler Ebene wirkt
(regulierte RpoS-Proteolyse) (Lange und Hengge-Aronis 1994a; Hengge-Aronis, 2002). Aber
auch der Abbau der rpoS mRNA (Basineni et al., 2009; Madhugiri et al., 2010; McCullen et
al., 2010; Phadtare und Inouye, 2001; Resch et al., 2008), sowie die RpoS-Aktivitét, d.h. die
Assoziation mit dem RNAP-Kernenzym (Typas et al., 2007a) unterliegen der Regulation
(siene auch 2.3.2). Signalintegration kann dabei auf allen Regulationsebenen stattfinden.
Wihrend die graduelle Akkumulation von o° beim Ubergang von der exponentiellen in die
postexponentielle und schlieBlich stationdare Wachstumsphase iberwiegend auf eine verstarkte
rpoS Transkription und Translation zurtickzufiihren ist (Lange und Hengge-Aronis, 1994a;
Lange et al., 1995), beruht die schnelle Akkumulation von RpoS bei pl6tzlich auftretenden
lebensbedrohlichen Stressen unter exponentiellem  Wachstum hauptsachlich auf der
Hemmung der RpoS-Proteolyse (Bearson et al., 1996; Bougdour et al., 2008; Hengge, 2009;
Lange und Hengge-Aronis, 1994a; Mandel und Silhavy, 2005; Muffler et al., 1996b und
1997). Solche o*-induzierenden Stresse sind beispielsweise Nahrstofflimitation (Lange und
Hengge-Aronis, 1994a; Mandel und Silhavy, 2005), hyperosmotischer Stress (Hengge-
Aronis, 1996; Muffler et al., 1996b), Séaurestress (Bearson et al., 1996; Heuveling et al.,
2008), die Diauxie-Lag-Phase (Fischer et al., 1998), Hitzeschock (Muffler et al., 1997), oder
Schadigungen der DNA und die Zugabe von Wasserstoff-Peroxid (Merrikh et al., 2009)
(siehe Abbildung 2.4). Auch niedrigere Temperaturen unterhalb von 30°C (oberhalb des
Kélteschocks) stimulieren die Expression von RpoS auf translationaler Ebene (Repoila et al.,
2003; Sledjeski et al., 1996) (siehe auch 2.2.2.2 und Abbildung 2.4).

Bemerkenswerterweise wurde bereits 1923 veroffentlicht, das ,,alte” E. coli Zellen
(also RpoS-haltige Zellen aus der stationdren Wachstumsphase) resistenter gegeniiber Kalte,
Hitze, Salz und Phenol sind als ,,junge“ Zellen (wachsende Zellen aus der exponetiellen
Phase, die weitaus weniger RpoS enthalten), ohne natirlich Kenntnis tUber die Existenz von
RpoS zu haben (Sherman und Albus, 1923). Etwa 8% -10% aller c>-abhangigen Gene
kodieren fur DNA-Bindeproteine oder Signaltransduktionsproteine (Weber et al., 2005). Dies
impliziert, dass RpoS als Regulator an der Spitze von regulatorischen Kaskaden steht und
viele Gene in Feedforward-Loops unter indirekter o°-Kontrolle stehen (Hengge, 2011).
Solche regulatorischen Kaskaden oder Feedforward-Loops ermdglichen eine komplexere, auf
die jeweiligen Umweltbedingungen feiner abgestimmte Regulation, da eine multiple
Signalintegration auch auf nachgeschalteten Ebenen mdglich ist.

2.3.1 Das RpoS-kontrollierte Netzwerk

2.3.1.1 Struktur RpoS-abhdngiger Promotoren und RpoS-Selektivitat

Auf den ersten Blick scheinen die RpoS-haltige RNAP (Ec®) und die vegetative RpoD-haltige
RNAP (Ec") ahnliche, kaum unterscheidbare Promotorsequenzen zu erkennen (Loewen und
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Hengge-Aronis, 1994; Tanaka et al., 1995). Beide Holoenzyme transkribieren offenbar
dieselben DNA-Templates in vitro und binden in vitro beide an Promotoren, die die o'°-
Konsensussequenz aufweisen (Nguyen et al., 1993; Tanaka et al., 1993; Gaal et al., 2001).
Wie kann es dann trotzdem dazu kommen, dass Ec® spezifisch und selektiv ein eigenes
Regulon aktiviert, dass zum Eo'°-Regulon eine physiologisch komplementire Rolle
einnimmt? In vivo Arbeiten haben zur entscheidenden Aufkldrung dieses RpoS-
Promotorselektivitats-Paradoxons beigetragen. Wahrend einige Promotoren in vivo
ausschlieBlich o°-abhangig sind, kann von anderen aus die Transkription unter vegetativem
Wachstum von Ec’’, in der stationaren Wachstumsphase oder in langsam wachsenden Zellen
von Eo® aktiviert werden (Raffaelle et al., 2005; Wade et al., 2006). Dies trifft unter anderem
auf ribosomale (Raffaelle et al., 2005) und glykolytische Gene zu (Olvera et al., 2009).
Merkmale, die o>-selektive Promotoren auszeichnet werden im Folgenden kurz beschrieben
(ein ausfuhrlicher Review: Typas et al., 2007b).

Zum einen kann die Topologie der Promotor-DNA bei der Diskriminierung zwischen
Ec’® und Ec® eine Rolle spiclen. Wihrend Ec'™ negativ superspiralisierte Promotor-DNA
bevorzugt, ist Ec® in der Lage, die Transkription von relaxierter Promotor-DNA aus zu
initiieren (Bordes et al., 2003; Colland et al., 1999; Kusano et al., 1996). Konsistent damit ist
die Beobachtung, dass die Superhelikalitat im Allgemeinen in der stationdaren Phase reduziert
wird (Blot et al., 2006; Kusano et al., 1996).

Weiterhin weist Ec® eine groBere Flexibilitat gegeniiber Abweichungen vom
idealisierten Konsensuspromotor (siehe auch 2.1.1) auf als die vegetative Eo’° RNAP. So
fiihrt unter anderem eine degenerierte -35-Region, sowie eine von der optimalen 17 Bp Lange
abweichende Spacer-Region zu einer Sigmafaktor-Selektivitit zugunsten von Ec® (Bordes et
al., 2000; Gaal et al., 2001; Lacour et al., 2003; Lee und Gralla 2001; Typas und Hengge,
2006; Wise et al., 1996).

Ec°-abhangige Promotoren verfiigen (ber zusétzliche Kontaktstellen zwischen
Polymerase und Promotor-DNA, durch das Vorhandensein einer erweiterten -10-Region.
Dessen Konsensussequenz  zwischen den Positionen -14 und -4 relativ zum
Transkriptionsstart ist das Endekamer 5 -TCTATACTTAA-3" (Basen die besonders stark
konserviert sind, sind unterstrichen) (Weber et al., 2005). Ein hinreichendes Merkmal nahezu
aller RpoS-abhdngigen Promotoren ist die Anwesenheit eines C an Position -13, héufig
begleitet von einem vorangehenden T(-14) (Becker und Hengge-Aronis, 2001; Gaal et al.,
2001; Weber et al., 2005). Diese beiden Basen werden spezifisch von K173 in der Region 2.5
innerhalb von o° kontaktiert, wihrend ¢’° an dieser Position ein negativ geladenes E458
aufweist, dass in der Regel ein G(-13) kontaktiert (Becker und Hengge-Aronis, 2001).
Desweiteren besitzen Ec°-selektive Promotoren oft ein Transkriptions-stimulierendes AT-
reiches Diskriminator-Motiv unmittelbar stromabwaérts der -10-Region (Lee und Gralla, 2001,
Ojangu et al., 2000; Pruteanu und Hengge-Aronis 2002; Weber et al., 2005), das in Kontrast
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zu einem GC-reichen Diskriminator-Motiv ~ stringent-kontrollierter ~Ec'°-abhangiger
Promotoren steht (Haugen et al., 2006; Josaitis et al., 1995).

Ec® und Ec” nutzen UP-Elemente (siehe 2.1.1) auf unterschiedliche Art und Weise.
Ein UP-Element setzt sich aus zwei leicht asymmetrischen distalen und proximalen
Halbseiten zusammen, die jeweils von einer a-CTD der RNAP kontaktiert werden (Estrem et
al., 1999; Gourse et al., 2000; Ross et al., 1993). Wéhrend ein vollstdndiges UP-Element
(distale und proximale Halbseite) oder eine proximale UP-Element Halbseite die Ec'’-
vermittelte Transkription stimulieren, fordert eine distale UP-Element Halbseite alleine die
Ec°-abhangige Transkription. Hierbei ist die Anwesenheit einer -35-Region obligatorisch
(Typas und Hengge, 2005). Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass RpoS unféhig ist, mit einer
direkt benachbarten o-CTD zu interagieren.

Frihe Transkriptions-Elongationskomplexe (ECs) kdnnen mit der Sigma-Untereinheit
assoziiert bleiben, die RpoD-haltigen starker als die RpoS-haltigen. Solche
Elongationskomplexe koénnen mit -10-Element &hnlichen Sequenzen, die unmittelbar
stromabwaérts des Transkriptionsstarts lokalisiert sind, interagieren und ein Pausieren der
RNAP bewirken (Brodolin et al., 2004; Nickels und Hochschild, 2004; Ring et al., 1996).
Mboglicherweise ist die Ec®-vermittelte Transkription weniger sensitiv gegeniiber diesen
Pausierungsstellen als die Ec’’-vermittelte (Typas et al., 2007b), zumal RpoS eher dazu
geneigt ist, den friihen Elongationskomplex zu verlassen als RpoD (Rafaelle et al., 2005).

SchlieBlich kénnen auch ,klassische* Transkriptionsfaktoren, hier vor allem cAMP-
CRP, oder auch Nukleoid-assoziierte (histonahnliche) Proteine, wie LRP, IHF und H-NS,
durch unterschiedliche Interaktion mit Ec® und Ec™ die Sigmafaktorselektivitat zugunsten
von Ec® beeinflussen (Hengge, 2011).

2.3.1.2 RpoS und die Osmostressantwort

Bei einem Anstieg der externen Osmolaritat, einem hyperosmotischen Schock, kommt es
durch den bedingten Wasserefflux aus der Bakterienzelle zur Dehydratation und einer damit
einhergehenden Plasmolyse (ein Review (ber osmotischen Stress: Wood, 2011). Die starke
Aufkonzentrierung von Biopolymeren wie Proteinen und Nukleinsauren fiihrt dabei zur
Inhibierung von Prozessen wie der Synthese von Makromolekiilen und der Atmungskette,
wodurch das Wachstum stark eingeschrankt wird, wenn nicht sogar vollstandig zum Erliegen
kommt. Damit die intrazelluldre Osmolaritat die externe wieder Ubertrifft und der Turgor
aufrechterhalten wird, reagieren Bakterien mit der Akkumulation von Elektrolyten und
kleinen organischen Osmoschutzsubstanzen, den sogenannten kompatiblen Soluten. In einer
primaren Antwort werden K*-lonen (iber Transportsysteme angehauft, ebenso meist Glutamat
als Gegenion. Fur die langerfristige Anpassung an hochosmolare Bedingungen werden
akkumulierte lonen gegen kompatible Solute ausgetauscht, die entweder de novo synthetisiert
und/oder aus der Umgebung Uber entsprechende Transportsysteme aufgenommen werden.
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Solche Osmoschutzsubstanzen sind dadurch gekennzeichnet, dass sie chemisch und
metabolisch inert sind und keine Nettoladung tragen, z.B. Zucker und Polyole (wie Trehalose,
Mannitol und Glycerin) und Aminoséuren und ihre Derivate (Prolin, Glycin-Betain und
Ectoin etc.).

Hohe Konzentrationen an K'-lonen konnen zur Folge haben, dass die
Sigmafaktorkompetition zugunsten von o> beeinflusst wird (Lee et al., 2010). Zudem haben
in vitro Studien demonstriert, dass Kalium-Glutamat die Assoziation von Ec’® mit DNA
inhibiert (Gralla und Vargas, 2006) und die Ec>-vermittelte Transktiption stimuliert. Letzteres
ist auf die spezifische Interaktion des C-Terminus von o°, einer aus 16 Aminosauren
bestehenden Extension (die in ¢’ nicht vorhanden ist), mit der p-Flap-Domane des RNAP-
Kernenzyms zuruckzufiihren (Gralla und Huo 2008; Huo et al., 2008; Rosenthal et al., 2008).

RpoS ist ein Masterregulator der hyperosmotischen Stressantwort. Einige Transkripte,
die o°-abhéngig induziert werden, werden auch unter hyperosmotischem Stress induziert
(Weber et al., 2005; Weber und Jung, 2002), ebenso viele Proteine (Weber et al., 2006a). So
ist die Transkription des otsBA Operons, das die enzymatische Maschinerie flr die Synthese
des kompatiblen Soluten Trehalose kodiert, von Ec® abhangig. Ebenso die Expression der
cytoplasmatischen (TreF) und periplasmatischen (TreA) Trehalase, die den Abbau von
Trehalose nach Beendigung des hyperosmotischen Stresses vermitteln (Boos et al., 1990;
Hengge-Aronis et al., 1991; Strem und Kaasen, 1993). Weitere hyperosmotisch aktivierte,
Ec>-kontrollierte Gene sind beispielsweise osmY, das fiir ein periplasmatischen Protein
kodiert, das Osmotoleranz vermittelt (Lange et al., 1993; Weichart et al., 1993; Yim und
Villarejo, 1992). OsmF (yehZ), das fur einen ABC Transporter fir die Aufnahme einer
(unbekannten) Osmoschutzsubstanz kodiert (Checroun und Gutierrez, 2004). Auch unter
hypoosmotischen Stressbedingungen ist Ec® aktiv und kontrolliert die Expression von
mechanosensitiven Kanélen, die den Efflux von Elektrolyten aus der Zelle in Antwort auf
einen zu hohen Turgor unter solchen Bedingungen vermitteln (Stokes et al., 2003).

2.3.1.3 RpoS und die Sdurestressantwort

RpoS ist auch ein Masterregulator der Sdurestressantwort, die Bakterienzellen Resistenz
gegeniiber niedrigen (pH 4.5-5.5) und extrem niedrigen (pH < 3) pH-Werten verleiht
(Review: Foster, 2004) und wird dementsprechend bei niedrigen pH-Werten induziert
(Bearson et al.,, 1996; Heuveling et al.,, 2008). Die Transkription der S&urestress-
Resistenzgene gadX, gadW, gadY (siehe 2.2.1) und gadE ist direkt von Ec® abhangig (Weber
et al., 2005). GadX ist ein AraC-dhnlicher Transkriptionsfaktor, der in einem positiven
Feedback-Loop die Ec°-vermittelte Transkription von gadE und gadY aktiviert (Opdyke et
al., 2004; Tramonti et al., 2002, 2006 und 2008; Weber et al., 2005). GadW ist ein GadX
Paralog und ein dualer Regulator, der je nach Bedingung als Aktivator oder Repressor
fungieren kann (Ma et al., 2002). Der LuxR-&hnliche Regulator GadE reguliert schlieBlich die
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Kerngene der Sdurestressantwort, einschlieBlich gadA, gadBC, hdeAB und hdeD, die fur den
phinotypischen Output verantwortlich sind und deren Transkription von der vegetativen Ec'’-
RNAP vermittelt wird (Foster, 2004; Ma et al., 2003; Weber et al., 2005). Die beiden nahezu
identischen Isoenzyme GadA und GadB kodieren fur Pyridoxalphosphat-abhangige Glutamat-
Decarboxylasen, die ein pH-Aktivitdtsoptimum im sauren Bereich aufweisen. Durch die
Decarboxylierung von Glutamat zur <y-Aminobuttersaure (GABA) werden Protonen
verbraucht, wodurch der intrazelluldare pH-Wert wieder ansteigt. Intrazellular generiertes
GABA wird schlieRlich durch den Antiporter GadC mit Glutamat aus dem extrazellularen
Medium ausgetauscht (Foster, 2004; Hersh et al., 1996; Smith et al., 1992). HdeA und HdeB
sind periplasmatische Chaperone, die bei niedrigem pH-Wert aktiviert werden und die
Rickfaltung von unter sauren Bedingungen denaturierten Proteinen unterstiitzen (Hong et al.,
2005; Kern et al., 2007; Malki et al., 2008).

HdeD ist ein Membranprotein, das Resistenz gegenuber Sé&urestress bei hohen
Zelldichten vermittelt (Mates et al., 2007). Neben den Kerngenen der Sdurestressantwort
tragt auch das Ec°-abhangige cfa Gen, das fiir eine Cyclopropanfettsaure-Synthethase kodiert,
zur Saureresistenz bei (Chang und Cronan, 1999; Eichel et al., 1999). Eine Cyclopropan-
Modifizierung der Phospholipide in der Zellmembran tragt entscheidend zur Fitness von
Bakterien unter extremen pH-Bedingungen bei. SchlieRlich kann das Ec®- und auch Saure-
induzierte DNA-Schutzprotein Dps die DNA vor zu starker Protonierung schiitzen (Choi et
al., 2000).

2.3.2 Regulation der zellulairen RpoS-Menge und der RpoS-
Aktivitat

2.3.2.1 Regulation der rpoS Transkription

Das rpoS Gen ist das zweite Gen innerhalb eines Operons mit dem nlpD Gen, welches fir ein
Lipoprotein unbekannter Funktion kodiert (Lange und Hengge-Aronis, 1994b). Die rpoS
Transkription wird von drei verschiedenen Ec’’-abhangigen Promotoren aus vermittelt. Von
den benachbarten Promotoren nlpDpi+p2 aus, stromaufwarts des nlpD Gens lokalisiert, wird
eine bicistronische mRNA erzeugt, die zur Basalexpression von rpoS unter exponentiellem
Wachstum beitragt (Lange und Hengge-Aronis, 1994b). Der primdre Promotor aber, der fiir
die graduelle Induktion der rpoS mRNA ab der spaten postexponentiellen Wachstumsphase
und beim Ubergang in die stationare Phase verantwortlich ist, ist rpoSp. Der
Wachstumsraten-regulierte rpoSp,: Promotor ist innerhalb des nlpD Strukturgens lokalisiert
und erzeugt eine monocistronische rpoS mRNA mit einer 567 Nukleotide langen 5"-UTR
(Lange et al., 1995; Takayanagi et al., 1994).
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Slow highcell < 30°C high acidic H,0, C-orP- energy heat UV/DNA

growth density N limitation shock damage
> /

rpoS ———— rpoS mMRNA >
ppGpp (+) Hfq (+) RssB (+)
CAMP-CRP (-/+) DsrA (+) Crl (+) ClpXP (+)
Arch (-) RprA (+) Rsd (+) ArcB (+)
OxyS () PPGPP (*)  |raP, IraD, IraM (-)

EcS

VAN

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

Abbildung 2.4: Verschiedene Stressbedingungen beeinflussen die zellularen RpoS-Mengen auf
verschiedenen Regulationsebenen (aus Hengge, 2011).

Zwei verschiedene Transkriptionsfaktoren, CAMP-CRP und der Response-Regulator
ArcA sind an der direkten transkriptionalen Regulation von rpoS beteiligt (Mika und Hengge,
2005). cAMP-CRP (bt eine duale, sowohl positive als auch negative, Funktion bei der
Regulation der rpoS Transkription, je nach Wachstumsbedingung, aus (Lange und Hengge-
Aronis, 1991b und 1994a; McCann et al., 1993). Uber einen kanonischen Klasse |-
Aktivierungsmechanismus, durch direkte Bindung an rpoSy; an Position -61.5 stimuliert
CAMP-CRP die rpoS Transkription wéhrend der spaten postexponentiellen Wachstumsphase
(Mika und Hengge, 2005). Ein indirekter, von Bindestellen innerhalb von rpoSy
unabhéngiger, negativer Effekt von cAMP-CRP auf die rpoS Transkription lasst sich in der
exponentiellen und frilhen postexponentiellen Wachstumsphase beobachten (Lange und
Hengge-Aronis, 1991b und 1994a). Der von seiner Sensorkinase ArcB aktivierte
(phosphorylierte) Response-Regulator ArcA inhibiert die rpoS Transkription tber einen Anti-
Aktivierungsmechanismus, indem er als direkter Repressor an Position -62 innerhalb von
rpoSp;  bindet. Diese Bindestelle uberlappt mit der kanonischen Klasse |I-
Aktivierungsbindestelle von cAMP-CRP (Mika und Hengge, 2005).

Der Masterregulator der Stringenten Kontrolle, das Effektornukleotid und
Stressalarmon ppGpp beeinflusst die rpoS Transkription positiv, sowohl auf Ebene der
Initiation, aber auch auf Transkriptionselogationsebene (Gentry et al., 1993; Hirsch und
Elliott, 2002; Lange et al., 1995). ppGpp akkumuliert invers zur Wachstumsrate und unter
verschiedenen Stressbedingungen, vor allen unter Aminoséduremangel, durch die Aktivitéat der
beiden ppGpp-synthetisierenden Enzyme RelA und SpoT (Magnusson et al., 2005). RelA
spoT Mutanten zeigen stark reduzierte rpoS mRNA Mengen unter allen Bedingungen (Gentry
et al., 1999; Hirsch und Elliott, 2002; Lange et al., 1995). Zellulare Mengen von ppGpp und
o> korrelieren (iber einen weiten Bereich (Teich et al., 1999). Dariiber hinaus beeinflusst
ppGpp auch positiv die Akkumulation von Polyphosphat, welches seinerseits die rpoS
Transkription stimulieren kann (Shiba et al., 1997). Daneben spielt ppGpp auch eine Rolle bei
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der Regulation der RpoS-Proteolyse (Bougdour und Gottesman 2007) und RpoS-Aktivitat
(Jishage et al., 2002) (siehe auch 2.3.2.4 und 2.3.2.5).

Schliel3lich spielt das BarA/UvrY Zweikomponenten-System eine positive Funktion
bei der rpoS Transkription in der exponentiellen Wachstumsphase, zumal der Response-
regulator UvrY direkt an rpoSy; zu binden scheint (Hengge, 2008; Mukhopadhyay et al.,
2000).

2.3.2.2 Regulation des rpoS mRNA Abbaus

Entsprechend ihrem schnellen Wachstum weisen die mRNAs in Bakterien Halbwertszeiten
auf, die je nach Temperatur und anderen Bedingungen im Bereich einiger weniger Minuten
angesiedelt sind (Bernstein et al., 2002; Selinger et al., 2003), bei 37°C sogar im Durchschnitt
bei lediglich 1.3 Minuten (Arraiano et al., 2010). Der schnelle mRNA Abbau kann zur
schnellen Anpassung von Bakterien an sich dndernde Umwelteinflisse und damit zur
posttranskriptionalen Kontrolle der Genexpression beitragen (Arraiano et al., 2010). In E. coli
sind bisher mehr als 20 verschiedene RNasen identifiziert worden, die die Degradation,
Prozessierung und Qualitatskontrolle von RNAs vermitteln. RNasen werden in zwei
unterschiedliche Klassen eingeteilt: in Endonukleasen die die RNAs intern schneiden, und
Exonukleasen, die RNAs von einem ihrer Enden her degradieren (Arraiano et al., 2010). In E.
coli sind neben Endonukleasen bisher nur Exonukleasen beschrieben worden, die RNAs vom
3’-Ende her abbauen. Die Zuganglichkeit von RNase-sensitiven Positionen in einer RNA
kann von Sequenzen/Strukturen innerhalb der RNA, der Anwesenheit von aktiv
translatierenden (und damit protektierenden) Ribosomen, dem Status der Polyadenylierung
(die anders als in Eukaryoten den Abbau stimuliert), sowie von in trans agierenden Faktoren
(z.B. Hfg oder RNA-Helikasen) sowohl positiv, als auch negativ beeinflusst werden (Arraiano
et al., 2010). Der initiale Schritt beim Abbau der meisten E. coli mMRNAs wird von RNase E
vermittelt, die polyribosomale mRNAs durch endoribonukleolytische Spaltung inaktiviert und
zu kirzeren Fragmenten abbaut, welche dann durch die Aktivitat von Exoribonukleasen und
mit Hilfe der RNA-Helikase RhIB und der Poly(A)-Polymerase (PAP) weiter bis hin zu
Ribonukleotiden abgebaut werden (Carpousis, 2007).

Die primére degradative Endonuklease in E. coli ist RNase E, die neben dem Abbau
von mRNAs in die Prozessierung der 5S rRNA (Misra und Apirion, 1979), 16S rRNA (Li et
al., 1999), tRNAs (Ow und Kushner, 2002), transfer mRNAs (tmRNA) (Lin-Chao et al.,
1999), der RNA-Komponente der RNase P (Lundberg und Altman, 1995; Ko et al., 2008) und
den Abbau von SRNA/mRNA Paaren (siehe 2.2.2) involviert ist. RNase E ist ein grof3es, aus
1061 Aminoséuren bestehendes, vom rne Gen kodiertes, essentielles Enzym. Es besteht aus
einer katalytischen N-terminalen Doméane und einer unstrukturierteren C-terminalen Domane,
welche sowohl fir die Bindung des Enzyms an die innere Cytoplasmamembran und die
Bindung von RNA verantwortlich ist und als Assemblierungsplattform fur das RNA-
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Degradosom, einem Proteinkomplex der den mRNA Abbau vermittelt, fungiert (Arraiano et
al., 2010; Carpousis, 2007). RNase E ist eine einzelstrangspezifische Endonuklease mit einer
Praferenz fur AU-reiche Sequenzen (Mackie, 1992; McDowall et al., 1995) und einem 5"-
monophoshoryliertem Transkriptende (Mackie, 1998). Innerhalb des Degradosomes ist RNase
E als Homotetramer aktiv. Das Degradosom, ein groBer Multiproteinkomplex der die
generelle  RNA-Degradationsmaschinerie darstellt, setzt sich neben RNase E aus der
phosphorylytischen Exonuklease Polynukleotid-Phoshorylase (PNPase), der glykolytischen
Enolase und der DEAD-Box ATP-abhéngigen RNA-Helikase RhIB zusammen (Carpousis,
2007). Andere Co-Faktoren, die je nach Stressbedingung mit dem Degradosom assoziiert
sind, sind beispielsweise die Poly(A)-Polymerase und andere DEAD-Box-Helikasen wie das
Kélteschockprotein CsdA (siehe auch 2.2.2.2) (Carpousis, 2007). Eine weitere wichtige
Exonuklease ist RNase IlI, die in E. coli die primére degradative Exonuklease darstellt
(Arraiano et al., 2010). RNase 1l bindet sequenzunabhéngig RNA und ist an den terminalen
Schritten des mMRNA Abbaus beteiligt (Deutscher und Reuven, 1991).

Eine weitere wichtige, aber nicht essentielle Endonuklease ist die
doppelstrangspezifische Endonuklease RNase Ill, die neben dem Abbau von mRNAs
(Condon und Putzer, 2002; Calin-Jageman und Nicholson, 2003) und sRNAs wie MicA
(Viegas et al., 2007) an der Prozessierung der 16S und 23 S rRNAs aus einem 30S rRNA
Vorlaufer beteiligt sind (Babitzke et al., 1993). Weiterhin ist RNase Ill auch in die
Degradation von mRNA/sRNA Duplexen wahrend der translationalen Repression involviert
(siehe 2.2.2). Bei der Substratselektivitat spielt eine Kombination aus sowohl strukturellen
Determinanten, als auch sequenziellen Elementen innerhalb des RNA-Substrats, eine
entscheidende Rolle (Arraiano et al., 2010). Die E. coli RNase Ill reprasentiert den
Prototypen eines Klasse | Mitgliedes der RNase Il Familie (es existieren vier verschiedene
Unterklassen). Die vom rnc Gen kodierte E. coli RNase Il ist als 52 kDa Homodimer aktiv
(Li und Nicholson, 1996), wobei jede Untereinheit aus einer N-terminalen Endonuclease-
Doméne (NucD) und einer C-terminalen doppelstrangigen RNA (dsRNA) Bindedoméne
(dsRBD) besteht (Blaszczyk et al., 2001). Innerhalb des RNase 11l Homodimeres katalysiert
jede Untereinheit die Hydrolyse eines Stranges des RNA-Duplexes.

Mit einer Halbwertszeit einiger weniger Minuten ist die Abbaurate der rpoS mRNA
mit denen anderer E. coli mMRNAs vergleichbar. Die beiden primdren Endonukleasen RNase E
und RNase Il beeinflussen auch den Abbau der rpoS mRNA. Mehrere Studien konnten
zeigen, dass RNase Il die rpoS mRNA Degradation in der exponentiellen und
postexponentiellen Wachstumsphase vermittelt (Basineni et al., 2009; McCullen et al., 2010;
Resch et al., 2008). Dabei schneidet RNase Ill offenbar im doppelstrangigen Stem-Loop-
Bereich der 5°-UTR (bei den Basen -15/-94) stromaufwarts nahe dem AUG-Startcodon
(Resch et al., 2008). Die Abwesenheit von RNase 11 in einer rnc Mutante flihrt zu einer drei-
bis flinffachen Stabilisierung der rpoS mRNA (Basineni et al., 2009; McCullen et al., 2010;
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Resch et al., 2008), einhergehend mit entsprechend erhdhter Akkumulation von o°-Protein.
Weiterhin wird das rpoS Transkript in der stationdren Wachstumsphase bis zu etwa zweifach
destabilisiert (Basineni et al., 2009), was impliziert, dass Anderungen der rpoS mRNA
Stabilitat nicht zur RpoS-Akkumulation in der stationdren Phase beitragen. Die Inaktivierung
von RNase E flhrt hierbei zu einer sehr moderaten (etwa 1.5-fachen) Stabilisierung der rpoS
MRNA zur Folge (Basineni et al., 2009). Desweiteren deuten neuere Daten darauf hin, dass
das rpoS Transkript bei Abwesenheit von sRNAs, insbesondere DsrA, uber einen einen
RNase E-abhéngigen Mechanismus degradiert wird (McCullen et al., 2010). Also schutzt
DsrA die rpoS mRNA vor dem RNase E-vermittelten Abbau, wéhrend die Sensitivitat des
rpoS Transkripts gegeniber RNase Il von der An-oder Abwesenheit von SRNAS
unbeeinflusst bleibt (McCullen et al., 2010). In Ubereinstimmung damit zeigt sich, dass die
Basenpaarung zwischen RprA und DsrA und rpoS in der 5°-UTR zu einer Akkumulation von
rpoS Transkript und RpoS-Protein fliihren und Mutationen, welche die SRNA/rpoS mRNA-
Basenpaarung aufheben zu einer Destabilisierung der rpoS mRNA fihren (McCullen et al.,
2010). Eine Erniedrigung der Temperatur fihrt im Allgemeinen zur einer Stabilisierung der
meisten RNAs, aufgrund der niedrigeren Aktivitdt von RNasen und einer hoheren Stabilitat
von RNA-Sekundarstrukturen (Goldenberg et al., 1996; Jager et al., 2004; Madhugiri et al.,
2010). Auch die rpoS mRNA wird dementsprechend bei niedrigeren Temperaturen (25°C
gegeniiber 37°C) stabilisiert, wahrend hohere Temperaturen von 42°C bis 43.5°C
(Hitzeschock) aber entgegen dem allgemeinen Trend zu einer zwei-bis dreifachen
Stabilisierung der rpoS mRNA (im Vergleich zur Halbwertszeit bei 37°C) fuhren (Madhugiri
et al., 2010; McCullen et al., 2010). Hitzschock hat also neben der bekannten Stabilisierung
von RpoS-Protein (Muffler et al., 1997) auch eine Stabilisierung der rpoS mRNA zur Folge,
was demonstriert, dass auch ein Stress zu einem positiven Signalinput auf Ebene der rpoS
MRNA Stabilitat beitragen kann. Weiterhin fiihrt die Uberexpression der Kéalteschockproteine
CspC und CspE zu einer Stabilisierung der rpoS mRNA, einhergehend mit einer
Akkumulation von ¢° Protein (Phadtare und Inouye, 2001). Eine cspE Mutation verandert
jedoch die rpoS mRNA Menge in der Zelle nicht (A. Possling und R. Hengge,
unveroffentlichte Daten).

2.3.2.3 Regulation der rpoS Translation

Die Rolle von kleinen nichtkodierenden regulatorischen RNAs (SRNAs) und des RNA-
Chaperons Hfq bei der Regulation der rpoS Translation wurde bereits ausfuhrlich in Kapitel
2.2.2 behandelt. Bedingungen, welche die rpoS Translation schnell und stark stimulieren, sind
hyperosmotischer Stress (Lange et al., 1993; Muffler et al., 1996b) und S&urestress (Bearson
et al., 1996; Heuveling et al., 2008), ebenso das Erreichen einer bestimmten Zelldichte in der
post-exponentiellen Phase (Lange und Hengge-Aronis, 1994a). Auch niedrige Temperaturen
fordern die rpoS Translation, allerdings geschieht dies langsamer (Repoila et al., 2003;
Sledjeski et al., 1996). Neben den sRNAs und Hfq existieren noch eine Reihe von weiteren
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Faktoren, welche die rpoS Translation regulieren. Dazu zéhlen unter anderem die Nukleoid-
assoziierten Proteine HU und H-NS. Das histonahnliche Proteine HU reprasentiert einen
positiven Regulator der rpoS Translation in der postexponentiellen Wachstumsphase
(Balandina et al., 2001). HU kann in zwei Wachstumsphasen-abhéngigen Isoformen
vorliegen, wobei zwei homologe a- und B-Untereinheiten in exponentiell wachsenden Zellen
ein az-Homodimer und ein postexponentiell induziertes af-Heterodimer bilden (Claret und
Rouviere-Yaniv, 1997). Vor allem letzteres bindet die rpoS mRNA im Bereich der
Translationsinitiations-Region (TIR) in vitro (Balandina et al., 2001; Traulsen und Hengge,
unveroffentlichte Daten). Mogicherweise stimuliert das HU af-Heterodimer die rpoS
Translation, indem es die translationsinkompetente Sekundarstruktur in der 5"-UTR zu einer
translationskompetenten umstrukturiert.

Im Gegensatz dazu ist der globale Regulator H-NS ein negativer Regulator der rpoS
Translation (Barth et al., 1995; Yamashino et al., 1995; Zhou und Gottesman, 2006). Das
kleine basische, in E. coli 15.6 kDa grofl3e, H-NS Protein bindet konformationsspezifisch an
intrinsisch gekrimmte DNA und fungiert als ein Repressor von mehr als 100 Genen in vivo
(Dorman, 2004). Eine hns Mutante zeigt eine stark erhéhte rpoS Translation und eine erhdhte
Akkumulation von &> Protein, vor allem in der exponentiellen Wachstumsphase (Barth et al.,
1995; Yamashino et al., 1995), aber auch eine starke Stabilisierung des ¢° Proteins, besonders
in schnell wachsenden Zellen (YYamashino et al., 1995; Zhou und Gottesman, 2006) (siehe
2.3.2.4). In vitro bindet H-NS offenbar sowohl die rpoS mRNA, als auch die SRNA DsrA mit
relativ niedriger Affinitat und kann offenbar deren Degradation in einzelstrangigen Bereichen
stimulieren (Brescia et al., 2004).

Daneben gibt es noch einige weitere Regulatoren, die die rpoS Translation indirekt
beeinflussen. LeuO, ein LysR-ahnlicher Transkriptionsfaktor, inhibiert die rpoS Translation
bei niedrigen Temperaturen indirekt tber die Repression von DsrA (Klauck et al., 1997). Der
LysR-dhnliche Regulator LrhA reprimiert die rpoS Translation in einer Hfg-abhangigen
Weise, moglichweise Uber eine nicht identifizierte SRNA (Peterson et al., 2006). Das rpoS
Translations-aktivierende Rcs-Phosphorelaysystem (siehe auch 2.2.2.2) hat dabei offenbar
einen inhibierenden Einfluss auch die IrhA Transkription (Peterson et al., 2006). Weitere
Faktoren, die die rpoS Translation negativ regulieren, sind die Lon-Protease bei niedrigen
Temperaturen (Ranquet und Gottesmann, 2007), die Phosphotransferase-System Komponente
EIA(GIc) (Ueguchi et al., 2001), sowie hohe zelluldre Konzentrationen an UDP-Glukose
(Bohringer et al., 1995), ein mdogliches Signal fir gute Nahrstoffversorgung. Zuséatzliche
positive Modulatoren der rpoS Translation hingegen sind das SsrA-System (tmRNA)
(Ranquet und Gottesman, 2007) und das DnaK Chaperon (Muffler et al., 1997; Rockabrand et
al., 1995 und 1998). Die genauen zugrundeliegenden molekularen Mechanismen all dieser
Faktoren sind meist noch ungeklért.



Einleitung

2.3.2.4 Regulation der RpoS-Proteolyse

Schnell wachsende E. coli Zellen akkumulieren nur sehr wenig o> Protein, da es mit einer
Halbwertszeit (je nach Wachstumsbedingung) von nur 1-5 Minuten sehr schnell abgebaut
wird (Lange und Hengge-Aronis, 1994a; Takayanagi et al., 1994). Die unmittelbare
Hemmung der RpoS-Proteolyse bei plotzlich auftretenden lebensbedrohlichen Stressen unter
exponentiellem Wachstum ist der wichtigste Mechanismus, der zur Akkumulation von c°
unter solchen Stressbedingungen fiihrt (beschrieben unter 2.3; fir eine detaillierte

Beschreibung der Regulation der RpoS-Proteolyse, siehe Review: Hengge, 2009).

Fir die o°-Degradation verantwortlich ist die ATP-abhangige ClpXP-Protease
(Schweder et al., 1996). Anders als die meisten anderen ClpXP-Substrate benétigt RpoS den
spezifischen Erkennungsfaktor (Targeting-Faktor) RssB (auch SprE genannt), der RpoS zur
ClpXP-Protease eskortiert (siehe Abbildung 2.4) (Muffler et al., 1996c; Pratt und Silhavy,
1996; Zhou und Gottesman, 1998). RssB ist ein Response-Regulator mit einer N-terminalen,
an D58 phosphorylierbaren, Receiverdoméne (Bouché et al., 1998) und anders als bei
Response-Regulatoren (blich einer C-terminalen Outputdoméne ohne ein DNA-Bindemotiv
(Hengge, 2008). Sowohl die N-terminale, als auch die C-terminalen Domane sind essentiell
fir die Bindung an RpoS in vitro und dessen Abbau in vivo (Klauck et al., 2001). Die
Phosphorylierung von RssB ist fir eine effiziente RpoS-Proteolyse notwendig (Bouche et al.,
1998; Klauck et al., 2001). Phosphoryliertes RssB bindet mit hoher Affinitit an °>-K173,
einem Teil des sogenannten Turnover-Elements in der a-Helix der Region 3.0 (auch Region
2.5 genannt) (Becker et al., 1999; Stiidemann et al., 2003, Zhou et al., 2001), dass auch an der
Bindung von Ec® an C(-13) RpoS-abhangiger Promotoren involviert ist (siehe 2.3.1.1). Nach
der Bindung von phosphoryliertem RssB an RpoS in einer 1:1 Stochiometrie (Klauck et al.,
2001), wird eine Konformationsanderung in o° induziert die bewirkt, dass die nahe dem N-
Terminus lokalisierte ClpX-Bindestelle freigelegt wird (Stidemann et al., 2003). Nach der
Interaktion des bindren o°-RssB-Komplexes mit dem ClpXg-Chaperon (ein Mitglied der
AAA+ ATPase-Familie) wird RpoS unter ATP-Hydrolyse durch ClpXs entfaltet und der
proteolytischen Kammer, bestehend aus zwei heptameren Ringen aus CIpP14, zugefiihrt und
abgebaut. Da RssB nicht mit 6> co-degradiert wird, spielt es eine katalytische Rolle (Klauck
etal., 2001; Zhou et al., 2001).

Wie werden verschiedene Stresssignale in diesen Proteolysemechanismus integriert?
Einen Regulationsansatz bietet die Phosphorylierung von RssB. Ein potenzieller
Phosphorylgruppen-Donor fur RssB ist zum einen Acetyl-Phosphat in vitro (Bouché et al.,
1998; Zhou und Gottesman, 1998) und in vivo (Bouché et al., 1998; Peterson et al., 2004),
zum anderen das ArcB/ArcA Zweikomponenten-System in vivo (Mika und Hengge, 2005),
wobei die Hybrid-Histidin-Sensorkinase ArcB auch in vitro als Phosphatdonor fiir RssB
fungieren kann (Mika und Hengge, 2005; Yamamoto et al., 2005). Der Einfluss der RssB-
Phoshorylierung bei der Regulation des RpoS-Abbaus spielt vor allem beim Eintritt in die
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stationdre Wachstumsphase, sowie unter anderen Nahrungsmangelsituationen eine Rolle, bei
denen die Nahrstoffe allmahlich (langsam) aufgebraucht werden. Bestehendes
phosphoryliertes RssB wird im Katalytischen Zyklus nicht dephosphoryliert (C. Kanow-
Scheel und R. Hengge, unveréffentlichte Daten), daher wirken sich Anderungen im
Phosphorylierungsstatus eventuell nur auf neusynthetisiertes RssB aus. Unter solchen
Nahrungsmangelbedingungen nehmen die intrazelluliren Mengen an Acetyl-Phosphat ab
(Klein et al, 2007; McCleary und Stock, 1994). Die ArcB-Kinaseaktivitat
(Autophosphorylierung) wird durch die Anwesenheit von oxidierten Chinonen in der
Atmungskette inhibiert (Georgellis et al.,, 2001; Malpica et al., 2004 und 2006). Der
Redoxstatus der Chinone wird nicht nur durch die Verfligbarkeit des Elektronenendakzeptors
O, wahrend aerober Atmung beeinflusst, sondern auch vom Elektronen-Input, welcher unter
Nahrungsmangel reduziert wird. Nahrungsmangel stimuliert daher die Dephosphorylierung
der Sensorkinase ArcB, was eine reduzierte Phosphorylierung von RssB durch ArcB zur
Folge hat, wodurch ¢° stabilisiert wird. Das Arc-System koordiniert die RpoS-Proteolyse
auch mit der rpoS Transkription (siehe 2.3.2.1) und der rpoS Translation (siehe 2.2.2.2).

Weiterhin kann die RpoS-Proteolyse auch inhibiert werden, ohne dass der
Phosphorylierungssatus von RssB moduliert wird. Da RssB der
geschwindigkeitsbestimmende Faktor fiir den o°-Abbau in vivo ist (Pruteanu und Hengge-
Aronis, 2002) und das ¢:RssB Verhaltnis in nichtgestressten Zellen etwa 20:1 betragt
(Becker et al., 2000), kann eine plétzliche starke Zunahme in der o°-Synthese (z.B. unter
Osmo-oder S&urestressbedingungen) dazu flhren, dass die Proteolysemaschinerie austitriert
wird. Somit kann die RpoS-Stabilisierung unter solchen Bedingungen eine passive, sekundéare
Konsequenz der der gesteigerten RpoS-Synthese und des damit verbundenen
Titrationseffektes sein. Ein homdostatischer negativer Feedback-Loop, indem die
Transkription von rssB (vom rssAB Operon ausgehend) von Ec® abhangig ist, sorgt zudem
dafiir, dass geringe Anderungen in der RpoS-Expression durch Anpassung der RssB-
Expression ausbalanciert werden und das 20:1 o°:RssB-Verhaltnis aufrechterhalten wird
(Pruteanu und Hengge-Aronis, 2002; Ruiz et al., 2001).

Desweiteren kann RssB durch antagonistische, stressspezifische kleine regulatorische
Proteine sequestriert und inaktiviert werden. Drei solche Antagonisten, genannt Ira Proteine
(,,inhibitor of RssB activity”), sind bisher identifiziert worden. Dazu z&hlt IraP, dass in
ppGpp-abhangiger Weise bei Phosphatmangel in E. coli und tber das Magnesiummangel
wahrnehmende PhoQ/P-System im eng verwandten Enterobakterium Salmonella enterica
induziert wird (Bougdour et al., 2006, 2007 und 2008; Tu et al., 2006). IraM, das unter
Magnesiummangel in PhoQ/P-abhangiger Weise in E. coli induziert wird (Bougdour et al.,
2008). Und schliellich das von den SOS- und OxyR-Systemen unabhangig, bei DNA-
Schédigungen und durch H,0O, induzierte IraD-Protein (Bougdour et al., 2008; Merrikh et al.,
2009). In diesem Zusammenhang wird auch diskutiert, ob H-NS, das als ein negativer
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Regulator der o°-Stabilitat (in einer hns Mutante ist RpoS etwa 10-fach stabiler) unabhangig
von der Phosphorylierung von RssB wirkt, ein moglicher negativer Regulator von einem oder
mehreren der o°-stabilisierenden Ira-Proteine ist (Zhou und Gottesmann, 2006). Ferner ist ¢°
in Assoziation mit dem RNAP-Kernenzym vor dem RssB-abhdngigen Abbau geschitzt.
Somit tragt jeder Faktor, der die RpoS-Aktivitéat stimuliert, d.h. die Sigmafaktorkompetition
zugunsten von o> beeinflusst, zur Stabilisierung von RpoS bei (siehe 2.3.2.5).

2.3.2.5 Regulation der RpoS-Aktivitat

E. coli Zellen enthalten limitierende Mengen an RNAP-Kernenzym, um die verschiedene
Sigmafaktoren zur Holoenzymbildung miteinander konkurrieren (Grigorova et al., 2006;
Gruber und Gross, 2003). Beim Eintritt in die stationdre Wachstumsphase erreicht die o°-
Akkumulation zwar ein Maximum, erreicht aber dennoch nur etwa ein Drittel der Menge des
vegetativen Sigmafaktors ¢'° unter den gleichen Bedingungen (Jishage et al., 1996). Zudem
weist 6’ unter allen Sigmafaktoren in vitro die hdchste Affinitat fur das RNAP-Kernenzym
auf, ¢ hingegen die niedrigste (Colland et al., 2002; Maeda et al., 2000). Trotz dieser
augenscheinlichen Uberlegenheit des vegetativen Sigmafaktors in der Kompetition um das
RNAP-Kernenzym kann ein alternativer Sigmafaktor wie RpoS aktiv werden, da seine
Assoziation mit dem RNAP-Kernenzym der Regulation unterliegt. Das Alarmon ppGpp und
sein Hilfsfaktor DksA beeinflussen die Kompetition um das RNAP-Kernenzym, indem sie
offenbar die Affinitit von ¢’ fur das RNAP-Kernenzym in der stationaren Wachstumsphase
vermindern (Jishage et al., 2002; Laurie et al., 2003; Magnusson et al., 2005). Das Rsd-
Protein, ein Antisigmafaktor fiir 6'°, bindet beim Ubergang in die stationire Phase an 6"’ und
sequestriert eine Fraktion von diesem, wodurch sich die Sigmafaktorkompetition zugunsten
von RpoS verbessern kann (llag et al., 2004; Jishage und Ishihama, 1998; Piper et al., 2009).
In &hnlicher Weise wirkt die 6S RNA (siehe 2.2.3.1) (Wassarman und Storz, 2000). Wahrend
die bisher erlauterten Faktoren die Sigmafaktorkompetition zugunsten alternativer
Sigmafaktoren im Allgemeinen beeinflussen, férdert das Crl-Protein aktiv und spezifisch die
Bildung des o°-haltigen RNAP-Holoenzyms (Ec®) beim Eintritt in die stationare
Wachstumsphase (Typas et al., 2007a). SchlieBlich kénnen auch K*-lonen, wie sie unter
hyperosmotischem Stress verstarkt akkumuliert werden, zur Sigmafaktorkompetition
zugunsten von RpoS beitragen (siehe 2.3.1.2).

2.4 Codon-Usage und der Einfluss von raren Codons auf
die Genexpression

Der konservierte universelle genetische Code determiniert, welche der 61 verschiedenen
Basentriplets oder Codons in welche der 20 verschiedenen proteinogenen Aminosduren
translatiert wird (drei weitere Codons kodieren fur Terminationssignale bei der Translation).
Da mehr Codons als proteinogene Aminosduren existieren, ist der genetische Code redundant
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(oder auch degeneriert). Alle Aminoséuren, auller Methionin und Tryptophan, werden jeweils
durch zwei bis sechs verschiedene Codons spezifiziert. Solche, als synonyme Codons
bezeichnete Basentriplets unterscheiden sich gewohnlich in einem Nukleotid in der dritten
Position (bei einigen Aminosdauren auch in der zweiten Position). Auch wenn synonyme
Codons die gleiche Aminosaure spezifizieren, so ist die Haufigkeit, mit der sie auftreten
zwischen den meisten Organismen unterschiedlich. Ein Phdnomen, das als Codon-Usage,
oder auch Codon-Bias bezeichnet wird. Dies bedeutet, dass die Identitat eines haufigen oder
eines raren Codons fur eine Aminosaure von Organismus zu Organismus (also von Genom zu
Genom) verschieden, jedoch innerhalb eines Genoms im Allgemeinen konsistent ist (Gouy
und Gautier, 1982; Grantham et al., 1980; lkemura, 1985). In einigen wenigen Organismen ist
die Codon-Bias eher schwacher ausgepragt, d.h. verschiedene synonyme Codons werden mit
ahnlicher Haufigkeit genutzt (Hershberg und Petrov, 2008). Die Codonpréferenz korreliert
unmittelbar mit der Zusammensetzung des Pools an transfer RNAs (tRNAs) einer Zelle, d.h
abundante tRNAs dekodieren haufigere Codons, seltener vorkommende tRNA Spezies
hingegen rare Codons (lkemura, 1981 und 1985). Die Zusammensetzung des tRNA Pools in
E. coli hangt dabei nicht nur von der Kopienzahl der jeweiligen tRNA Spezies ab, sondern
kann auch mit der Wachstumsrate variieren (Dong et al., 1996; Emilsson und Kurland, 1990;
Emilsson et al., 1993; Rowley et al., 1993).

Als Ursache der Codon-Bias werden verschiedene Aspekte der Evolution diskutiert
(Ermolaeva, 2001; Hershberg und Petrov, 2008; Smith und Eyre-Walker, 2001).
Populationsgenetische Studien haben ergeben, dass synonyme Codons im Allgemeinen einer
eher schwachen Selektion unterliegen und die Codon-Bias durch eine Kombination aus
Selektion, Mutation und genetischer Drift aufrechterhalten wird. Das gegenwaértig akzeptierte
Modell ist das Mutations-Selektions-Drift-Gleichgewichtsmodell (auch ,,major codon
preference” Modell) (Bulmer, 1991). Dieses Modell postuliert, dass eine gewisse Selektion
zugunsten von hé&ufigeren Codons gegenuber selteneren Codons stattfindet, aber
Mutationsdruck und genetische Drift daflir sorgen, dass rare Codons in den Genomen
persistieren. Die treibende Kraft fir die Selektion ist hierbei die mit haufigeren Codons
einhergehende hohere Effizienz und Genauigkeit der Translation. Nichtzufalliger
Mutationsdruck tragt insofern zur Codon-Bias bei, indem einige Codons einer hoheren
Mutationsrate unterliegen als andere. Ein offenbar entscheidender Parameter ist hierbei der
genomische GC-Gehalt eines Organismus (Chen et al., 2004; Knight et al., 2001). So
verwenden Spezies, die einen hohen genomischen GC-Gehalt aufweisen, haufiger mit auf G
oder C endende Codons als solche, die einen niedrigen GC-Gehalt aufweisen. Weiterhin
korreliert die Codon-Bias generell mit dem Expressionsniveau von Genen, wobei Gene mit
vermehrt hdufigeren Codons tendenziell starker exprimiert werden als solche, in denen
verstarkt weniger haufige auftreten (Gouy und Gautier, 1982; lkemura, 1985; Karlin et al.,
1998). Diese uberwiegende Korrelation zeigen auch Untersuchungen, die auf umfangreichen
Genexpressionsdaten des gesamten E. coli Genoms (Microarrays) basieren (dos Reis et al.,
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2003; Goetz und Fuglsang, 2005). Selektion kann mdoglicherweise in einigen Féllen auch in
die entgegengesetzte Richtung zugunsten von raren Codons stattfinden, wie einige Beipsiele
in E. coli und Drosophila melanogaster demonstrieren (DuMont et al., 2004; Konigsberg und
Godson, 1983; Nielsen et al., 2007). Dies impliziert, dass in manchen Féllen auch ein anderer
Selektionsdruck als effiziente und genaue Translation auf die Codon-Usage einwirken kann,
z.B. die Notwendigkeit (lokaler) translationaler Pausierungen der Ribosomen, zumal rare
Codons nicht zuféllig in Genen lokalisiert sind, sondern hdufig in Clustern auftreten (Clarke
IV und Clark, 2008).

Der Einfluss von raren Codons auf die Translation beruht im Wesentlichen darauf,
dass diese lokale Minima in der Geschwindigkeit der translatierenden Ribosomen
verursachen. Solche, durch rare Codons verursachten lokalen Pausierungen der Ribosomen
konnen fur die korrekte co-translationale Faltung eines Proteins von grof3er Bedeutung sein
(Komar, 2009; Marin, 2008; Zhang et al., 2009; Zhang und Ignatova 2011). So kénnen z.B.
synonyme Austausche von raren Codon durch haufigere, oder die Uberexpression der
entsprechenden raren tRNA Spezies fir ein sekretorisches E. coli Protein zu dessen
Fehlfaltung fuhren, wodurch dessen Sekretion ins Periplasma negativ beeinflusst wird (Zhang
et al.,, 2009). Synonyme Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs), bei denen haufigere
Codons und seltenere miteinander variiert werden, treten auch bei hoheren Eukaryoten in
ganz naturlicher Weise auf. Ein Beispiel hierfir sind membranale ABC-Transporter, die bei
der Multidrug-Resistenz eine Rolle spielen. SNPs kénnen hier zu alternativen Faltungswegen
des Transportproteins fuhren, das dann verschiedene Substrat-Spezifitaten aufweist (Kimchi-
Sarfaty et al., 2007; Tsai et al., 2008). Weiterhin zeigen in silico Studien, dass seltenere
Codons gehauft in den ersten 30-50 Codons eines ORFs auftreten und diese ,,Codon-Barriere*
(auch ,,ramp®) mit geringerer Effizienz translatiert wird (Fredrick und Ibba, 2010; Tuller et
al., 2010). Diskutiert wird, dass die ,ramp“ einen Mechanismus der spaten
Translationsinitiation darstellt und daftr sorgt, dass die hohe Ribosomendichte innerhalb der
,ramp* flr einen optimaleren Ribosomenabstand stromabwarts wahrend der Elongation sorgt
und so ,,Verkehrsstaus®“ vermieden werden. In vivo Daten, in welchen Ribosomendichte-
Profile von mRNAs bestimmt wurden (basierend auf Deep-Sequenzierungsdaten von
Ribosomen-protektierten mRNA Fragmenten), stlitzen die These der ,,ramp* (Ingolia et al.,
2009). Schliellich kénnen an geclusterten raren Codons arretierte Ribosomen daflir sorgen,
dass das tmRNA (SsrA) trans-Translations-System rekrutiert und aktiviert wird und eine
entsprechende mRNA nachfolgend abgebaut und das unvollstandig translatierte Polypeptid
mittels SsrA-Tagging degradiert wird (Roche und Sauer, 1999).

Der Einfluss von raren Codons auf die Akkumulation und Stabilitdt von mRNAs kann
sehr unterschiedlich und daher von Fall zu Fall verschieden sein. Fiir die E. coli ompA und bla
Gene wurde gezeigt, dass die Anwesenheit von héaufigen Codons direkt positiv mit der
Halbwertszeit der entsprechenden mRNAs korreliert und der Austausch von haufigen durch

37



38

Einleitung

rare Codons in ompA dessen MRNA Abbaurate erhéht (Deana et al., 1996). Die Substitution
seltenerer Codons im bla Gen durch haufigere geht dementsprechend mit einer Stabilisierung
des bla Transkriptes einher (Deana et al., 1996). Ein Beispiel flr eine Destabilisierung einer
MRNA durch an raren Codons pausierten Ribosomen bietet auch die eukaryotische c-myc
MRNA, die fir einen Transkriptionsfaktor in Sdugerzellen kodiert und dessen Mutation im
Zusammenhang mit der Entstehung von Krebs diskutiert wird (Lemm et al., 2002). Aber auch
gegensétzliche experimentelle Beobachtungen wurden gemacht. In Saccharomyces cerevisiae
kann die Anwesenheit von konsekutiven raren Codons innerhalb einer mRNA (fur
Aminosauren, die ausschlielich von einer seltenen tRNA spezifiziert werden) positiv mit
deren Halbwertszeit korrelieren (Carlini, 2005). Interessanterweise kann auch eine Codon-
Optimierung eines Gens fur dessen heterologe Expression in E. coli oder Streptomyces
lividans zum verstarkten mRNA Abbau fuhren (Lammertyn et al., 1996; Wu et al., 2004). Ein
nahe dem 3"-Ende des cat Gens eingefiihrtes Cluster aus raren Codons fiihrt zur Stabilisierung
des cat Transkripts, einhergehend mit einer verstarkten Akkumulation von Protein (Gursky
und Beabealashvilli, 1994).

2.5 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene Aspekte der rpoS Translation und ihrer
Regulation untersucht werden. Die beiden Sigmafaktoren RpoS und RpoD sind
phylogenetisch eng miteinander verwandt. Vergleicht man die Sequenzen der beiden
Sigmafaktoren, so wird deutlich, dass beide in E. coli zu 42% identisch sind. Trotz ihrer
ausgepragten Homologie auf der Ebene der Aminosauresequenz féllt bei genauer Betrachtung
der Nukleotid-Sequenz auf, dass innerhalb der rpoS Sequenz mehr als doppelt soviele rare
Codons auftreten, wie innerhalb der rpoD Sequenz. Desweiteren handelt es sich dabei oft um
rare rpoS Codons, die bei entsprechend konservierten Aminoséuren in der rpoD Sequenz
durch h&ufigere Codons reprasentiert werden. Ziel dieser Arbeit war es zu kléaren, ob diese
raren Aminosaurecodons alleine durch Mutationsdruck oder genetische Drift in rpoS
persistieren, oder ob sie einem positiven Selektionsdruck unterliegen und ihnen
maoglicherweise eine regulatorische Funktion innewohnt. Hierzu sollte Uber eine in vitro
Mutagenese eine rpoS Variante erzeugt werden, in der diese raren Codons durch die
entsprechenden hdufigeren rpoD Codons substituiert werden (im weiteren rpoS
Codonmutante genannt). Nachfolgend wurden in in vivo Funktionsanalysen die
Auswirkungen dieser ,,Codon-Optimierung“, sowohl im Kontext einer unter tac
Promotorkontrolle stehenden Plasmid-basierten Codonmutante, als auch im physiologischen
chromosomalen Kontext, untersucht. Dabei stellte sich entgegen der generellen Erwartungen
heraus, dass die vermeintlich ,,optimierte”“ rpoS Codonmutante im Vergleich zum rpoS
Wildtyp sowohl reduzierte Transkript- als auch Proteinmengen aufweist. In nachfolgenden in
vivo RpoS-Protein- und rpoS mRNA Abbaustudien mit Protease- bzw. Ribonuklease-
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defizienten und entsprechenden isogenen Wildtyp-Stammen sollte geklart werden, auf welche
Weise sich der positive Einfluss der raren Codons bei der 6>-Expression auswirkt.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, neue SRNAs zu identifizieren, die an der
translationalen Regulation von rpoS beteiligt sind. Die bereits bekannten SRNAs RprA und
DsrA, welche die rpoS Translation stimulieren, schienen fur die hyperosmotische und
Séurestress-Induktion von ¢ nicht ausschlieRlich verantwortlich zu sein. Ebenso sind sie auch
nicht an der gesteigerten rpoS Translation in einer hns Mutante beteiligt (Zhou und
Gottesman, 2006). Zur ldentifikation potenzieller unbekannter, an der rpoS Translation
mitwirkender, SRNAs wurde eine Strategie gewahlt, die auf der Deep-Sequenzierungsanalyse
von mit Hfg co-immunoprézipitierter RNA basiert, mit hyperosmotischem Stress als RpoS-
induzierende Modell-Stresssituation. Es wurde untersucht, ob solche potenziellen
hyperosmotisch-induzierten sSRNA Kandidaten in einer hns Mutante erhohte
Transkriptmengen aufweisen und somit auch sSRNA Kandidaten fur die gesteigerte rpoS
Translation in H-NS-defizienten Zellen darstellen. Die Rolle dieser neuen SRNA Kandidaten
bei der translationalen Regulation von o° sollte unter anderem durch Verwendung eines
Vektor-basierten RpoS::GFP-Reportgensystems geklart werden. Darliber hinaus sollten fir
die relevanten SRNAs Knockout-Mutanten generiert werden und der Einfluss der Mutationen
auf die o°-Expression unter Osmo- und Séurestressbedingungen studiert werden. Weiterhin
wurde untersucht, ob die Akkumulation und Halbwertszeit der rpoS mRNA in vivo der
stressbedingten Regulation (hyperosmotischer Stress und Sdurestress) unterliegen und ob
SRNAs diese beeinflussen. Da sich wéhrend der Untersuchungen herauskristallisierte, dass
offenbar auch die rpoS Transkription durch hyperosmotischen Stress beeinflusst wird, sollte
geklart werden, welche Regulationsebene hierbei betroffen ist.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien und Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien und Chemikalien wurden von den folgenden
Herstellern bezogen: Amersham Bioscience Europe (Freiburg), AppliChem (Darmstadt),
BioRad (Minchen), Biozym (Hess. Oldendorf), Boehringer- Mannheim (Mannheim), Fluka
(Neu-Ulm), Greiner Bio-One (Frickenhausen), Merck (Darmstadt), Millipore (Schwalbach),
NeolLab (Heidelberg), New England Biolabs (NEB, Frankfurt am Main), Perkin-Elmer
(USA), Promega (Mannheim), Roboklon (Berlin), Riedel de Haen (Selze), Roche
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Qiagen
(Hilden) und VWR International (Darmstadt). Medienzusatze stammen von der Firma Difco
Laboratories (Augsburg). Angaben zu Materialien und Chemikalien, die nicht in der
nachfolgenden Tabelle gelistet sind, finden sich in den entsprechenden Anschnitten im

Methodenteil.

Tabelle 3.1 Verzeichnis der verwendeten Chemikalien und Materialien mit Bezugsquelle

Produkt Hersteller
Acrylamid-Bisacrylamid Roth
Agarose Biozym
Antibiotika Sigma-Aldrich
APS Roth
BCIP Roth
Blotmembranen fur Proteine (Roti-PVDF) Roth
Blotmembranen fir Proteine (Immobilon-FL) Millipore
(bei Fluoreszenz-Immunodetektion)
Blotmembranen fir RNA (Nylonmembranen) Roche
Bromphenolblau Roth
DEPC Roth
DNA-Langenmarker 100 bp; 100 bp extended Roth

DNA-Polymerasen (Vent, Opti-Tag, Phusion)
dNTP / dig-markierte dNTP-Stammldsung
Elektroporationsapparatur

ELISA-Reader (Modell 550)

Fotopapier fir Geldokumentationsanlage

NEB, Eurex (Polen), Biozym
Qbiogene (Heidelberg), Roche
BioRad

BioRad

SEIKO Precision (Hamburg)
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Produkt

Hersteller

Geldokumentationsanlage
Gelelektrophoreseanlagen
Image Phosphor-Platten (Screens)
IPTG

L-[35S]-Methionin
Methylenblau

NanoDrop 2000

NBT

Oligonukleotide

ONPG

PCR-Geréte (Thermocycler)
Phospholmager (FLA-2000G)
Plasmidpréparationskits
polyklonales anti-RpoS Serum
primédre monoklonale Antikérper (anti-Dig,
anti-FLAG anti-GFP)
ProteingroRenstandard
QIAquick Gel Extraction Kit/
PCR Purification Kit
Restriktionsenzyme
Sekundare Antikorper

T4-DNA-Ligase
Temed

X-Gal
Xylencyanol

Alpha Innotech (USA)
Peglab (Erlangen), BioRad
Fuji Photo Film (Japan)
Roth

Amersham Bioscience
Roth

Peglab (Erlangen)
Appli-Chem

Metabion (Martinsried)
Serva

MWG Biotech (Ebersberg)
Fuji Photo Film (Japan)
Qiagen, Analytik Jena
Pineda (Berlin)

Roche, Sigma-Aldrich

NEB
Qiagen

NEB

Dianova Immundiagnostik (Hamburg),
Sigma-Aldrich

NEB

Roth

Appli-Chem

Roth

3.2 Bakterienstamme, Bakteriophagen und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdamme, Bakteriophagen und Plasmide sind im

Folgenden tabellarisch aufgelistet.
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Tabelle 3.2 Bakterienstamme

Stamm Genotyp Referenz

AP252 W3110 dsrA::kan Laborsammlung (A. Possling)

AP254 W3110 hfql::Q (kan) Laborsammlung (A.Possling)

BL321 rnc-,nadB+, purl+ Studier et al., 1975

BL322 rnc+,nadB+, purl+ Studier et al., 1975

F11202 W3110 Laclq lacL8 gInG::Tn5 2202 Fiedler und Weiss, 1995

ER2566 F-A-fhuA2[lonJompTlacZ::T7genelgal NEB
SUlA11A(mcrC-mrr)114::1S10R(mcr-
73::miniTn10-TetS)2R(zgh-210::Tn10)(TetS)
endAl [dem]

GB1000 W3110Alacl-A::scar Laborsammlung

MC4100 E.coli K12 F-araD139 A(argF-lacU) 169 Silhavy et al., 1984
deoC flbB5301 relAl rpsL150 ptsF25 rbsR

MG1655 F-, 2-, iIlvG-, rfb-50, rph-1 Blattner et al., 1997

N3431 lacz43, relAl, spoT1, thi-1, rne-3071 (ts) Goldblum und Apririon, 1981

N3433 lacz43, relAl, spoTl, thi-1 Goldblum und Apririon, 1981

TK11 W3110AlacU169 rpoS::kan diese Arbeit

TK12 W3110AlacU169 [ARS45:glyWleuZ::lacZ] diese Arbeit

TK13 W3110AlacU169 [ARS45:glyU::lacZ] diese Arbeit

TK14 W3110AlacU169 [ARS45:thrUglyT::lacZ] diese Arbeit

TK15 TK12 rpoS::kan diese Arbeit

TK16 TK13 rpoS::kan diese Arbeit

TK17 TK14 rpoS::kan diese Arbeit

TK18 W3110AlacU169 [ARS45:argXproM::lacZ] diese Arbeit

TK19 W3110AlacU169 [ARS45:serVargVYZQ::lacZ] | diese Arbeit

TK20 W3110AlacU169 [ARS45:glyVXY::lacZ] diese Arbeit

TK21 W3110AlacU169 [ARS45:proK::lacZ] diese Arbeit

TK22 TK18 rpoS::kan diese Arbeit

TK23 TK19 rpoS::kan diese Arbeit

TK24 TK20 rpoS::kan diese Arbeit

TK25 TK21 rpoS::kan diese Arbeit

TK34 TK11 clpP::cat diese Arbeit

TK35 TK11 lon::scar diese Arbeit

TK58 TK11 lon::scar rssB::cat diese Arbeit

TK59 TK11 AclpXPlon::cat diese Arbeit

TK60 GB1000 rpoS::Tnl0 diese Arbeit

TK62 GB1000 hfg::FLAG::kan diese Arbeit

TK70 N3431 rne-3071 (ts) rpoS::Tnl0 diese Arbeit
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TK71 N4333 rne+ rpoS::Tnl0 diese Arbeit
TK72 BL321 rnc- rpoS::Tnl10 diese Arbeit
TK73 BL322 rnc+ rpoS::Tnl0 diese Arbeit
TK81 W3110 rpoSCedenmutante diese Arbeit
TK82 GB1000 hns::Tn10 diese Arbeit
TK86 W3110 rprA::kan diese Arbeit
TK88 W3110 rprA::scar diese Arbeit
TK92 W3110 rprA::scar dsrAl::cat arcZ::kan diese Arbeit
TK93 W3110 arcZ::kan diese Arbeit
TK100 W3110 omrAB::kan diese Arbeit
TK108 W3110 dsrAl::cat diese Arbeit
TK123 W3110 hns::Tn10 diese Arbeit
TK124 W3110 hns::Tn10 dsrAl::cat diese Arbeit
W3110 thyA36 deoC2 IN(rrnD-rrnE)I Hayashi et al., 2006
W3110AlacU169 | W3110A(argF-lacU)169 zaj-3053::Tn10 Nichols et al., 1998
Peters et al., 2003

Tabelle 3.3: Bakteriophagen

Lysat

Referenz

ARS45

I:>:|-vir

P1 (W3110 arcZ::kan)

P1 (MC4100 clpP::cat)

P1 (MC4100 AclpXPlon::cat)
P1 (MC4100 dsrA1l::cat)

P1 (W3110 dsrA::kan)

P1 (MC4100 hfgl::Q)

P1 (W3110 hfq::FLAG::kan)
P1 (MC4100 hns205::Tn10)
P1 (MC4100 lon::Tn10)

P1 (W3110 omrAB::kan)

P1 (W3110 rpoS::ccdB::kan)
P1 (MC4100 rpoS::kan)

P1 (MC4100 rpoS359::Tn10)
P1 (MC4100 rprA::kan)

P1 (MC4100 rssB::cat)

Simons et al., 1987
Laborsammlung

diese Arbeit

Maurizi et al., 1990
Laborsammlung

Sledjeski und Gottesman, 1995
Laborsammlung (A. Possling)
Muffler et al., 1996a

diese Arbeit

Dersch et al., 1993

Maurizi et al., 1985

diese Arbeit

diese Arbeit

Bohannon et al., 1991

Lange und Hengge-Aronis, 1991a
Pruteanu, M. Dissertation, FU Berlin, 2003
Muffler et al., 1996¢
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Tabelle 3.4 Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pArcZ pZE12-Derivat mit arcZ Gen (Amp") diese Arbeit

pCAB6 transkriptionaler lacZ-Fusionsvektor (Amp®) | Barembruch und Hengge, 2007

pCP20 FLP-Helferplasmid (temperatursensitive Datsenko und Wanner, 2000
Replikation,temperaturinduzierbare
FLP- Synthese, Amp®, Cm®)

pGImZ pZE12-Derivat mit gImZ Gen (AmpF) diese Arbeit

pJV300 pZE12-Derivat, kodiert 50 Nt Nonsense | Urban und VVogel, 2007
RNA, Kontroll-Plasmid (Amp®)

pKD13 Template-Plasmid fiir Kan®-Kassette Datsenko und Wanner, 2000
(AmpR, Kan®)

pKD45 Template-Plasmid fur CcdB-Toxin- Datsenko und Wanner
Kan"-Kassette (Amp®, Kan®)

pKD46 A Red Helferplasmid (temperatursensitive, Datsenko und Wanner, 2000
Replikation, Amp®)

pPNusG N pRH800-Derivat mit NusG-NTD Laborsammlung (F. Mika)

pOmrA pZE12-Derivat mit omrA Gen (Amp®) diese Arbeit

pOmrB pZE12-Derivat mit omrB Gen (Amp®) diese Arbeit

pRH800 auf pBR322 basierender Klonierungsvektor | Lange und Hengge-Aronis, 1994a
mit induzierbarem tac Promotor (Amp®)

pRL40.1 pRHB800-Derivat, enthélt die rpoS kodierende | Lange und Hengge-Aronis, 1994a

=pRpoS(wt) Sequenz ohne die 5"-UTR (Amp®)

pRpoS120::GFP
pRpoS378:.GFP
pRpoS570::GFP
pRpoS741::GFP
pPRprA

pRyeB
p6S
p6SY

pSgrS
pSUB11

pTK25-3
=pRpoS(codon mt)

pXG-10 mit rpoS (-567 bis +120) (Cm®)
pXG-10 mit rpoS (-567 bis +378) (Cm")
pXG-10 mit rpoS (-567 bis +570) (Cm®)
pXG-10 mit rpoS (-567 bis +741) (Cm®)
(=pJV1001A-T4) Hochkopienvektor
E.coli rprA Gen unter Kontrolle von Py 5o
(Amp®)

pZE12-Derivat mit ryeB Gen (Amp~)
pZE12-Derivat mit ssrS Gen (Amp®)
pZE12-Derivat mit ssrS und

ygfA Genen (Amp®)

pZE12-Derivat mit sgrS Gen (Amp®)
Template-Plasmid fiir FLAG::Kan® Kassette
(3XxFLAG-Epitop) (KanF)

pRL40.1-Derivat mit dem h&ufigen Codon
Allel der punktmutierten rpoS Codonmutante

mit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Urban und Vogel, 2007

Laborsammlung (Dr. C. Pesavento)
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Uzzau et al., 2001

diese Arbeit
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PTK26-1

pTK27-3

pTK28-1

pTK29-1

pTK30-1

pTK31-1

pTK32-3

pXG-1

pXG-10

pZE12-luc

pCABG6-Derivat,

transkriptionale argXproM::lacZ-Fusion
(~202 bis + 23) (AmpF)

pCABG6-Derivat,

transkriptionale glyWleuZ::lacZ-Fusion

(~406 bis + 20) (AmpF)

pCABG6-Derivat,

transkriptionale glyU::lacZ-Fusion

(-299 bis + 21) (AmpF)

pCABG6-Derivat,

transkriptionale serVargVYZQ::lacZ-Fusion
(—400 bis + 21) (AmpF)

pCABG6-Derivat,

transkriptionale proK::lacZ-Fusion

(=349 bis + 21) (AmpF)

pCABG6-Derivat,

transkriptionale thrUglyT::lacZ-Fusion

(~265 bis + 25) (AmpF)

pCABG6-Derivat,

transkriptionale glyVXY::lacZ-Fusion

(~387 bis + 20) (AmpF)
Niederkopien-GFP-Kontrollvektor (pXG-10-
Derivat) mit RBS und ATG zur Expression
von Vollangen-GFP unter Kontrolle von
Pieto (CMF)
Niederkopien-GFP-Fusionsvektor zur
Klonierung der rpoS::gfp-Fusionen unter der
Kontrolle des konstitutiven P\ Promotors
(Cm®)

Hochkopienvektor zur  Klonierung der
SRNAs unter der Kontrolle eines
konstitutiven Py j.co.1 Promotors (Amp®)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Urban und Vogel, 2007

Urban und Vogel, 2007

Urban und Vogel, 2007
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3.3 Medien und Medienzusatze

3.3.1 Flissigmedien

Als reiches Medium wurde Luria-Bertani-Medium (LB) nach Silhavy et al. (1984) und als
Minimalmedium M9 (Miller, 1972) mit 0.1 % Glukose bzw. 0.4 % Glyzerin als
Kohlenstoffquelle verwendet. Im Rahmen einer ,,One-Step*“-Inaktivierung chromosomaler
Gene und der ,,Two-Step“-Mutagenese wurden elektrokompetente Zellen in SOB-Medium
hergestellt und nach der Elektroporation der PCR-Produkte in SOC-Medium (SOB-Medium
supplementiert mit 20mM Glukose) kultiviert (Hanahan, 1983). Zur Herstellung des SOB-
Mediums wurden 20g Bacto-Trypton, 5g Bacto-Hefeextrakt und 0.5 g NaCl in 950 ml Aqua
dest. gelost und anschliefend 10 ml einer 250 mM KCI-L6sung hinzugegeben und der pH-
Wert mit 10 M NaOH auf 7.0 eingestellt und danach das Volumen auf einen Liter aufgefllt.
Nach dem Autoklavieren wurden 10mM MgCl, (Endkonzentration) hinzugegeben. Medium
fiir die Kultivierung von Staphylococcus aureus Cowan I-Zellen wurde nach Kessler (1975
und 1976) hergestellt.

3.3.2 Feste Medien

Zur Verfestigung von Medien wurden zu einem Liter Medium 15 g Agar gegeben,
autoklaviert und je etwa 25 ml in eine sterile Petrischale gegossen.

3.3.3 Medienzusatze

Die in Tabelle 3.5 aufgelisteten Medienzuséatze wurden in hochkonzentrierten (100-1000-
fach) Stammltsungen angesetzt und in der bengtigten Konzentration sowohl den Flissig- als
auch den Festmedien zugesetzt.

Tabelle 3.5: Medienzusatze und deren Konzentration

Medienzusatz Losungsmittel Endkonzentration
Ampicillin H,O 100 pg/ml
Arabinose H,O 10 mM
Chloramphenicol 70% Ethanol 20 pg/ml
Glukose H.0 0.1%
Glyzerin H,0 0.4 %
IPTG H,O 100 uM
Kanamycin H,0 50 pg/ml
Natriumcitrat H,O 20 mM
Rifampicin DMSO 500 ug/ml
Spectinomycin H,O 1.5 mg/mi
Tetracyclin 70% Ethanol 5 ug/ml
X-Gal DMF 30 pg/ml
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3.4 Mikrobiologische Methoden

3.4.1 Sterilisation

Medien und Losungen wurden bei einem Uberdruck von 1 bar fir 20 Minuten bei 120 °C
feucht autoklaviert. Glaswaren wurden 8 Stunden bei 180 °C trocken sterilisiert.
Hitzeempfindliche Ldsungen wurden durch einen Millipore-Filter (Porendurchmesser 0.25
pum) sterilfiltriert.

3.4.2 Aufbewahrung von Bakterienstammen

Fur die langfristige Lagerung von Bakterienstdmmen wurden 930 pl einer in LB-Medium
angezogenen Ubernachtkultur mit 70 pl DMSO versetzt (7% Endkonzentration) und in
Kryorohrchen bei -80 °C tiefgefroren. Fur eine kurzfristige Lagerung von bis zu einer Woche
wurden Bakterienstimme auf Agarplatten bei 4 °C aufbewahrt.

3.4.3 Wachstumsbedingungen

Bakterienstdmme in Flissigkulturen wurden in gut bellfteten Gefalen (maximal 20 %
Fullung) bei 30 °C, 37 °C oder 43 °C bei 250-300 rpm im Schuttelwasserbad (Infors),
Reagenzglasroller oder Schiitteltisch (Infors) kultiviert. Die Vermehrung der Bakterien auf
Agarplatten erfolgte bei 28 °C, 37 °C oder 43 °C im Brutraum oder im Brutschrank.

3.4.4 Bestimmung der Zelldichte in Flissigkulturen

Die Zelldichte in einer Flussigkultur wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) bei
einer Wellenldange von 578 nm (ODs;g) in Photometer (Pharmacia) bestimmt. Als
Nullabgleich (Referenz) diente hierbei das bakterienfreie Medium. Zur Messung der ODs7g
wurden die Bakterienkulturen ab einer ODs7g von 0.3 bzw. 3.0 1:10 bzw. 1:20 in
Wachstumsmedium verdinnt und die entsprechenden Werte (Berlcksichtigung des
Verdlnnungsfaktors) umgerechnet.

3.4.5 Herstellung eines P1-Lysats

Zur Herstellung von P1-Lysaten wurden 5 ml LB-Medium 1:100 mit einer Ubernachtkultur
angeimpft und bei 37 °C bis zu einer ODs7g von 0.3 im Reagenzglasroller kultiviert. Nach
Zugabe von einem Tropfen (10 pl) 1 M CaCl, und 1-2 Tropfen Wildtyp P1,;-Lysats (W3110)
wurden die Phagen-infizierten Zellen fiir 3-8 h bei 37 °C bis zu deren Lyse (LB wird klarer
und Zelltrimmer sichtbar) bei 37 °C inkubiert. Zum Abtoten aller Zellen wurden
anschlieBend 5-10 Tropfen Chloroform hinzugegeben, gevortext und die Suspension fir
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weitere 10 Minuten bei 37 °C im Reagenzglasroller inkubiert. Zur Abtrennung der
Zelltrummer aus dem Uberstand wurde die Suspension danach fiir 10 Minuten bei 4000 g
zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die P1-Phagen mit dem gesamten Genom des Bakterien-
Donorstammes, sowie der eigenen Phagen-DNA, verpackt in Phagenpartikeln. Dieses
Phagenlysat (Uberstand) wurde in sterile Schraubdeckelréhrchen tiberfiihrt, mit 2-3 Tropfen
Chloroform versetzt und im Kuhlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

3.4.6 P1-Transduktion

Unter Transduktion versteht man die Ubertragung von DNA aus einer Donor- in eine
Akzeptorzelle mittels Bakteriophagen. Die Stammkonstruktion durch P1-Transduktion
erfolgte nach Miller (1972 und 1992). Hierbei wurden 5 ml einer in LB-Medium angezogenen
Ubernachtkultur des Akzeptorstammes abzentrifugiert und in 2.5 ml einer 10 mM MgSO,-
Losung resuspendiert. Die Resuspension wurde dann mit 12.5 pl einer 1M CaCl,-Lésung
versetzt und 200 pl oder 500 pl der Zellsuspension mit 1-3 Tropfen P1-Lysat fir 5-10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend mit 1 ml LB-Medium versetzt.
Danach erfolgte die Inkubation der Suspension fir 20 Minuten bei 37 °C im
Reagenzglasroller. Um die Adsorption der Phagen an die Bakterien zu stoppen, wurde die
Suspension mit einem Tropfen 1M Natriumcitrat versetzt und die Transduktionsansétze zur
Selektion der gewunschten Transduktanten auf Agarplatten mit dem entsprechenden
Antibiotikum ausplattiert. Zur Inaktivierung der Phagen enthielten die Agarplatten auch
Natriumcitrat (20 mM Endkonzentration).

3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung von
Proteinen nach ihrer GroRRe in einer Polyacrylamidmatrix. Im Probenpuffer enthaltenes SDS
(Natrium-Lauroylsulfat, engl. ,,sodium dodecyl sulfate), ein anionisches Detergenz, bindet an
Proteine und denaturiert diese und Uberdeckt deren Eigenladungen mit seiner eigenen
negativen Ladung. Dadurch wird ein konstantes Masse-Ladungsverhaltnis geschaffen,
wodurch Proteine ihrer GroRe durch Anlegen eines elektrischen Feldes in einem Gel
aufgetrennt werden. Hierbei wurde im Wesentlichen nach der Methode von Laemmli (1970)
vorgegangen.

Einer wachsenden Bakterienkultur wurde zu einer gewinschten ODszg Proben
entnommen. Hierbei wurde das entnommene Kulturvolumen so gewahlt, dass der
Gesamtproteingehalt 30 ug betrug. Fur die Berechnung der Gesamtproteinmenge gilt dabei
die folgende Beziehung zwischen der ODs7s und der Proteinkonzentration: 1 ml
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Zellsuspension einer ODs7g von 1.0 entspricht 107 pug Gesamtprotein. Zur Herstellung von
Gesamtproteinextrakten aus Proben von in M9-Minimalmedium gewachsenen Kulturen
wurden diese direkt mit 10 % Trichloressigsdure (Endkonzentration) versetzt und fir 20
Minuten auf Eis geféllt. Proben aus LB-Kulturen wurden zundchst kurz abzentrifugiert und in
200 pl 1x Z-Puffer resuspendiert und mit 10 % Trichloressigsaure (Endkonzentration) fir 20
Minuten auf Eis geféllt. Nach der Féallung wurden die Proben fur 10 Minuten bei 4 °C bei
14000 rpm in der Eppendorf Tischzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Pellets mit eiskaltem Aceton gewaschen. Im Anschluss daran wurden die Proben fir weitere
5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abermals verworfen und die Pellets fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet. Nach dem Trocknen wurden das Pellet, je nach gewdinschter
Gesamtproteinkonzentration, in 60 pl bzw. 150 pl 1x Probenpuffer resuspendiert (0.5 pg/pl
bzw. 0.2 pg/pl Gesamtprotein). Nach dem Erhitzen der Proben fir 5 Minuten bei 100 °C
wurden die Proben kurz abzentrifugiert und direkt auf das SDS-Gel aufgetragen oder bis zur
Auftragung bei -20 °C gelagert. Die SDS-PAGE wurde in Mini-PROTEAN II- oder IllI-
Apparaturen (BioRad) durchgefthrt. Hierbei wurde ein 12 %-iges Trenngel mit einem 4 %-
igen Sammelgel Uberschichtet. Von jeder Probe wurden, falls nicht anders vermerkt, 1 pg
Gesamtprotein (Immunodetektion von Plasmid-kodierten Proteinen) bzw. 5 pg Gesamtprotein
(Immunodetektion von endogenen Proteinen) auf das Gel aufgetragen. Nach dem Auftrennen
der Proteine bei 25 mA pro Gel und maximaler Spannung wurden die Gele der Immunoblot-
Analyse (Western-Blot) zugefiihrt.

1x Z-Puffer: 1x Probenpuffer: Elektrophoresepuffer:
0.06M Na;HPO,4.7H,0 0.06 M Tris, pH 6.8 25 mM Tris

0.04M NaH,P04.H,0 2 % SDS 0.19 M Glycin

10 mM KCI 10 % Glyzerin 0.1 % SDS

1 mM MgSO;, 3 % B-Mercaptoethanol

0.05M B-Mercaptoethanol 0.005 % Bromphenolblau

pH 7.0

4 %-iges Sammelgel (Angaben fur 2 Gele):

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

12 %-iges Trenngel (Angaben fir 2 Gele):

2,5 ml Lower Gelbuffer (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
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3.5.2 Immunoblot-Analyse (Westernblot)

Die Westernblot-Analyse (Immunoblotanalyse) ermdglicht den spezifischen Nachweis von
Proteinen. Dazu werden die Proteine nach der Auftrennung in einem SDS-Gel auf eine
Membran transferiert und dort mit einem spezifischen primaren Antikorper zunachst markiert.
Die eigentliche Nachweisreaktion erfolgt dann mit einem sekundaren Antikorper, der gegen
den priméren Antikorper gerichtet ist und entweder mit einem Fluorophor gekoppelt ist, oder
durch Kopplung mit einem Enzym, wie der alkalischen Phosphatase, ein chromogenes
Substrat umsetzt. Dadurch wird das zu detektierende Protein in einer Farbreaktion visualisiert.
Vor dem Proteintransfer wurde die Transfer-Membran zundchst fir 5 Minuten durch
Inkubation in Methanol aktiviert, dann kurz in Wasser und Transblotpuffer geschwenkt und
anschlieend luftblasenfrei auf das SDS-Gel gelegt. Das Gel mit der aufgelegten Membran
wurde dann zwischen zwei in Transblotpuffer getrankten Filterpapieren (Roth) und zwei
Schwammeinheiten gelegt, die Westernblot-Einheit geschlossen und in der Blotapparatur
(Mini-PROTEAN I, BioRad) fixiert. Nach dem Einsetzten eines Kuhlaggregats erfolgte das
eigentliche Blotten fur 1 h bei 100 V und maximaler Stromstérke in kaltem Transblotpuffer.
Im Anschluss daran wurde die Membran flr eine Stunde (oder Uber Nacht) in TBSTM
inkubiert, um eine unspezifische Bindung des Antikorpers zu blockieren. Daran schloss sich
eine einstindige Inkubation des priméaren Antikorpers in TBSTM an (polyklonales anti-RpoS-
Serum 1:10* verdunnt; monoklonale anti-FLAG und anti-GFP Antikoper 1:10° verdunnt).
Darauf erfolgte ein kurzes Schwenken der Membran in TBST, sowie ein dreimaliges
Waschen der Membran fur je 5 Minuten in TBST. Nun wurde die Membran mit dem
sekundéren Antikorper fir eine Stunde in TBSTM inkubiert (fiir RpoS: Cy2-anti-Kanninchen
1:10° verdiinnt, Dianova Immundiagnostik Hamburg; fur FLAG-Epitop und GFP: Ziege-anti-
Maus-1gG-alkalische Phosphatase Konjugat 1:10* verdiinnt, Sigma-Aldrich). Nach erneutem
dreimaligem Waschen fir je 5 Minuten in TBST wurde die mit dem sekundaren Cy2-
Antikorper behandelte Membran direkt mit Hilfe des Fluorescent Image Analyzer FLA-
2000G (Fuji Photo Film Co.) und des Programms Image Reader Version 1.8E gescannt. Die
mit dem sekundaren, alkalische Phosphatase-gekoppeltem, Antikorper behandelten
Membranen wurden zunéchst fur 15 Minuten in AP-Puffer inkubiert und dann durch Zugabe
einer Farbeldsung, die ein chromogenes Substrat enthélt, entwickelt. Gestoppt wurde die
Farbreaktion unmittelbar beim Sichtbarwerden der Banden durch Austausch der Farbelésung
gegen Leitungswasser. Die getrockneten Membranen wurden fotografiert. Mittels des
Programms Image Gauge Version 3.45 (Fuji Photo Film Co.) wurde der Schwarzungsgrad der
Proteinbanden aus den verschiedenen Western-Blots, abziuglich der Schwarzung des
Hintergrundes, quantifiziert.

Transblotpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol

TBST: 20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.05 % Tween-20
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TBSTM: TBST mit 5 % Magermilchpulver
AP-Puffer: 100 mM Tris pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,

Farbeltsung: 10 ml AP-Puffer, 66 pl NBT (50 mg/ml in 70% DMF), 33 pl BCIP (50 mg/ml
in DMF)

3.5.3 In vivo Markierung von Proteinen mit L-[3>S]-Methionin
(,Pulse-Chase“-Experimente) und nachfolgender
Immunoprazipitation zur Bestimmung der RpoS-
Syntheserate in hyperosmotisch gestressten und
ungestressten Zellen

Mittels radioaktiver ,,Pulse-Chase*“-Experimente werden Proteine in vivo durch den Einbau
von L-[**S]-Methionin (Amersham Bioscience) radioaktiv markiert. Durch eine sich
anschlieBende Immunoprézipitation kann so unter anderem die Syntheserate eines Proteins
bestimmt werden (Lange und Hengge-Aronis, 1994a). Dazu wurden die Zellen in M9-
Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin bis zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert, die Kulturen geteilt
und die eine Halfte mit 0.3 M NaCl hyperosmotisch gestresst. 10 Minuten danach wurden den
Kulturen Aliquots entnommen. Dabei wurden je 1 ml Probe in ein steriles Sarstedt-Réhrchen
uberfuhrt und fir die Dauer des Experiments in einem 37 °C Heizblock inkubiert. Die Proben
wurden dann fiir die Dauer von 30 Sekunden mit 10 pCi L-[**S]-Methionin radioaktiv
markiert, gefolgt von einem ,Chase“ mit nicht-radioaktiven Methionin (0.2 mM
Endkonzentration) fiir 20 Sekunden. Sofort danach wurden je 500 ul der Proben in ein
Eppendorf-Reaktionsgefa? mit  vorgelegter  Trichloressigsaure  Gberfiihrt (10 %
Endkonzentration) und fur 20 Minuten auf Eis gefallt. Im Anschluss daran wurden die Proben
fir 10 Minuten bei 4 °C und 14000 rpm in der Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert,
einmal mit Aceton gewaschen und fur 5 Minuten im Heizblock bei 37 °C getrocknet. Das
getrocknete Pellet wurde dann in 30 pl SDS-Puffer resuspendiert, flir 2 Minuten bei 100 °C
erhitzt, mit 970 pl HS-Puffer versetzt und fir weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur und
14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand, welcher die Proteine im solubilisierten Zustand
enthielt, wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefaly Gberfihrt und mit je 60 pl fixierten
Staphylococcus aureus Cowan I-Zellen versetzt und fir weitere 30 Minuten (unter
gelegentlichem Invertieren) auf Eis inkubiert. Die Staphylokokken-Zellen tragen auf ihrer
Oberflache das Fab-bindende Protein A. Die Prédparation des Staphylokokken-Protein A-
Antikorper-Adsorbens erfolgte nach Kesser (1975). Die Inkubation diente der Entfernung von
Proteinen, die unspezifische Bindungen mit den Staphylokokken-Zellen eingehen, um so
potenzielle Hintergrundbanden bei der spateren Autoradiografie zu minimieren. Nach der
Inkubation wurden die Proben fiur 5 Minuten bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand zu 4 pl polyklonalem o°-Antiserum gegeben und iiber Nacht bei 4 °C im
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Kihlschrank inkubiert. Am folgenden Tag konnten die Antigen-Antikérperkomplexe durch
erneute Inkubation mit je 60 ul fixierten Staphylococcus aureus Cowan I-Zellen fir 30
Minuten auf Eis (unter gelegentlichem Invertieren) gebunden werden. Nach einem
Zentrifugationsschritt (5 Minuten bei 4 °C und 14000 rpm) wurden die Pellets nacheinander
in den Staph. Puffern 1-3 gewaschen und anschlieffend in 30 pul 1x Probenpuffer (siehe 3.5.1)
resuspendiert, fiir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur und
14000 rpm abzentrifugiert. AnschlieBend wurden 20 pl des Uberstandes auf einem 12 %
SDS-Gel (siehe 3.5.1) aufgetrennt und das Gel nach dem Lauf auf ein Filterpapier (Schleicher
und Schuell) gelegt, mit Frischhaltefolie abgedeckt und im Vakuumtrockner (BioRad) fir 2
Stunden bei 80 °C getrocknet. Es folgte die Autoradiografie des getrockneten Gels, wobei IP-
Platten (Image Phosphor-Platten, Fuji Photo Film Co.) fur 2-3 Tage aufgelegt wurden. Die
Auswertung der IP-Platten erfolgte mit dem Phospholmager (Fluorescent Image Analyzer
FLA-2000G, Fuji Photo Film Co.) und dem Programm Image Reader Version 1.8E. Zur
Quantifizierung der Banden wurde das Programm Image Gauge Version 3.45 (Fuji Photo
Film Co.) verwendet.

SDS-Puffer: HS-Puffer:
2 % SDS 2 % Triton X-100
50 mM Tris-HCI pH 8.0 50 mM Tris-HCI pH 8.0
1ImM EDTA 150 mM NaCl
0.1 mM EDTA
Staph. Puffer 1: Staph. Puffer 2: Staph. Puffer 3:
1 % Triton X-100 0.1% SDS 50 mM Tris-HCI pH 7.5
1M NacCl 0.5 M LiCl

50 mM Tris-HCI pH 7.5 50 mM Tris-HCI pH 7.5

3.5.4 Nicht-radioaktive Bestimmung der RpoS-Halbwertszeit in
Vivo

Mit dieser Methode I&sst sich die Abbaurate eines Proteins in vivo bestimmen. Dabei wird die
Proteinbiosynthese in einer wachsenden Kultur durch Zugabe eines Translations-
inhibierenden Antibiotikums (wie Spectinomycin) inhibiert. In dieser Arbeit wurde die o°-
Stabilitdt durch Zugabe von 1.5 mg/ml Spectinomycin ermittelt. Unmittelbar vor
Spectinomycin-Zugabe, sowie zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Spectinomycin-Zugabe
wurden Proben enthnommen, aufbereitet und in einem 12 % SDS-Gel aufgetrennt (siehe 3.5.1)
und der Immunoblot-Analyse (siehe 3.5.2) zugefiihrt.
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3.5.5 Hfq co-Immunoprazipitation, cDONA-Synthese und 454
Pyrosequenzierungsanalyse

Zur ldentifikation von unter hyperosmotischen Stress verstarkt akkumulierenden sRNAs, die
potenzielle rpoS Translations-aktivierende sRNAs darstellen, wurde eine Strategie gewahlt,
die auf der Deep-Sequenzierungsanalyse (454 Pyrosequenzierung) von mit Hfg-co-
immunoprazipitierter RNA beruht. Hierbei wurde der Stamm W3110 hfq::FLAG::kan (TK62)
in M9 Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin bis zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert, die Kultur
gesplittet und die eine Halfte mit NaCl versetzt (0.3 M NaCl), die andere ungestresste
Kontrolle mit dem gleichen Volumen an Aqua dest. versetzt. 6 Minuten spater wurden die
Zellen geerntet und eine co-Immunoprézipitation Hfg-assoziierter RNAs mit einem
Aquivalent von je 50 OD Zellen mittels eines anti-FLAG-Antikérpers (Sigma-Aldrich) nach
dem in Pfeiffer et al. (2007) beschrieben Protokoll durchgefiihrt. Die in dieser Arbeit
durchgefuhrte Prozedur wich dabei in folgenden Punkten von der in Pfeiffer et al. (2007)
beschrieben Prozedur ab. Nach dem Gefrieren des Pellets in flissigem Stickstoff wurde dieses
in 1 ml Lyse-Puffer resuspendiert. Anstelle von Aufschluss durch Glaskugelchen erfolgte der
Zellaufschluss durch drei Passagen durch eine French-Press-Zelle (American Instrument
Company) bei 800 psi. Fir die co-Immunoprazipitation wurden zum Uberstand 35 pl anti-
FLAG-Antikorper und anschlieBend 75 pl Protein A-Sepharose-Beads (Sigma-Aldrich)
gegeben. Im Anschluss daran wurden die Beads in 500 pl Lysis-Puffer resuspendiert und die
RNA einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen. Fir eine effizientere Prazipitation von
kleinen RNAs, sowie zum Sichtbarmachen des kleinen RNA-Pellets wurde dem
Féllungsansatz 1 ul Glykogenblau (Ambion) zugefiigt. Zur Verifizierung des Hfq::FLAG
Protein-Pulldowns wurden zum Protein A-Sepharose-Beads-haltigen Phenolrest 1.5 ml
Aceton hinzugefugt, bei -20 °C fir zwei Stunden inkubiert und nach einem 30minitigen
Zentrifugationsschritt (4 °C, 13000 rpm) die Beads zweimal mit Aceton gewaschen,
getrocknet und in 1x Probenpuffer (siehe 3.5.1) geltst. Danach wurden die in 1x Probenpuffer
gelosten Beads fur 5 Minuten bei 99 °C aufgekocht und bei der Input-Kontrolle 0.05 OD
Gesamtprotein, bei der co-1P-Fraktion 2.5 OD Gesamtprotein auf einem 15 %-igen SDS-Gel
aufgetrennt (siehe 3.5.1) und der Immunoblotanalyse mittels eines monoklonalen anti-FLAG-
Antikorpers zugefuhrt (siehe 3.5.2). Die cDNA-Synthese und die Pyrosequenzierung wurden
wie in Berezikov et al. (2006) durchgefiihrt, ohne vor der cDNA-Synthese eine RNA-
GroRenfraktionierung durchzufiihren. Die cDNA-Bibliotheken wurden von der vertis
Biotechnologie AG (Freising) erstellt und am Max-Planck-Institut fir molekulare Genetik
(Berlin) sequenziert. Ein Arbeitsflussschema der Prozedur ist in Abbildung 4.12 dargestellt.
Eine Beschreibung der bioinformatischen Analyse der cDNA-Bibliotheken aus der 454
Pyrosequenzierungsanalyse ist unter 4.4.1 beschrieben.
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3.5.6 Bestimmung der 3-Galaktosidase-Aktivitat

Die spezifische B-Galaktosidaseaktivitat in Zellsuspensionen wurde nach Miller (1972 und
1992) mit o-Nitrophenol-B-D-Galactopyranosid (ONPG) als Substrat bestimmt und in pmol
gespaltenes Substrat pro Minute und mg Zellprotein angegeben. Anders als im Protokoll
beschrieben wurde die optische Dichte bei 578 nm und die Extinktion des
Hydrolyseproduktes o-Nitrophenol bei 405 nm gemessen. Um die spezifische f-
Galaktosidaseaktivitat zu bestimmen wurden einer Kultur Proben entnommen und geeignete
Aliquots mit Z-Puffer auf ein Volumen von 1 ml gebracht. Durch Zugabe von einem Tropfen
0.1 % SDS-Losung und zwei Tropfen Chloroform und 10 Minuten Inkubation wurden die
Zellen aufgeschlossen. Anschliefend wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von
200 ul ONPG (4mg/ml) gestartet und bei bereits leicht eintretender Gelbfarbung sofort mit
0.5 ml 1M NaCO; abgestoppt. Danach wurden die Reaktionsansdtze fur 10 Minuten
abzentrifugiert und 333 pl des Uberstandes in eine 96-Well Mikrotiterplatte tberfiihrt und die
Extinktion bei 405 nm im Mikrotiterplatten-Lesegerat (BioRad, Modell 550) gemessen. Als
Referenz fungierte ein Testansatz, der nur Z-Puffer anstelle der Zellsuspension enthielt. Die
spezifische Aktivitét eines Enzyms ist per Definition die umgesetzte Stoffmenge pro Zeit und
Menge an Protein. Aus dem Lambert-Beerschen-Gesetz (AE =Ace de ¢ ) lasst sich die Formel
fiir die spezifische B-Galaktosidaseaktivitét herleiten, wenn man davon ausgeht, dass bei einer
ODs7g von 1.0 in 1 ml Zellsuspension 0.107 mg Protein enthalten sind.

Spezifische B-Galaktosidase-Aktivitat [mol/min/mg Protein]
= An/ (At/ Mprotein)
=V/ (8 ° Cp) ° [AE405/ (At *Vge OD578)]

=3,38 ¢ E405/ (At Vg OD573)

Ac = Konzentrationsanderung

d = Schichtdicke der Kivette [cm]

¢ = Extinktionskoeffizient von o-Nitrophenol bei 405 nm; ¢ = 4860 M-1 cm-1
An = Anderung der Stoffmenge

Merotein = Proteingehalt [mg]

V = Endvolumen des Testansatzes (1,7 ml)

Cp = Gesamtproteingehalt einer Bakteriensuspension bei OD578 = 1 =~ 0,107 mg/ml
AE 405 = Extinktionséanderung bei 405 nm

At = Reaktionszeit [min]

Vg = Volumen der eingesetzten Bakteriensuspension [ml]

ODs7g = optische Dichte der Bakteriensuspension bei 578 nm
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3.6 Molekularbiologische Methoden

3.6.1 Praparation von chromosomaler und Plasmid-DNA

Die Préparation von Plasmid-DNA erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma
Qiagen nach Angaben des Herstellers. Chromosomale DNA wurde mit dem QlAamp DNA
Mini Kit nach den Angaben des Herstellers (Qiagen) aufgereinigt. DNA wurde bei -20 °C
aufbewahrt.

3.6.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA und
RNA

Die Konzentrationen von Nukleinsaureldsungen wurden in einem NanoDrop 2000
Spektralphotometer (Peglab, Erlangen) bei einer Wellenldnge von 260 nm (Ezg) mit nur 1 pl
Nukleinsaurelésung gemessen. Als Referenz dient dabei das Losungsmittel (Wasser), indem
die Nukleinsauren geltst waren. Fir die Berechnung der Nukleinsaurekonzentrationen wurde
dabei folgende vereinfachte Beziehung zugrundegelegt:

1 Ezg0 = 50 pg/ml fur doppelstrangige DNA
1 Ezeo =40 ug/ml fir RNA

Zur Kontrolle der Reinheit von Nukleinsaurelésungen wurden Spektren im
Wellenlangenbereich von 230 nm bis 280 nm aufgenommen. Der Quotient der
Extinktionswerte bei 260 und 280 nm (E2s0/Ezs0) ist ein MaR fur die Reinheit einer
Nukleinsaureldsung. Fur reine Proben sollte der Quotient zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
Kontaminationen durch Proteine oder Phenol flihren zu deutlich geringeren Werten.

3.6.3 Agarosegelelektrophorese

DNA-Proben aus Restriktionshydrolysen (Restriktionsenzymverdaus) bzw. PCR-Ansatzen
wurden mit Gelauftragungspuffer versetzt (1x Endkonzentration) und in Anh&ngigkeit von
der Lange der jeweiligen DNA-Fragmente in 0.8-1.2 %-igen Agarosegelen (in 1x TAE-
Puffer) bei einer Stromstarke von 80-100 mA elektrophoretisch aufgetrennt. Als Laupuffer
diente 1x TAE-Puffer. Zur Identifikation der FragmentgroBen wurde ein DNA-
Grolenstandard, wie 100 Bp DNA-Marker (Roth) und 100 Bp extended DNA-Marker (Roth),
mit aufgetragen. Nach dem Gellauf wurde die DNA durch Féarbung 15minitige des Gels im
Ethidiumbromidbad (0.5 pg/ml in Aqua dest.) und anschlielende UV-Licht Exposition
sichtbar gemacht.

55



56

Material und Methoden

Gelauftragungspuffer (6x): 50x TAE-Stammldsung:

0.25 % Bromphenolblau 242 g Tris

0.25 % Xylencyanol 57.1 ml Eisessig

30 % Glyzerin 100 ml 0.5 M EDTA pH 8.0

in 1x TAE mit deionisiertem Wasser auf 1 | auffillen

3.6.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR-Reaktionen zur spezifischen Amplifikation von DNA-Bereichen wurden nach
Standardprotokollen durchgefuhrt (Sambrook et al., 1989). Als DNA-Polymerasen fir
praparative PCRs wurden die Vent-Polymerase (NEB) und die Phusion-Polymerase
(Biozym), fir Kontroll-PCRs die Opti-Tag-Polymerase (Eurex) nach den Angaben des
Herstellers eingesetzt. Die Oligonukleotide (Primer) wurden von Metabion (Martinsried)
bezogen. Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 3.6.3) analysiert
und fur préaparative Zwecke (z.B. Klonierungen) mit Hilfe des Gelextraction Kit (Qiagen)
nach den Angaben des Herstellers aus Agarosegelen gereinigt.

3.6.5 Transformation

Unter Transformation versteht man die Ubertragung von DNA in Bakterienzellen. Die
Retransformation von gereinigten Plasmiden in die gewiinschten Rezipientenstamme erfolgte
mit Hilfe der TSS-Transformation (Chung et al., 1989). DNA aus Ligationsansatzen, sowie
DNA (PCR-Fragmente) fiir die homologe Rekombination in das Chromosom, wurde durch
Elektroporation (Calvin und Hanawalt, 1988) in entsprechend kompetente Zellen (F11202,
ER2566; W3110 pKD46) Ubertragen. Elektrokompetente Zellen wurden nach dem Protokoll
von Sambrook et al. (1989) hergestellt. Die Selektion fur das jeweilige Plasmid bzw. fir
rekombinierte DNA erfolgte durch das Ausplattieren auf Antibiotika-Selektionsplatten.

3.6.6 Klonierung

Grundsétzlich wurde bei der Klonierung von Plasmid-DNA nach Standardprotokollen
vorgegangen  (Sambrook et al., 1989). Restriktionshydrolysen erfolgten  mit
Restriktionsenzymen der Firma NEB nach den Angaben des Herstellers. Verdaute Plasmid-
DNA-Fragmente, oder verdaute PCR-Produkte wurden in der Regel mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers gereinigt. Zur Ligation wurden 7
pl verdaute Insert-DNA, 1 pl verdaute Plasmid-DNA, 1 pl 10x T4 DNA-Ligase-Puffer und 1
pl T4-Ligase (1 WU) (NEB) zusammenpipettiert und Gber Nacht bei 12 °C (von Fall zu Fall
auch bei 4 °C), oder fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran
wurden die Ligationsansatze durch Elektroporation (siehe 3.6.5) in kompetente Zellen
transformiert. Klonierte Plasmid-DNA-Konstrukte wurde anschliefend durch Sequenzierung
(AGOWA, Berlin) verifiziert.
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3.6.7 Konstruktion von Plasmiden

3.6.7.1 Konstruktion der rpoS Codonmutante

Fur die gerichtete Mutagenese in rpoS beim Austausch der selteneren Codons durch die
héaufigeren rpoD Codons wurde nach der Zweischritt-PCR-Mutagenese (,,four-primer two-
step“-PCR) nach Becker und Hengge-Aronis (2001) vorgegangen. Hierbei tragen die
,externen™ Primer (ECORI N rpoS und Hindlll C rpoS) die EcoRI/Hindlll-Schnittstellen. Die
»internen® Primer enthalten jeweils die Punktmutationen fiir den Austausch der selteneren
Codons durch die haufigeren rpoD Codons in der Mitte ihrer Sequenz. Alle Primer sind in
Tabelle 3.6 aufgelistet (mit dem jeweiligen internen ,,forward* Primer an oberster Stelle eines
Primerpaares, sowie der zu austauschenden Base fett hinterlegt). Als Template fur den ersten
PCR-Schritt fungierte dabei das Plasmid pRL40.1 (Lange und Hengge-Aronis, 1994a). Die
Prozedur wurde dabei mehrfach wiederholt, um die betreffenden Codons in rpoS
nacheinander auszutauschen. Das jeweils resultierende punkmutierte rpoS Fragment wurde
mit EcoRI und Hindlll verdaut und in den ebenso verdauten pRL40.1 Vektor kloniert. Das
pRL40.1 Derivat mit den ausgetauschten 11 synonymen Codons wurde pRpoS(codon mt)
(=pTK25-3) genannt.

Tabelle 3.6: Oligonukleotide fur die Herstellung der rpoS Codonmutante (pRpoS(codon mt))

Primername Primersequenz
EcoRI N rpoS 5 -GGAAACAGAATTCGGCGGAACCAGG-3'
5 -GCCAAAACAGCCAAGCTTAATTACC-3
Hindlll C rpoS
S47 TCG >TCC 5 -CCGAAGAGGAACTGTTATCCCAGGGAGCCACACAGCG-3
5 -CGCTGTGTGGCTCCCTGGGATAACAGTTCCTCTTCGG-3
G86 GGA > GGT 5 -CGCGCACTGCGTGGTGATGTCGCCTCTCGC-3
5 -GCGAGAGGCGACATCACCACGCAGTGCGCG-3
G126 GGG > GGT 5 -CGAAGAGGGCAACCTGGGTCTGATCCGCGCGG-3
5 -CCGCGCGGATCAGACCCAGGTTGCCCTCTTCG-3
S143TCA > TCC 5 -CGTGGTTTCCGCTTCTCCACCTACGCAACCTGGTGG-3
T144 ACA > ACC 5 -CCACCAGGTTGCGTAGGTGGAGAAGCGGAAACCACG-3
R156 CGG > CGC 5 -CGCCAGACGATTGAACGCGCGATTATGAACC-3'
5 -GGTTCATAATCGCGCGTTCAATCGTCTGGCG-3'
R180 CGA > CGT 5 -GCTGAACGTTTACCTGCGTACCGCACGTGAGTTGTCC-3'
5 -GGACAACTCACGTGCGGTACGCAGGTAAACGTTCAGC-3'
P193 CCA > CCG 5 -GCTGGACCATGAACCGAGTGCGGAAGAGATCGC3
5 -GCGATCTCTTCCGCACTCGGTTCATGGTCCAGC-3"
P205 CCA > CCG 5 -GCAACTGGATAAGCCGGTTGATGACGTCAGCC-3
5 -GGCTGACGTCATCAACCGGCTTATCCAGTTGC-3"
S221TCG > TCC 5 -CGAGCGCATTACCTCCGTAGACACCCCGCTGG-3
5 -CCAGCGGGGTGTCTACGGAGGTAATGCGCTCG-3
R277 CGA > CGT 5 -GCGTGAAGTGCTGGCACGTCGTTTCGGTTTGCTGGG-3
5 -CCCAGCAAACCGAAACGACGTGCCAGCACTTCACGC-3
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3.6.7.2 Klonierung der transkriptionalen tRNA::lacZ-Fusionen

Fur die Konstruktion der tRNA::lacZ-Fusionen wurde der fir die Herstellung von
transkriptionalen lacZ-Reportergenfusionen konzipierte Vektor pCAB6 (Barembruch und
Hengge, 2007) verwendet. Dabei wurden uber eine PCR DNA-Fragmente amplifiziert, die
meist etwa 200-400 Bp der vor dem Strukturgenbereich des jeweiligen tRNA-Operon
lokalisierten Sequenzen, sowie die ersten 20-25 Bp des tRNA-Operon Strukturgenbereich
enthielten (siehe Tab. 3.4). Diese Fragmente wurden mit den Restriktionsenzymen BamHlI
und Hindlll verdaut und in den ebenso geschnittenen pCABG6 Vektor kloniert. Die fir die
PCR-Amplifikation verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 3.7 aufgelistet.

Zur Klonierung der transkriptionalen argXproM::lacZ-Fusion wurde ein 225 Bp
groRes Fragment mit den Primern BamHI argXproM forward und Hindlll argXproM reverse
und chromosomaler DNA (MC4100) als Template amplifiziert. Das resultierende Plasmid
wurde als pTK26-1 bezeichnet.

Zur Klonierung der transkriptionalen glyWleuZ::lacZ-Fusion wurde ein 426 Bp grolRes
Fragment mit den Primern BamHI glyWleuZ forward und Hindlll glyWleuZ reverse und
chromosomaler DNA (MC4100) als Template amplifiziert. Das resultierende Plasmid wurde
als pTK27-3 bezeichnet.

Zur Klonierung der transkriptionalen glyU::lacZ-Fusion wurde ein 320 Bp grol3es
Fragment mit den Primern BamHIl glyU forward und Hindlll glyU reverse und
chromosomaler DNA (MC4100) als Template amplifiziert. Das resultierende Plasmid wurde
als pTK28-1 bezeichnet.

Zur Klonierung der transkriptionalen serVargVYZQ::lacZ-Fusion wurde ein 521 Bp
grolRes Fragment mit den Primern BamHI serVargVYZQ forward und Hindlll serVargVYZQ
reverse und chromosomaler DNA (MC4100) als Template amplifiziert. Das resultierende
Plasmid wurde als pTK29-1 bezeichnet.

Zur Klonierung der transkriptionalen proK::lacZ-Fusion wurde ein 370 Bp grol3es
Fragment mit den Primern BamHI proK forward und Hindlll proK reverse und
chromosomaler DNA (MC4100) als Template amplifiziert. Das resultierende Plasmid wurde
als pTK30-1 bezeichnet.

Zur Klonierung der transkriptionalen thrUglyT::lacZ-Fusion wurde ein 290 Bp groles
Fragment mit den Primern BamHI thrUglyT forward und Hindlll thrUglyT reverse. Das und
chromosomaler DNA (MC4100) als Template amplifiziert. Das resultierende Plasmid wurde
als pTK31-1 bezeichnet.

Zur Klonierung der transkriptionalen glyVXY::lacZ-Fusion wurde ein 407 Bp grof3es
Fragment mit den Primern BamHI glyVXY forward und BamHI glyVXY forward und
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chromosomaler DNA (MC4100) als Template amplifiziert. Das resultierende Plasmid wurde
als pTK32-3 bezeichnet.

Tabelle 3.7 Oligonukleotide fiir die Konstruktion der verschiedenen tRNA::lacZ-Fusionen
Primername Primersequenz
BamHI argXproM forward 5 CGCGGATCCGCGTATGTCGCTGTTTGTTGGC3
HindlIl argXproM reverse 5 CCCAAGCTTCTATCCAGCTGAGCTACGGGCY
BamHI glyWleuZz forward 5 CGCGGATCCTGGATTGGGAAAGTGAAAACCY
Hindlll glyWleuZ reverse 5 CCCAAGCTTACCAACTGAGCTATTCCCGC3
BamHI glyU forward 5 CGCGGATCCTGGTAAATAATGGGCAAAGCGTGAAGGY
HindIll glyU reverse 5" CCCAAGCTTCTACCATTGAACTACGCCCGCY
BamHI serVargVYZQ forward 5 CGCGGATCCCAGCAGTCCAGTTACTAATCY
Hindlll serVargVYZQ reverse 5" CCCAAGCTTCAGCCTCTCGGCCACCTCACCY
BamHI proK forward 5 CGCGGATCCGGCCAATGCGCAGGCGTTTGCGY
Hindlll proK reverse 5" CCCAAGCTTACCAGGCTGCGCCAATCACCGY
BamHI thrUglyT forward 5" CGCGGATCCAGGAAGCTATCGTTGAAAAGCY
HindIll thrUglyT reverse 5 CCCAAGCTTGCTCTACCTACTGAGCTAAGTCGGY
BamHI glyVXY forward 5" CGCGGATCCACTACCGTTATCTCGATGTCAGCY
HindIll glyVXY reverse 5 CCCAAGCTTACCAACTGAGCTATTCCCGC3
3.6.7.3 Klonierung der translationalen rpoS::gfp-Fusionen
Als Standardvektor fur die Klonierung der translationalen rpoS::gfp-Fusionen diente pXG-10
(Urban und Vogel, 2007). Die Konstruktion der Fusionen erfolgte dabei wie in Urban und
Vogel (2007) beschrieben. Hierbei wurden tber eine PCR, mit chromosomaler DNA (W3110)
als Template, DNA-Fragmente amplifiziert, welche die komplette rpoS 5-UTR (ausgehend
vom rpoSp;-Transkriptionsstart), sowie kodierende rpoS ORF-Sequenzen unterschiedlicher
Lange kodieren. Diese Fragmente wurden mit den Restriktionsenzymen BfrBl und Nhel
verdaut und in den ebenso geschnittenen pXG-10 Vektor kloniert. Als Sense-Oligonukleotid
(,forward* Primer) fungierte dabei bei allen PCR-Amplifikationen das Oligonukleotid
rpoS::gfp BfrBI fw. Eine Liste der verwendeten Oligonukleotide ist in Tabelle 3.8 aufgefiihrt.
Tabelle 3.8 Oligonukleotide fur die Klonierung der verschiedenen rpoS::gfp-Fusionen
Primername Primersequenz Plasmid
rpoS::gfp BfrBI fw 5 ATACTGAGCACATGCATGGGTGAACAGAGTGCTAACA 3 siehe unten

rpoS120::gfp Nhel rev

5GTTTTTTGCTAGCCAAATCGTTATCACTGG 3

PRp0S120::GFP

rpoS378::gfp Nhel rev

5 GTTTTTTGCTAGCCCCCAGGTTGCCCTCTTCG ¥

pRp0S378::GFP

rpoS570::gfp Nhel rev

5 GTTTTTTGCTAGCGTCCAGCTTATGGGACAAC 3

pRp0S570::GFP

rpoS741::gfp Nhel rev

5 GTTTTTTGCTAGCTTCCGGACCGTTCTCTTTTTCATCG 3

PRpOS741::GFP
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3.6.7.4 Klonierung der sRNA-Vektoren

Alle in dieser Arbeit konstruierten SRNA-Plasmide basieren auf dem Plasmid pZE12-luc und
wurden nach dem Protokoll von Urban und VVogel (2007) generiert. Die verschiedenen SRNAS
wurden hierbei, von ihrem Transkriptionsstart (+1) ausgehend, mit einem 5" -Monophosphat
modifizierten ,,forward* Primer und einem eine Xbal-Schnittstelle tragenden ,,reverse* Primer
uber eine PCR mit genomischer DNA (W3110) als Template amplifiziert. Als Plasmid-
Rickgrat fur die Klonierung fungierte hierbei das, mit den Primern PLlacoB und PLlacoC
uber eine PCR mit pZE12-luc und durch anschlieRenden Xbal-Verdau generierte 2.2 Kb-
Fragment. Nach dem Xbal-Verdau der amplifizierten SRNA-Fragmente wurden diese in das
ebenso geschnittene, auf pZE12-luc basierende, 2.2 Kb-Fragment ligiert. Die Primer flr die
verschiedenen sRNA-Plasmid-Klonierungen sind in Tabelle 3.9 aufgefihrt.

Tabelle 3.9: Oligonukleotide fur die Herstellung der verschiedenen sRNA-Vektoren

Primer Primersequenz Plasmid
pZE ArcZ fw 5p GTGCGGCCTGAAAAACAGTGCTGTGC &
pZE ArcZ Xbal rev 5 GCTCTAGAGAAAGCGTGGGTGGCAAAAGCCAC ¥ PArcZ
pZE GImZ fw 5p GTAGATGCTCATTCCATCTCTTATGTTCGC 3
pZE GImZ Xbal rev 5" GCTCTAGACCTCCGGGGCCTTCCTGATAC ¥ pGImz
pZE OmrA fw 5p CCCAGAGGTATTGATTGGTGAGATTATTCGG 3 pOMrA
pZE OmrA Xbal rev 5" GCTCTAGAGCGACAGTAAATTAGGTGCG 3
pZE OmrB fw 5 p CCCAGAGGTATTGATAGGTGAAGTCAACTTC 3 oOmrB
pZE OmrB Xbal rev 5 GCTCTAGAGTTACAGATTGATGACCGGC 3
pZE 6S fw 5p ATTTCTCTGAGATGTTCGCAAG 3
pZE 6S Xbal rev 5 GCTCTAGAGAATCTCCGAGATGCCGCC 3 pes
pZE 6S fw 5p ATTTCTCTGAGATGTTCGCAAG 3
pZE 6S+Y Xbal rev 5 GCTCTAGACTTACCACTCCCAGACTTTCGACG 3 pos+Y
pZE SgrS fw 5 p GATGAAGCAAGGGGGTGCCCCATGCGTCAG 3
pZE SgrS Xbal rev | 5" GCTCTAGATTTAGCGCGGCGAGAATAAAAAAAAC 3 PSQrs
PLlacOB 5" CGCACTGACCGAATTCATTAA S 2.2 Kb
PLlacoC 5GTGCTCAGTATCTTGTTATCCG 3 Fragment

3.6.8 Kreuzung der transkriptionalen lacZ-Fusionen in das
Chromosom von E. coli

Die verschiedenen klonierten tRNA::lacZ-Fusionsplasmide (siehe Tabelle 3.7) wurden nach
dem Protokoll von Simons et al. (1987) durch in vitro Rekombination auf den Phagen ARS45
ubertragen. Der Transfer basiert auf einer doppelten homologen Rekombination der Phagen-
Gene bla” und lacZ” mit den auf den Fusionsplasmiden divergent orientierten bla und lacZ
Genen. Durch die Integration (Lysogenisierung) des Phagen an der att(1)-site des Stammes




Material und Methoden

W3110AlacU169 wurde die jeweilige Fusion stabil ins Chromosom gekreuzt. Uber einen
PCR-Test auf Einzellysogenie (Powell et al., 1994), konnte eine mehrfache Integration des
Phagen ins Chromosom ausgeschlossen werden.

3.6.9 Herstellung der arcZ-, omrA- und omrB-Mutanten uber
eine ,One-Step“-Inaktivierung

Die arcZ-, omrA- und omrB-Deletionsmutanten wurden nach der Methode der ,,One-Step“-
Inaktivierung von chromosomalen Genen nach Datsenko und Wanner (2000) generiert. Diese
Methode basiert auf der Substitution chromosomaler Gene durch Antibiotika-
Resistenzkassetten iber homologe Rekombination. Fur die Amplifizierung der kan-Kassette
zur Konstruktion der arcZ::kan Mutante wurden die Primer ArcZ pKD13 fw und ArcZ
pKD13 rev (siehe Tab. 3.10) verwendet. Als Matrize fir die PCR-Reaktion diente das
Plasmid pKD13. Damit wird die vollstandige transkribierte Sequenz von arcZ durch die kan-
Kassette ersetzt. Zur PCR-Amplifikation der kan-Kassette flr die Herstellung der omrA omrB
Doppelmutante (die Gene fur diese SRNAs sind unmittelbar einander benachbart) wurden die
Primer OmrAB pKD13 fw und OmrAB pKD13 rev (siehe Tab. 3.10) mit dem Vektor pKD13
als Matrize verwendet. Dadurch wird die vollstandige transkribierte Region der beiden
SRNAs durch eine kan-Kassette substituiert. Die PCR-Produkte fur die Herstellung aller
Deletionsmutanten wurden durch Elektroporation in den Stamm W3110 transformiert, der die
pKD46 Plasmid-kodierte ARed-Rekombinase zur homologen Rekombination der PCR-
Produkte exprimiert. Die korrekte Insertion der Antibiotikakassetten an den Genloki wurde
uber eine Test-PCR verifiziert, indem die Primer ArcZ loc Test fw und ArcZ loc Test rev fiir
die arcZ::kan mutante, sowie die Primer OmrAB loc Test fw und OmrAB loc Test rev fr die
omrAB::kan Doppelmutante, jeweils in Kombination mit den Testprimern k1 und k2
(Datsenko und Wanner, 2000) verwendet wurden. Um andere unerwinschte
Rekombinationsereignisse in den hergestellten Mutanten ausschlie3en zu kdnnen, wurde von
den beiden Mutanten jeweils ein P1-Lysat hergestellt (siehe 3.4.5) und die arcZ::kan und die
omrAB::kan Mutationen durch P1-Transduktion (siehe 3.4.6) erneut in den W3100-Stamm
transduziert. in Die resultierenden Stamme wurden TK93 (W3100 arcZ::kan) und TK100
(W3110 omrAB::kan) benannt.

Tabelle 3.10: Oligonukleotide fir die Konstruktion der Deletionsmutanten
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Primername Primersequenz
ArcZ pKD13 fw 5 CACATTTAACTGATTCATGTAACAAATCATTTAAGTTTTGGTGTAGGC
TGGAGCTGCTTC &
ArcZ pKD13 rev 5 GTAGAAGTGCTGAAAGCGTGGGTGGCAAAAGCCACTAAAAAAATTC
CGGGGATCCGTCGACC 3

OmrAB pKD13 fw 5 GCGAAACGCTGTTGCGATTGACCGCTGGTGGCGTTTGGCTTCAGGTT
GCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 3
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OmrAB pKD13 rev

5 CGCGAGCGACAGTAAATTAGGTGCGAAAAAAAACCTGCGCATCCGC
GCAGGTTATTCCGGGGATCCGTCGACCY

ArcZ loc Test fw
ArcZ loc Test rev

5 GGTACGCATCACACATTTAACTG 3
5 GTGCTGAAAGCGTGGGTGGC 3

OmrAB loc Test fw
OmrAB loc Test rev

5 GATTGCAAACCTTTGGTTACAC 3
5 GTAAAAGCGAATGGAGGGAG 3

3.6.10 Elimination der kan-Kassette in der rprA::kan Mutante

Zur Herstellung der rprA dsrA arcZ Tripelmutante (TK92) tiber P1-Transduktion (siehe 3.4.6)
musste die kan-Kassette im Stamm W3110 rprA::kan (TK86) der zuvor Uber eine ,,One-
Step“-Inaktivierung hergestellten rprA::kan Mutante (Stammsammlung AG Hengge)
eliminiert werden. Dies geschah durch die temperatursensitive Expression der FLP-
Rekombinase vom Plasmid pCP20 (Datsenko und Wanner, 2000). Der resultierende Stamm
wurde mit TK88 (W3110 rprA::scar) bezeichnet.

3.6.11 Herstellung eines Stammes mit chromosomalen 3xFLAG-
getaggten Hfq

Um einen Stamm mit einem chromosomalen Hfg-(3X)FLAG-Tag-Epitop fir die co-
Immunoprézipitation von Hfg-assoziierten RNAs mittels eines anti-FLAG-Antikorpers zu
generieren, wurde nach dem Protokoll von Uzzau et al. (2001) vorgegangen. Diese Prozedur
ist eine Modifikation der ,,One-Step“-Inaktivierung nach Datsenko und Wanner (2000). Dabei
wurde mit den Primern hfg::FLAG::kan fw und hfq::FLAG::kan rev (siehe Tab. 3.11) mit dem
Plasmid pSUB11 als Template ber eine PCR eine 3XFLAG-Epitop-kodierende Sequenz
zusammen mit einer kan-Kassette amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde dann durch
Elektroporation in den Stamm GBZ1000 transformiert, der die pKD46 Plasmid-kodierte ARed-
Rekombinase zur homologen Rekombination des PCR-Produkts exprimiert. Das 3xFLAG-
Epitop mit der kan-Kassette wurde dabei C-Terminal zwischen der letzten Aminosaure von
Hfq und dessen Stop-Codon im Leseraster integriert. Die korrekte Insertion der 3xFLAG-kan-
Kassette wurde zum einen (ber eine Test-PCR verifiziert, in welcher die Genlokus-
spezifischen Primer Test Hfg fw und Test Hfq rev (Tab. 3.11) miteinander und in
Kombination mit den Primern k1 und k2 (Datsenko und Wanner, 2000) verwendet wurden.
Zum anderen wurde mit den Genlokus-spezifischen Primern ein PCR-Produkt generiert, das
die gesamte hfq kodierende Sequenz zusammen mit dem FLAG-Epitop enthélt. Das PCR-
Produkt wurde anschlieBend durch die Firma AGOWA (Berlin) mittels des Primers pSUB11
reverse (Tab. 3.11) sequenziert, wodurch die korrekt Insertion des FLAG-Epitops verifiziert
werden konnte. Um andere unerwiinschte Rekombinationsereignisse im hergestellten
hfg::FLAG::kan Stamm ausschlief3en zu kdnnen, wurde vom letzteren ein P1-Lysat hergestellt
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(siehe 3.4.5) und das hfq::FLAG::kan Konstrukt durch P1-Transduktion (siehe 3.4.6) erneut in
den GB1000-Stamm transduziert. Der resultierende Stamm GB1000 hfg::FLAG::kan wurde
als TK62 bezeichnet.

Tabelle 3.11: Oligonukleotide zur Herstellung des GB1000 hfq::FLAG::kan Stammes

Primername Primersequenz
hfg::FLAG::kan fw 5 GCAGAATACTTCCGCGCAACAGGACAGCGAAGAAACCGAAGACTAC
AAAGACCATGACGG ¥
hfq::FLAG::kanrev | 5 ATCGCTGGCTCCCCGTGTAAAAAAACAGCCCGAAACCTTACCATATG
AATATCCTCCTTAG 3
Test Hfq fw 5 GGTTGTTGGTGCTATCGCAGGCTGAATG 3
Test Hfq rev 5" CACCAGCATCATAACGGTCAAACAAGCY
pSUB11 , ,
5" CCTTGCGCCCTGAGTGCTTGCGGCAGC3
FLAG reverse

3.6.12 Herstellung der chromosomalen rpoS Codonmutante

Um das chromosomale rpoS-Wildtypallel mit den selteneren Codons durch das punktmutierte
héufige Codon-Allel zu ersetzten, wurde nach einer von Datsenko und Wanner entwickelten
,, Two-Step“-Mutagenese, die auf einer modifizierten ,,One-Step“-Inaktivierung (Datsenko
und Wanner, 2000) basiert, vorgegangen (B. Wanner, personliche Kommunikation). Hierzu
wurde ein Fragment des Plasmids pKD45, das fur eine Kanamycin-Resistenzkassette und ein
CcdB-Toxin unter der Kontrolle eines Rhamnose-induzierbaren Promotors kodiert, mit den
Primern rpoS codMT pKD45 fw und rpoS codMT pKD45 rev (siehe Tab. 3.12) amplifiziert.
Diese Oligonukleotide tragen nicht-komplementére Extensionen, die homolog zu den
stromauf- und abwarts lokalisierten Bereichen in rpoS sind, die die Region mit den selteneren
Codons in pRpoS(codon mt) (=pTK25-3) flankieren. Das resultierende DNA-Fragment wurde
durch Elektroporation in den Stamm W3110 transformiert, der die pKD46 Plasmid-kodierte
ARed-Rekombinase zur homologen Rekombination des PCR-Produkts exprimiert. Im
Anschluss daran wurde die rpoS::kan/ccdB-Region innerhalb dieses Stammes durch den
punktmutierten rpoS ORF ersetzt, der die seltenen zu haufigeren Codon-Substitutionen
enthdlt. Dieses punktmutierte rpoS ORF-Fragment wurde (ber eine PCR mit den Primern
rpoS loc fw und rpoS loc rev (Tab. 3.12) und dem Plasmid pRpoS(codon mt) als Template
generiert. Das resultierende DNA-Fragment wurde durch Elektroporation in die
rpoS::kan/ccdB-Mutante transformiert, welche die pKD46 Plasmid-kodierte ARed-
Rekombinase zur homologen Rekombination des PCR-Produkts exprimiert. Entsprechende
Transformanden wurde auf ihre Fahigkeit hin selektiert, auf M9-Minimalmedium-Agarplatten
mit Rhamnose zu wachsen (um auf den Verlust des ccdB Toxingens hin zu selektieren). Mit
den Primern rpoS loc fw und rpoS loc rev wurde von der DNA von positiven Klonen ein rpoS
Fragment (ber eine PCR amplifiziert und dieses Fragment, zur Verifikation der




64

Material und Methoden

chromosomalen rpoS Codonmutante, mit den Primern rpoS 25-3 fw und rpoS 25-3 rev (Tab.
3.12) sequenziert (AGOWA, Berlin). Das resultierende W3110 rpoSc°®"™&"_Derjvat wurde
als TK81 bezeichnet.

Tabelle 3.12: Oligonukleotide zur Herstellung der chromosomalen rpoS Codonmutante

Primername Primersequenz

rpoS codMT | 5’ GTAGAACAGGAACCCAGTGATAACGATTTGGCCGAAGAGGAACTGTCA
pKDA45 fw GAAGAACTCGTCAAGAAG ¥

rpoS codMT | 5CACGACCTACATCTTCCAGTGTTGCCGCTTCGTACCCCAGCAAACCCGG
pKD45 rev ATATTATCGTGAGGATG 3

rpos loc fw 5" ATGAGTCAGAATACGCTGAAAGTTC ¥

rposS loc rev 5 TTACTCGCGGAACAGCGCTTCG 3

rpoS 25-3 fw 5" GCCAATCACTGGCGGAAATGC ¥

rposS 25-3 rev 5 CGTATGGGCGGTAATTTGACC 3

3.6.13 Isolation von Gesamt-RNA

Fur die Praparation von Gesamt-RNA wurden die Kulturen unter den gegebenen
Wachstumsbedingungen bis zur gewiinschten ODszg kultiviert und fir die Zellernte 10 ml
(LB-Kulturen) bis 20 ml (M9-Minimalmedium-Kulturen) abgenommen und mit Stop-L&sung
(5 % Phenol in Ethanol) 1:9 versetzt (Bernstein et al., 2002). Die Isolation der Gesamt-RNA
erfolgte durch die heile Phenol-Methode nach dem Protokoll von Tani et al. (2002).
Abweichend von Protokoll wurden die nach der Ethanolfdllung in RNase-freiem Wasser
resuspendierten RNA-Pellets beim DNase-Verdau mit 3 pl RNase-freier DNase | (30 U)
(Roche) versetzt und fur 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte eine
Extraktion mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) (Roth) und Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1) (Roth) unter Verwendung von Phase-Lock-Tubes (5 PRIME GmbH).
Nach einer sich anschlieBenden Ethanolfallung wurden die RNA-Pellets in 50-150 pl RNase-
freiem Wasser bei 4°C fiir mindestens zwei Stunden gel6st. Die isolierte und geloste RNA
wurde bei -80°C gelagert.

3.6.14 Northernblot-Analyse

3.6.14.1 Agarosegel-Formaldehyd-Northernblot

Die Auftrennung der Gesamt-RNA erfolgte in einem denaturierenden 1.2 %-igen Agarosegel
mit 6.7 % Formaldehyd (Roth) und 1x MOPS (Roth) bei 80-100 Volt fur etwa 3 Stunden mit
1x MOPS als Laufpuffer. Hierzu wurden (je nach Experiment) 5-20 pg Gesamt-RNA
(gewohnlich 10 pg) in einem Volumen von 10 pl mit 30 pl Ladepuffer versetzt und fir 15
Minuten bei 65°C denaturiert. Nach dem Abkuhlen (5 Minuten auf Eis) wurden die RNA-
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Proben noch vor der Uberschichtung des Formaldehyd-Agarosegels mit Laufpuffer in die
trockenen Taschen pipettiert und bei 80 Volt fiir 10-15 Minuten in das Gel einlaufen gelassen.
Danach wurde das Gel mit Laufpuffer Gberschichtet und die RNA-Proben bei 100 Volt fur
etwa 160-165 weitere Minuten aufgetrennt. Nach dem Gellauf wurde das Gel mehreren
Waschschritten mit DEPC-Wasser (kurzes Spiilen) und 20x SSC (2x 15 Minuten) unterzogen
(Entfernen des Formaldehyds). Danach wurde die RNA vom Gel durch ein Vakuum-Blotgerét
(BioRad) fur 90 Minuten bei 5-7 Hg und 10x SSC als Blotpuffer auf eine positiv-geladenen
Nylonmembran (Roche) transferiert. Nach zwei 5Sminutigen Waschschritten der Membran in
2x SSC wurden die RNA durch UV-Crosslinking (5-10 Minuten) auf der Membran fixiert und
im Anschluss daran die ribosomalen RNAs (16S und 23S RNA) als Ladungskontrolle mit
Methylenblau fur 5 Minuten gefarbt. Nach der Fotografie der Membran wurde diese durch
zweimalige Inkubation (5 Minuten) in Bleaching-Puffer entfarbt, worauf sich zwei 5minutige
Waschschritte in 2x SSC anschlossen. AnschlieBend erfolgte die Hybridisierung der Membran
mit einer, fur die jeweilige zu detektierende RNA, spezifischen Dig-Sonde. Hierzu wurde die
Membran zunéchst fur eine Stunde bei 50°C im Hybridisierungsofen (Biometra), unter
stdndiger Rotation, in einem Hybridisierungsrohrchen mit 10 ml Dig Easy Hyb Solution
(Roche) prahybridisiert. Danach wurde die Prahybridisierungslésung gegen 15 ml einer auf
50°C vorgewarmten Dig Easy Hyb Solution (Roche) ausgetauscht, die die zuvor denaturierte
Dig-markierte DNA-Sonde zur Detektion der jeweiligen RNA enthielt. Die Membran wurde
im Hybridisierungsofen (ber Nacht bei 48°C mit der Dig-markierten DNA-Sonde
hybridisiert. Zur Denaturierung der Dig-markierten DNA-Sonde wurden 10-15 pl einer zuvor
uber eine PCR-generierten Sonde mit DEPC-Wasser auf ein VVolumen von 50 ul gebracht und
fiir 15 Minuten bei 95°C denaturiert und anschlieRend fir 5 Minuten auf NaCl-Eis abgekunhit.
Die Sonde wurden dann zu den 15 ml der vorgewdrmten Dig Easy Hyb Solution (siehe oben)
gegeben. Die Dig-markierten DNA-Sonden wurden (ber eine PCR mit einer zuvor
hergestellten unmarkierten DNA-,,Sonde* als Template (,,PCR auf PCR*) durch Zugabe des
PCR DIG-labeling Mix (Roche) nach den Angaben des Herstellers amplifiziert. Die Primer
fur die Herstellung der Dig-markierten DNA-Sonden sind in Tabelle 3.13 aufgelistet.

Nach der Hybridisierung tiber Nacht wurde die Membran zweimal fiir je 5 Minuten bei
42°C in Waschpuffer 1 im Hybridisierungsofen gewaschen, worauf sich zwei Waschschritte
flr je 30 Minuten bei 42°C in Waschpuffer 2 anschlossen. Zur Detektion der Dig-markierten
DNA-Sonde wurde die Membran zun&chst fir 30 Minuten bei Raumtemperatur in Blocking-
Puffer und anschliefend fir 60-90 Minuten mit einem anti-Dig-AP-gekoppelten Antikdrper
(Roche) (1:10* verdiinnt in 25 ml Blocking-Puffer) inkubiert. Nach zweimaligen Waschen in
Detektionspuffer 1 (je 15 Minuten) und einer Aquilibrierung der Membran fiir einige Minuten
in Detektionspuffer 2 (pH 9.5, Aktivitatsoptimum der alkalischen Phosphatase) erfolgte die
Entwicklung des Northernblots durch Zugabe der CDP-Star-Substratlésung (Roche). Fur die
Signaldetektion wurden Chemilumineszenz-Filme (Roche) aufgelegt und die exponierten
Filme mit einer Entwicklermaschine (Optimax Typ TR) entwickelt.
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Ladepuffer (400 pl):

250 pl deionisiertes Formamid
83 ul 37% Formamid

50 pl 10x MOPS

4 ul 1% Bromphenolblau

13 ul DEPC Wasser

10x MOPS:

0.4 M MOPS

0.05 M NaAcetat

0.01 M EDTA

0.1% DEPC

auf einen pH-Wert von 7.0
einstellen und autoklavieren

Methylenblaulésung:

0.02 % Methylenblau
0.3 M NaAcetat (pH5.5)
0.1% DEPC
autoklavieren

Waschpuffer 1:

2x SSC

0.1% SDS
0.1% DEPC
autoklavieren

Blocking-Puffer:

10 % Blocking-Reagenz
in Detektionspuffer 1

Detektionspuffer 1:

0.1 M Maleinsaure

0.15 M NaCl

0.175 M NaOH

auf pH-Wert von 7.5 einstellen

5| DEPC-Wasser:

mit 0.1 % DEPC
autoklaviert

20x SSC:

3 M NaCl

0.3 M Natriumcitrat

0.1 % DEPC

auf einen pH-Wert von 7.0
einstellen und autoklavieren

Bleaching-Puffer:

0.2x SSC

1% SDS
0.1% DEPC
autoklavieren

Waschpuffer 2:

0.1x SSC
0.1% SDS
0.1% DEPC
autoklavieren

Blocking-Reagenz:

10 % (w/v) gelostes Blocking-Reagenz

(Roche) in Detektionspuffer 1

(in Mikrowelle aufkochen, autokla-
vieren und 5 ml Aliquots bei -20°C

lagern)

Detektionspuffer 2:

0.1 M Tris-HCI (pH 9.5)
0.1 M NaCl
0.05 MgCl,
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3.6.14.2 Polyacrylamid-Harnstoff-Gel Northernblot

Zur Auftrennung kleinerer RNAs (SRNASs), sowie zur Auftrennung von trunkierten rpoS und
rpoS::gfp mMRNA-Fragmenten wurden 4-6 %-ige Polyacrylamidgele (PAA-Gele) mit 7 M
Harnstoff auf 1x TBE-Basis verwendet. Hierbei wurden (je nach Experiment) 3-8 pg Gesamt-
RNA in einem Volumen von 5 pl mit 5ul Formamid-Probenpuffer versetzt und fir 15
Minuten bei 65°C denaturiert. Nach dem Abkihlen (5 Minuten auf Eis) wurden die RNA-
Proben dann in einem PAA-7M Harnstoff-Gel bei 10 mA mit 1x TBE-Laufpuffer getrennt (je
nach GroRe des Fragments fir 60-90 Minuten). Nach dem Gellauf wurde die RNA auf eine
positiv geladene Nylonmembran (Roche), mittels Elektroblotting in einer entsprechenden
Blotapparatur (meist Mini-PROTEAN II, BioRad) bei 20 Volt und maximaler Stromstérke fur
eine Stunde, transferiert. Die geblottete RNA wurde dann durch UV-Licht-Exposition (5
Minuten Crosslinking) auf der Membran fixiert und anschlieBend zweimal in 2x SSC
gewaschen (je 5 Minuten). Die Hybridisierung mit Dig-markierten DNA-Sonden und deren
Detektion erfolgten wie fur die Agarosegel-Formaldehyd-Northernblots (siehe 3.6.14.1)
beschrieben. Fir einen Reblot der Membran mit anderen Dig-markierten DNA-Sonden, wie
z.B. fur die 5S RNA, wurde der Blot ,,gestrippt”. Hierzu wurde die Membran zweimal fiir je
10 Minuten in heiBem Milli-Q-Wasser inkubiert und danach fur 5 Minuten in heilem 2xSSC
gewaschen. Im Anschluss daran wurde die Membran in einem Hybridisierungsréhrchen tber
Nacht im Hybridisierungsofen (Biometra) bei 70°C in 2x SSC (siehe 3.6.14.1) gewaschen.
Die Membran konnte dann erneut mit anderen Dig-markierten DNA-Sonden hybridisiert
werden. Die Primer flr die Herstellung der Dig-markierten DNA-Sonden sind in Tabelle 3.13
aufgelistet.

6 % PAA-Harnstoff-Gel: Formamid-Probenpuffer: 10x TBE:

7 M Urea (4.2 g) 95 % Formamid (Roth) 108 g Tris

1.5 ml Gel 40 (Roth) 0.1 % w/v Xylencyanol 55 g Borséure

1 ml10x TBE 0.1 % w/v Bromphenolblau 40 ml 500 mM EDTA pH 8.0
80 ul APS (10 %) 10 MM EDTA add 1 I mit Milli-Q

10.6 pl TEMED

add 10 ml

Tabelle 3.13: Oligonukleotide zur Herstellung der Dig-markierten DNA-Sonden

Primername Primersequenz Dig-Sonde gegen

rpoS 3'NB fw 5 CGTTTGCCGATTCACATCGTAAAG 3 i

i i i rpoS mRNA 3"-Ende
rpoS 3'NB rev 5 CGTCATCTTGCGTGGTATCTTC 3
rpoS 5'NB fw 5 GAGTCAGAATACGCTGAAAG ¥ i

i i i rpoS mRNA 5"-Ende
rpoS 5°NB rev 5 GTGCGCGACGCGCAAAATAAAC 3
FMO26 5 ACGGTTATAAATCAACACATTG 3

RprA

SB32 5 CGGAATTCTAAAAAAAAGCCCATCGT &
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DsrA NB fw 5 GTAGCGTTAATCATTCATATGGCG & DsrA
DsrA NB rev 5 GTCTCTGAAGTGAATCGTTGAATG 3

OmrA loc NB fw 5" CGTGCAGACCACAATCAAGATC 3 omrA
OmrA loc NB rev 5" CGAGCGACAGTAAATTAGGTGCG 3

OmrB loc NB fw 5 CTTCAGGTTGCTAAAGTGGTGATC & P
OmrB loc NB rev 5 CTGTTACAGATTGATGACCGG 3

RyeB NB fw 5 GCTGATGACCACCACGCT 3 RyeB
RyeB NB rev 5 CGTGCGCTAAAAGTTGGCATTAATGC3

ArcZ NB fw 5 GTGCGGCCTGAAAAACAGTGC 3 ArcZ
ArcZ NB rev 5GCGTGGGTGGCAAAAGCCAC 3

GImZ NB fw 5 GTAGATGCTCATTCCATCTC 3 Glmz
GImZ NB rev 5" CAGGTCTGTATGACAACAAGTG 3

MicA NB fw 5 GAAAGACGCGCATTTGTTATC 3 MicA
MicA NB rev 5" GGCCACTCGTGAGTGGCC 3

6S NB fw 5 CTCTGAGATGTTCGCAAGCGG 3’ 6S
6S NB rev 5" GAATCTCCGAGATGCCGCCGC 3

SgrS NB fw 5 GATGAAGCAAGGGGGTGC 3 Sqrs
SgrS NB rev 5 CCAGCAGGTATAATCTGCTGG 3

RydB loc NB fw 5 CGGCGGGTTAGCTTTATGAG 3 RydB
RydB loc NB rev 5" GCGACACAGGCTTAAGGGTTTC 3’

gfp NB fw 5 GAAGGTGATGCAACATACGG3

gfp NB rev 5 AATATAGTTCTTTCCTGTACATAACC 3’ gfp MRNA
5S NB fw 5TGCCTGGCAGTTCCCTACT 3

5S NB rev 5TGCCTGGCGGCAGTAG 37 >5 RNA

3.6.15 Bestimmung der Halbwertszeit der rpoS mRNA in vivo

Bei der Bestimmung der Abbaurate einer RNA in vivo wird die Transkription durch Zugabe
des Transkriptions-inhibierenden Antibiotikums Rifampicin zu einer wachsenden
Bakterienkultur inhibiert. In den in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimenten wurde die
Stabilitdt der rpoS mRNA durch Zugabe von Rifampicin (500 pg/ml Endkonzentration)
bestimmt. Dabei wurden unmittelbar vor Zugabe des Antibiotikums, so wie zu
unterschiedlichen Zeitpunkten danach Proben fiir die Gesamt-RNA-Préparation (3.6.13)
entnommen und die isolierten RNAs der Northernblot-Analyse (3.6.14) zugefuhrt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Der Einfluss von raren Codons auf die Expression von
RpoS

4.1.1 Die rpoS mRNA enthalt signifikant mehr rare Codons als
die rpoD mRNA

RpoD und RpoS sind phylogenetisch eng miteinander verwandt. Als Angehorige der Gruppe
1 bzw. 2 der o'°-Familie weisen beide die typischen vier Regionen auf (Helmann, 2011) und
ebenso eine stark Gbereinstimmende Subdomanenstruktur (Abbildung 4.1 A). Wéhrend die N-
terminale Doméne strukturell weniger definiert ist, faltet sich die Kernregion beider
Sigmafaktoren in drei a-helikale Doménen. Anders als bei RpoD, in welchem die N-terminale
Doméne und die C-terminale Kernregion zwischen den Domanen 1 und 2 durch eine aus etwa
240 Aminosdauren bestehende Linker-Region voneinander getrennt sind, grenzen diese beiden
Doménen in 6> unmittelbar aneinander. In den Regionen, die beiden Sigmafaktoren gemein
ist, betragt die Sequenzidentitat in E. coli 42% (Hengge, 2011). Doch vergleicht man die
DNA-Sequenzen beider Sigmafaktoren, so fallt auf, dass (bezogen auf beiden Sigmafaktoren
gemeinsame Regionen) innerhalb von rpoS mehr als doppelt soviele Aminoséuren von raren
Codons spezifiziert werden (16.7 %), wie in der rpoD Sequenz (7 % ) (siehe Alignment in
Abbildung 4.1 B, durch rote Buchstaben markiert). Weiterhin werden in der rpoS Sequenz an
elf verschiedenen Positionen Aminoséuren durch rare Codons spezifiziert, die innerhalb von
rpoD durch gleiche (homologe) Aminosauren kodiert werden, welche von synonymen
héufigeren Codons spezifiziert werden (gelb hinterlegte rot markierte Buchstaben in
Abbildung 4.1 B). In Tabelle 4.1 sind diese elf Aminosauren aufgelistet, mit ihren jeweiligen
Positionen in 6> bzw. 6'° und den zugrundeliegenden Codons, mit deren Haufigkeiten in E.
coli (in % relativ zum hdufigsten Codon, das die jeweilige Aminosaure spezifiziert; nach Wu
und Saier, 1991).

Dies wirft die Frage auf, ob das verstarkte Auftreten von raren Codons in rpoS eine
Folge evolutiven Mutationsdrucks und/oder genetischer Drift darstellt (Bulmer, 1991;
Ermolaeva, 2001; Hershberg und Petrov, 2008; Smith und Eyre-Walker, 2001), zumal RpoS
uberwiegend in langsamen oder nichtwachsenden Zellen exprimiert wird und ein
Selektionsdruck zugunsten von h&ufigeren Codons fir eine effiziente und starke Translation
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A 126 371 474 535549 613
670w || Tt o oo
] 86 88 189 250265 330
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GS  nH2 '
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RpoS MSQNT———LK ———————————————— VHD=-LNEDA~- === == — ] EFDENGVEVFDEKA-==~-~ LVEYEFSDNDLAEE——ELLSQGATQ—-RVLDATQLYLGEIGYSPL
RpoD MEQNPQSQLKLLVTRGKEQGYLTYAEVNDHLPEDIVDSDQIEDIIQMINDMGIQVMEEAPDADDLMLAENTADEDAAEAAAQVLSSVESEIGRTTDPVRMYMREMGTVEL
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
80 90 100 110 120 130 140 150
RpoS LTAEEEVYFARRA...(2 @@)eccaccanans GDVASRR———RMIESNLRLVVKIARRYGNRGLALLDLIEEGNLGLIRAVEKFDPERGFRFSTYATWWIRQTIE
RpoD LTREGEIDIAKRI... (243 @aa)ececcccese GEAKARRAKKEMVEANLRLVISIAKKYTNRGLOQFLDLIQEGNIGLMKAVDKFEYRRGYKFSTYATWWIRQAIT
370 380 390 400 410 420 430 440
160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
RpoS RAIMNQTRTIRLPIHIVKELNVYLRTARELSHKLDHEPSAEEIAEQLDKPVDDVSRMLRLNERITSVDTPLGGDSEKALLDILADEKENGPEDTTQDDDMKQSIVKWLFE
RpoD RSIADQARTIRIPVHMIETINKLNRISRQMLQEMGREPTPEELAERMLMPEDKIRKVLKIAKEPISMETPIGDDEDSHLGDFIEDTTLELPLDSATTESLRAATHDVLAG
450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550
270 280 290 300 310 320 330

RpoS LNAKQREVLARRFGLLGYEAATLEDVGREIGLTRERVRQIQVEGLRRLREILQTQGLNIEALFRE

RpoD LTAREAKVLRMRFGIDMNTDYTLEEVGKQFDVTRERIRQIEARALRKLRHPSRSEVL——RSFLDD
560 570 580 590 600 610

Abbildung 4.1: In RpoS werden viele Aminosaure verstarkt von raren Codons spezifiziert, unter
anderem auch solche, die von konservierten Aminoséuren in RpoD durch hé&ufigere Codons
spezifiziert werden. (A) (aus Checroun et al., 2004) Trotz der groRen Ubereinstimmung von RpoS
und RpoD in ihrer Domanen- und Subdomanenstruktur werden (B) in RpoS mehr als doppelt soviele
Aminosauren von raren Codons (rot markierte Buchstaben im RpoS-RpoD-Alignment in B) spezifiziert,
wie in RpoD. Dartber hinaus werden in RpoS verstérkt auch solche raren Codons verwendet, die bei
konservierten Aminosauren in RpoD durch haufigere Codons spezifiziert werden (gelb hinterlegte, rote
markierte Buchstaben).

Tabelle 4.1: Rare Aminosaure-Codons in rpoS, die in rpoD durch haufigere synonyme Codons
reprasentiert werden (rare Codons in E. coli nach Grantham et al., 1980; lkemura, 1985; Wu und
Saier, 1991; Wu et al., 2010).

i . o - rare codons rpoS frequent ¢ odons rpoD

SR L) DR | BRI | UREee (% frequency in ‘!)E.com (% ?requency in E.f:)om
G 86 G 368 GGA (0%) GGT (59%)
G 126 G411 GGG (2%) GGT (59%)
S47 S85 TCG (4%) TCC (37%)
S 143 S 428 TCA (2%) TCC (37%)
S22 S 506 TCG (4%) TCC (37%)
T144 T 429 ACA (4%) ACC (55%)
R 156 R 441 CGG (0%) CGC (25%)
R 180 R 465 CGA (1%) CGT (74%)
R277 R 562 CGA (1%) CGT (74%)
P 193 P 478 CCA (15%) CCG (77%)
P 205 P 490 CCA (15%) CCG (77%)

nicht unbedingt notwendig erscheint. Eine andere dem entgegengesetzte Mdglichkeit ware,
dass die raren Codons in rpoS einem positiven Selektionsdruck unterliegen. Letzteres wirde
darauf hindeuten, dass den raren Codons in rpoS eine positive regulatorische Funktion
zukommt.
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4.1.2 Die Substitution der raren Codons im rpoS Wildtyp durch
haufigere synonyme rpoD Codons fiihrt zu erniedrigten
rpoS mRNA und RpoS-Proteinmengen

RpoS und RpoD représentieren zwei sehr ahnliche co-evolvierte Isoenzyme, die beide an das
RNAP-Kernenzym binden und &hnliche Promotorsequenzen erkennen, aber dennoch eigene
Regulons aktivieren und beztglich ihrer Codon-Usage aufféallige Unterschiede aufweisen. Um
einen moglichen Einfluss der in rpoS verstarkt auftretenden raren Codons auf dessen
Expression und Regulation zu untersuchen, wurde eine Codon-,,optimierte” rpoS Variante
(nachfolgend rpoS Codonmutante genannt) Uber eine in vitro Mutagenese erzeugt (siehe
3.6.7.1). Bei dieser rpoS Codonmutante wurden die 11 raren Codons, die bei konservierten
Aminosauren in der rpoD Wildtyp-Sequenz durch abundantere Codons reprasentiert werden
(siehe Tabelle 4.1), durch die haufigeren rpoD Codons substituiert. Eingefuhrt wurden
entsprechende Punktmutationen in einen Vektor mittlerer Kopienzahl, der das rpoS Gen mit
sehr stark verkurzter 5°-UTR unter Kontrolle eines IPTG-induzierbaren tac Promotors enthélt
(pRL40.1; Lange und Hengge-Aronis, 1994a), so dass die Expression gezielt durch Zugabe
von IPTG initiiert werden konnte. Das rpoS Wildtyp- und das Codon-mutagenisierte Derivat
von pRL40.1 (pRpoS(wt) bzw. pRpoS(codon mt)) wurden anschlieBend jeweils in einen
RpoS-defizienten E. coli K-12 W3110 Stamm transformiert (rpoS::kan Mutante, Stamm
TK11). Die Induktion von RpoS erfolgte dabei in komplexem Medium (LB) beim Ubergang
in die stationare Phase bei einer ODs7g von 3.0 (bei der auch unter physiologischen
Bedingungen RpoS induziert wird). Durch Zugabe von 100 pM IPTG wurden RpoS-
Proteinmengen hervorgebracht, die mit den physiologischen Mengen vergleichbar sind. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach IPTG-Zugabe (siehe Abb. 4.2) wurden den Kulturen
anschlieBend Proben fiir Western- und Northernblot-Analysen entnommen. Die Extraktion
von Gesamtprotein fir die Immunoblotanalysen und die Préparation von Gesamt-RNA fur die
Northernblot-Analysen erfolgte dabei wie im Material-und Methodenteil unter 3.5.1 bzw.
3.6.13 beschrieben.

Wie aus Abbildung 4.2 hervorgeht, wies die vermeintlich ,optimierte” rpoS
Codonmutante mit den haufigeren Codons gegenuber dem rpoS Wildtyp mit den raren
Codons entgegen der Erwartung sowohl reduzierte °-Proteinmengen, als auch erniedrigte
rpoS Transkriptmengen auf. Hierbei waren die RpoS-Proteinmengen der Codonmutante im
Vergleich zum Wildtyp um etwa 30-60% reduziert, unabhdngig davon ob die Synthese neu
induziert wurde oder die Zellen unter fortwahrender Anwesenheit des Induktors wuchsen. In
Ubereinstimmung damit waren auch die rpoS mRNA Mengen um etwa 50% erniedrigt.
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Abbildung 4.2: Die rpoS Codonmutante mit den haufigeren Codons fuhrt im Vergleich zum Wildtyp
zu niedrigeren Mengen an o>-Protein und rpoS mRNA. (A) Das RpoS-defiziente Derivat des Stammes
W3110 (rpoS::kan) wurde mit jeweils einem Plasmid transformiert, dass das rpoS Wildtyp-Allel (,wt“) oder
die rpoS Codonmutante (,mt“) (rare Codons durch haufigere ersetzt) unter tac Promotorkontrolle tragt. Die
Stamme wurden unter aeroben Bedingungen in komplexem LB-Medium bei 37°C (supplementiert mit 100
pg/ml Ampicillin) bis zu einer ODs75 von 3.0 herangezogen und die Expression von rpoS durch Zugabe vom
100 puM IPTG induziert. Anschlieend wurden zu den angegebenen Zeiten nach IPTG-Induktionen Proben
fur Western- und Northernblot-Analysen entnommen. Hierzu wurde jeweils 1 ug Gesamtprotein auf einem
12%-igen SDS-Polyacrylamidgel  fur die sich anschlieBende Immunoblotanalyse elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Membran erfolgte die Detektion von RpoS mit einem polyklonalen,
gegen RpoS gerichteten Antikérper und einem fluoreszierenden sekundéren Anti-Kaninchen Cy2-
gekoppelten IgG-Antikorper (beschrieben unter 3.5.2). Fiur die Bestimmung der rpoS mRNA wurden jeweils
10 pg Gesamt-RNA auf einem denaturierenden 1.2%-igen Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt. Nach dem
Transfer auf eine Nylonmembran erfolgte die Detektion des rpoS Transkripts mit einer gegen das rpoS
MRNA 3"-Ende gerichteten DIG-markierten Sonde und einem gegen DIG gerichteten Antikdrper, wie unter
3.6.14.1 beschrieben. Als Ladungskontrolle fir den Northernblot erfolgte die Anfarbung der geblotteten 16S
RNA durch Methylenblau-Farbung. Die Quantifizierung der Westernblot- und Northernblotdaten ist in (B)
bzw. (C) gezeigt. Wahrend in (A) ein einzelnes Experiment gezeigt ist, sind in den Quantifizierungen in (B)
und (C) die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten gezeigt.
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4.1.3 Die Substitution der raren Codons durch haufigere in der
rpoS Codonmutante geht mit einem schnelleren Abbau
der rpoS mRNA einher

Da die rpoS Codonmutante gegeniiber dem rpoS Wildtyp sowohl erniedrigte RpoS-
Proteinmengen als auch reduzierte rpoS Transkriptmengen aufweist, stellte sich die Frage, ob
ein beschleunigter Abbau der rpoS mRNA fiir diese Beobachtungen verantwortlich ist. Um
dies zu klaren, wurden RNA-Abbauexperimente mittels Rifampicin-Kinetiken durchgefuhrt
(siehe Material- und Methodenteil 3.6.15). Hierzu wurden rpoS Wildtyp und Codonmutante
von einem Plasmid durch Zugabe von IPTG in einem RpoS-defizientem Hintergrund unter
gleichen Wachstumsbedingungen wie unter 4.1.2 beschrieben bei einer ODszg von 3.0
induziert. 15 Minuten nach IPTG-Induktion erfolgte die Zugabe des Transkriptions-
inhibierenden Antibiotikums Rifampicin (0.5 mg/ml Endkonzentration). Vor und nach
Zugabe von Rifampicin wurden Proben fir die Gesamt-RNA-Préparation entnommen,
Gesamt-RNA isoliert und die entsprechenden rpoS mRNA-Mengen in Northernblot-Analysen
bestimmt. Zusétzlich wurden auch vor Rifampicin-Zugabe Proben fiir die Extraktion von
Gesamtprotein entnommen und die o°-Proteinspiegel mittels Immunoblot-Analysen bestimmt.

Wie die in vivo Abbauexperimente mit der rpoS mRNA in Abbildung 4.3
demonstrieren, wird das Transkript der rpoS Codonmutante mit den haufigeren Codons mit
einer Halbwertszeit von etwa 0.9 Minuten doppelt so schnell abgebaut wie die mMRNA des
rpoS Wildtyps mit den raren Codons, deren Halbwertszeit 1.8 Minuten betragt. Wie zuvor
beobachtet, geht der schnellere Abbau der rpoS mRNA der Codonmutante gegeniiber der
MRNA des Wildtyps mit einer 2-3 fachen niedrigeren Akkumulation von rpoS Transkript
bzw. o>-Protein einher. Weiterhin wurde der rpoS mRNA Abbau des Wildtyps und der
Codonmutante, wie oben im Text beschrieben, bei niedrigeren Temperaturen (24°C und
16°C) untersucht. Auch hier zeigte sich, dass die Halbwertszeit der mRNA der rpoS
Codonmutante gegenuber jener des rpoS Wildtyps etwa um den Faktor 2 erniedrigt ist. Die
Daten sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Die Ergebnisse deuten also darauf hin, dass die
reduzierten rpoS mMRNA und RpoS-Proteinmengen, die durch das punktmutierte haufige
Codon Allel hervorgebracht werden, eine Konsequenz des gesteigerten mRNA Abbaus der
Codonmutante sein kdnnten.

4.1.4 Die haufigeren Codons der rpoS Codonmutante fithren zu
einer erhohten Sensitivitat der rpoS mRNA gegeniiber der
einzelstrangspezifischen Endoribonuklease RNase E

In jlngerer Zeit konnten mit der doppelstrangspezifischen RNase Il und
einzelstrangspezifischen RNase E, welche die primaren degradativen Endonukleasen fiir den
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Abbildung 4.3: Die Substitution der raren Codons des rpoS Wildtyps durch héufigere
synonyme Codons in der rpoS Codonmutante geht mit einer Destabilisierung der rpoS mRNA
einher. (A) Die Stammbhintergriinde und Wachstumsbedingungen entsprechen den unter 4.1.2 und in
Legende zu Abbildung 4.2 beschriebenen. 15 Minuten nach Zugabe von IPTG erfolgte die Inhibierung
der Transkription durch Rifampicin. Zu den angegeben Zeiten wurden anschlieend Proben fir die
RNA-Isolation entnommen und die rpoS Transkriptmengen mittels Northernblot-Analyse bestimmt (wie
in Legende zu Abbildung 4.2 beschrieben). (B) Quantifizierung der Daten aus Abbildung 4.3 (A). (C)
Gleichzeitig wurden die RpoS-Proteinmengen aus den gleichen Kulturen vor Rifampicinzugabe durch
Westernblot-Analyse (siehe Legende Abbildung 4.2) bestimmt und quantifiziert, ebenso die rpoS
MRNA-Mengen vor Rifampicin-Zugabe (Wildtyp (,wt*) versus Codonmutante (,mt“)) aus Abbildung 4.3
(A).

mRNA Abbau in E. coli darstellen (Arraiano et al., 2010), zwei Endoribonukleasen
identifiziert werden, die am Abbau der rpoS mRNA beteiligt sind (Basineni et al., 2009;
McCullen et al., 2010; Resch et al., 2008). Daraus ergab sich unmittelbar die Frage, ob eine
und/oder beide Endoribonukleasen an dem im Vergleich zum Wildtyp beschleunigten Abbau
der rpoS mRNA der Codon-,,optimierten” Mutante beteiligt sind. Um dies zu testen, wurde
der rpoS mRNA Abbau in Stammhintergriinden untersucht, die Mutationen in den Genen flr
RNase Il (rnc) und RNase E (rne) tragen. Im Falle von RNase E handelt es sich um eine
Temperatur-sensitive RNase E Mutante (rne®: thermolabiles rne-3071 Allel), bei der die
thermoinstabile RNase E ab einer Temperatur von 43°C inaktiviert wird (Goldblum und
Apririon, 1981). RNase E ist in E. coli ein essentielles Enzym, da es neben seiner Aktivitat als
Endoribonuklease auch das strukturelle Gerist fir die Assemblierung des RNA-
Degradosomes darstellt (Arraiano et al., 2010; Carpousis, 2007). Um den mRNA Abbau des
rpoS Wildtyps und der rpoS Codonmutante in den Endoribonuklease-defizienten
Hintergriinden zu untersuchen, wurden die bereits zuvor beschriebenen Vektoren (siehe 4.1.2
und 4.1.3) in RpoS-defiziente Hintergriinde transformiert (rpoS::Tn10 Derivate des E. coli
K12 Stammes MG1655), die auch Mutationen in den Genen fur RNase 111 (rnc’) und RNase E
(rne®) tragen, sowie in den isogenen RNase E Wildtypstamm (rne®) als Kontrollexperiment.
Die rnc Mutante wurde anschliefend bis zu einer ODs7g von 3.0 in LB-Medium bei 37°C
kultiviert und die rpoS Expression durch IPTG-Zugabe induziert. 15 Minuten danach wurde
die Trankription durch Rifampicin inhibiert und zu verschiedenen Zeitpunkten Proben fiir die
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Abbildung 4.4: Die mRNA der rpoS Codonmutante zeigt eine hdhere Sensitivitdt gegenlber
dem RNase E-, nicht aber gegeniiber dem RNase lll-abhdngigen Abbau als jene des rpoS
Wildtyps. rpoS::Tn10 Derivate der rnc Mutante BL321 (A), sowie des rne’ Wildtypstammes N3433
(B) und der isogenen rne" Mutante N3431 (C) die entweder das Plasmid mit dem rpoS Wildtyp- oder
das punktmutierte haufige Codon-Allel tragen, wurden unter gleichen Bedingungen wachsen
gelassen, mit Rifampicin behandelt und auf den rpoS mRNA Abbau hin untersucht, wie in den
Legenden zu Abbildungen 4.2 und 4.3 und im Text beschrieben. Mit der Anderung, dass vor
Rifampicin-Zugabe der rne* Wildtypstamm und die isogene rne® Mutante bis zu einer ODg7g von 3.0
bei 30°C kultiviert wurden und nach IPTG-Zugabe, zur Inaktivierung der RNase E, fur 15 Minuten auf
43°C geshiftet wurden. Die Quantifizierungen zu den rpoS mRNA Abbaureihen befinden sich in den
Abbildungen unterhalb des jeweiligen Northernblots (D, E und F).

Tabelle 4.2: rpoS mMRNA Halbwertszeiten in verschiedenen Stamm-Hintergriinden (W3110 und
RNase-Mutanten und isogene Wildtyp-Kontrollen) (aus den Daten aus 4.1.3 und Abb. 4.3 und 4.4).

genetic background and growth . . half-life rpoS mRNA
- half-life rpoS mRNA wt [min] .
conditions codon mt [min]

W3110 rpoS::Tn10 37°C 1.8 0.9
W3110 rpoS::Tnl10 24°C 2.37 1.13
W3110 rpoS::Tn10 16°C 4.44 2.39

rnc’ (RNase Ill) 37°C 3.99 1.94

rne wt (RNase E wt) 43°C 25 14
rne” (RNase E ts 43°C) 9.65 9.14

RNA-Isolation entnommen und die rpoS Transkriptmengen mittels Northernblot-Analyse
bestimmt. Ahnlich wurde auch fiir die rne® Mutante und den isogenen rne” Wildtypstamm
vorgegangen, nur dass die Kulturen bis zu einer ODszg von 3.0 bei 30°C inkubiert wurden und
nach Zugabe des Induktors bei 43°C kultiviert wurden, um die Inaktivierung der RNase E
herbeizufiihren. 15 Minuten nach dem Temperaturshift erfolgte dann die Zugabe von
Rifampicin. Wie aus Abbildung 4.4 A hervorgeht, war der bereits beobachtete zweifache
Unterschied in den Halbwertszeiten der rpoS mRNA zwischen Wildtyp und Codonmutante,
mit dem schnelleren mMRNA Abbau fir letztere, auch in der RNase 111-Mutante reproduzierbar
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(Abbildung 4.4 A und D Tabelle 4.2). Die Inaktivierung der RNase E jedoch fuhrte
erwartungsgeman nicht nur zu einer Verlangsamung des rpoS mRNA Abbaus (etwa vierfache
Stabilisierung im Falle des rpoS Wildtyps), sondern auch zu einer Angleichung der mRNA
Halbwertszeiten von rpoS Wildtyp und Codonmutante (Abbildung 4.4 C und F, Tabelle 4.2).
Der Temperaturshift auf 43°C im isogenen RNase E Wildtypstamm dagegen hatte keinen
Einfluss auf den schnelleren mRNA Abbau der rpoS Codonmutante gegeniiber dem rpoS
Wildtyp (Abbildung 4.4 B und E, Tabelle 4.2). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass der
beschleunigte MRNA Abbau der rpoS Codonmutante gegeniber dem rpoS Wildtyp eine
Folge der erhohten Zuganglichkeit oder Aktivitat gegeniber RNase E darstellt. Die
Sensitivitit gegeniiber dem RNase I11-abhangigen Abbau scheint von den Anderungen in der
Codon-Usage unbeeinflusst zu bleiben.

4.1.5 Die Effekte der raren Codons in rpoS sind unabhangig von
anderen Mechanismen der rpoS Regulation
(chromosomaler Kontext) und Wachstumsbedingungen

Alle bisher dargestellten Ergebnisse beruhen auf Plasmid-kodierten rpoS Allelen (pRL40.1
und sein rpoS mutiertes hdufiges Komplement) die eine chromosomale rpoS Deletion
komplementieren. Bei diesem kontrollierbaren rpoS Expressionssystem steht die Expression
der kodierenden rpoS Sequenz (ohne die lange 5°-UTR) unter direkter Kontrolle eines IPTG-
induzierbaren tac Promotors. Die aus der chromosomalen rpoS Expression resultierende
native rpoS mRNA enthdlt eine lange 5-UTR, die sich in eine komplexe Translations-
inkompetente Sekundarstruktur faltet und in Antwort auf verschiedene Stressbedingungen
durch kleine regulatorische RNAs zu einer Translations-kompetenten mRNA moduliert
werden kann (Repoila et al., 2003). Um zu untersuchen, ob die negativen Effekte der rpoS
Codonmutante in Bezug auf die o°-Expression auch im chromosomalen Kontext unter
physiologischer Transkriptions- und Translationskontrolle zu beobachten ist, wurde eine
chromosomale rpoS Codonmutante erzeugt. Hierzu wurde das chomosomale rpoS Wildtyp-
Allel des W3110 Stammes durch das punktmutierte haufige Codon-Allel von rpoS
substituiert. Dies geschah mittels homologer Rekombination nach einer von Datsenko und
Wanner entwickelten chromosomalen ,,Two-Step“-Mutagenese, die auf einer modifizierten
Variante der ,,One-Step Inactivation™ basiert (Datsenko und Wanner, 2000; siehe Material
und Methoden 3.6.12). Der resultierende Stamm TK81 (chromosomale rpoS Codonmutante)
und sein parentaler W3110 rpoS Wildtypstamm wurden anschlieRend, sowohl in komplexem
LB-Medium, als auch in M9 Minimalmedium (mit 0.1% Glukose als Kohlenstoffquelle) bei
37°C unter aeroben Bedingungen bis zum Ubergang in die stationire Wachstumsphase
kultiviert (ODs7g von 3.0 in LB bzw. 0.8 in M9) und Proben fiir die Bestimmung der o°-
Proteinmengen entnommen. Im Anschluss daran wurden die Zellen mit Rifampicin behandelt
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Abbildung 4.5: Die chromosomale rpoS Codonmutante mit dem single-copy Codon-Allel zeigt
ebenfalls einen gegeniiber der rpoS Wildtyp mRNA beschleunigten Abbau, einhergehend mit
erniedrigter Akkumulation von o°-Protein. Der rpoS W3110 Wildtypstamm und die isogene rpoS
Codonmutante wurden bei 37°C in LB-Medium (A) und in M9-Minimalmedium mit 0.1% Glukose (B)
bis zum Ubergang in die stationdre Phase kultiviert (ODs;g von 3.0 bzw. 0.8) und Proben firr die
Bestimmung der RpoS-Proteinmengen entnommen. AnschlieRend wurden die Kulturen mit Rifampicin
versetzt und Proben fur die Gesamt-RNA Isolation zur Bestimmung der Halbwertszeiten der rpoS
Transkripte entnommen. Die Bestimmung der RpoS-Proteinmengen erfolgte wie in der Legende zu
Abbildung 4.2 und im Material und Methoden beschrieben, mit der Ausnahme das jeweils 5 ug
Gesamtprotein eingesetzt wurde. Ebenso wurde der rpoS mRNA Abbau mittels Northernblot-
Analysen, wie in Legende zu Abbildung 4.3 und im Material- und Methodenteil beschrieben,
durchgefuhrt. (C) und (D) zeigen die Quantifizierungen der jeweiligen rpoS mRNA Abbaureihen der
jeweiligen Northernblot-Analysen (oben). Die vor Rifampicin-Zugabe akkumulierten und quantifizierten
rpoS Transkript- (aus den Abbildungen 4.5 A und B) und RpoS-Proteinmengen fiir Wachstum in LB-
(E) und Minimalmedium (F) sind in den Abbildungen (E und F) dargestellt.

und Proben vor und nach Rifampicin-Zugabe zur Bestimmung der rpoS mMRNA

Halbwertszeiten entnommen.

Wie Abbildung 4.5 A und B illustrieren, wies die rpoS Codonmutante auch im
chromosomalen Kontext sowohl in LB-Medium, als auch in M9-Minimalmedium einen
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gegeniiber dem rpoS Wildtyp beschleunigten rpoS mRNA Abbau auf. Wahrend das rpoS
Wildtyp-Transkript in LB-Medium eine Halbwertszeit von 1.77 Minuten aufwies, wurde die
MRNA der Codonmutante mit einer Halbwertszeit 0.73 Minuten abgebaut (Abbildung 4.5 A
und C). Ein dhnliches Resultat lieferte die Bestimmung des rpoS mRNA Abbaus (Wildtyp
versus Codonmutante) in Minimalmedium (1.17 Minuten versus 0.63 Minuten, Abbildung 4.5
B und D). Der beschleunigte Abbau der rpoS mRNA der haufigen Codonmutante ging auch
wiederum mit im Vergleich zum rpoS Wildtyp reduzierten Transkript- und Proteinmengen
einher (Quantifizierungen in 4.5 E fiir LB-Medium und 4.5 F fir Minimalmedium), wobei der
negative Effekt der haufigen Codons der rpoS Mutante bei Wachstum in Minimalmedium
offenbar starker ausfiel.

Zusammenfassend l&sst sich also festhalten, dass der positive Effekt der raren Codons
des rpoS Wildtyps beziuglich der rpoS Expression sowohl im Plasmid- als auch im
chromosomalen Kontext reproduzierbar ist, also unabhangig von der physiologischen
Kontrolle der rpoS Transkription und der An- oder Abwesenheit der nativen 5°-UTR, und
damit unabhdngig von der Regulation der Translations-Initiation zu sein scheint. Weiterhin
scheint der Effekt auch robust gegeniiber den verschiedenen Wachstumsbedingungen zu sein
(LB-Medium und M9-Minimalmedium), da er in beiden Medien reproduzierbar ist.

4.1.6 Die rpoS Codon-Usage hat keinen Einfluss auf die
Proteolyse des RpoS-Proteins

Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass mit raren Codons
einhergehende lokale Minima in der Translationsgeschwindigkeit, verbunden mit
Pausierungen der Ribosomen, fur die co-translationale Faltung von Proteinen in ihre native
Konformation von grofRer Bedeutung sein kdnnen (Komar, 2009; Marin, 2008; Tsai et al.,
2008; Zhang et al., 2009; Zhang und Ignatova 2011). Daher ist es denkbar, dass der
Austausch der raren Codons durch abundantere in der rpoS Codonmutante zu einer
Eliminierung der fir die korrekte co-translationale Faltung notwendigen Pausierungen der
Ribosomen fiihrt. Daraus resultierendes unvollstandig und/oder fehlgefaltetes RpoS-Protein
konnte  moglicherweise  anschlieBend von  der  Maschinerie  des  Protein-
Qualitatskontrollsystem, also Proteasen wie Lon, CIpAP und ClpXP (Schmidt et al., 2009;
Van Melderen und Aertsen, 2009), erkannt und verstarkt abgebaut werden. RpoS unterliegt
der spezifischen regulierten ClpXP-abhangigen Proteolyse (Hengge, 2009). Um einen
moglichen Effekt der Codon-Bias in rpoS auf die Faltung und Stabilitst von ¢° zu
untersuchen, wurden nichtradioaktive Abbauexperimente durchgefuhrt. Hierzu wurden rpoS
Wildtyp und Codonmutante vom tac Promotor-Plasmid in einer rpoS Mutante beim Eintritt in
die stationare Wachstumsphase induziert und die weitere Proteinbiosynthese durch Zugabe
des Translations-inhibierenden Antibiotikums Spectinomycin (1.5 mg/ml Endkonzentration)
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Abbildung 4.6: In vivo Proteolyse von o° exprimiert vom (raren Codon) Wildtyp- und mutiertem
haufigen Codon rpoS Allel. (A) und (B): rpoS Wildtyp und Codonmutante auf einem tac Promotor-
Plasmid kodiert, wurden in E. coli K-12 W3110 rpoS::kan Hintergriinden in LB-Medium bei 37°C bis zu
einer ODs7g von 3.0 kultiviert und die os—Expression durch Zugabe von 100 pM IPTG induziert. 30
Minuten spater erfolgte die Zugabe von Spectinomycin (1.5 mg/ml). Vor und nach
Spectinomycinzugabe wurden den Kulturen zu den angegebenen Zeitpunkten Proben fir die RpoS-
Detektion mittels Westernblot-Analyse enthommen. (C) und (D): der W3110 rpoS Wildtypstamm und
die isogene chromosomale rpoS Codonmutante wurden bei 37°C in komplexen LB-Medium bis zu
einer ODs7g von 3.0 wachsen gelassen und der o°-Abbau wie unter (A) und (B) beschrieben bestimmt.

gehemmt. Zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach Zugabe von Spectinomycin wurden
den Kulturen Proben fiir die sich anschlieBende Detektion von o> mittels Immunoblot-
Analyse entnommen. Um den RpoS-Abbau des Wildtyps und der Codonmutante auch im
chromosomalen Kontext zu testen, wurde mit dem W3110 rpoS Wildtyp-Stamm und der
isogenen chromosomalen rpoS Codonmutante (TK81) genauso verfahren.

Wie aus Abbildung 4.6 hervorgeht, gab es zwischen rpoS Wildtyp und der rpoS
Codonmutante keine signifikanten Unterschiede im RpoS-Abbau, sowohl im Plasmid-
basierten als auch im chromosomalen Kontext. Die ungefahren Halbwertszeiten des o°-
Proteins sind folgende: Abb. 4.6 (A) 9 Minuten, (B) 11 Minuten, (C) 10.6 Minuten und (D)
8.3 Minuten. In Ubereinstimmung damit blieben die akkumulierten o°-Mengen der
Codonmutante gegentiber dem rpoS Wildtyp etwa 1.5- zweifach reduziert, wenn die RpoS-

Proteolyse in verschiedenen Protease-defizienten Hintergriinden, wie einer clpP- oder lon-
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Abbildung 4.7: Akkumulierte o°>-Mengen exprimiert vom raren Codon Wildtyp- und mutiertem
haufigen Codon rpoS Allelen in verschiedenen E. coli Protease-Mutanten. Derivate des W3110
Stammes, die eine rpoS::kan Mutation, kombiniert mit Mutationen in (A) clpP, (B) lon, (C) A(clpPX-lon)
oder (D) lon rssB tragen, transformiert mit dem rpoS Wildtyp-Plasmid pRpoS(wt) (wt) oder mit dem
Plasmid der rpoS Codonmutante (pRpoS(codon mt) (mt)), wurden in LB-Medium bis zu einer ODs7g
von 3.0 kultiviert und die RpoS-Expression durch Zugabe von 100 pM IPTG induziert. 15 Minuten
danach wurden Proben flr die Bestimmung der o® -Mengen mittels Immunoblot-Analyse genommen.
Unter den Westernblots befinden sich die jeweiligen Quantifizierungen.

Deletionsmutante (Einzel- oder Doppelmutante), oder einer rssB- Mutante (kodiert fur einen
o°-spezifischen Proteolyse-Targetingfaktor, siehe 2.3.2.4), eliminiert wurde (siehe Abbildung
4.7). Die Daten sprechen also dafiir, dass o>-Faltung und Proteolyse keinen Einfluss auf den
beobachteten positiven Effekt der raren Codons im rpoS Wildtyp auf dessen Expression
haben.

4.2 Wachstumsphasen-abhangige tRNA-Regulation in E.
coli und der mogliche Einfluss dieser Regulation auf
die Expression und Regulation von rpoS

Alle Organismen verfugen Uber ein spezifisches Repertoire an Transfer-RNAs (tRNAs), die
wahrend der Translation als Bindeglieder zwischen der mRNA proteinkodierender Gene und
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den entsprechenden Proteinen fungieren. tRNAs sind kleine stabile RNA-Molekile (mit der
typischen Kleeblatt-Struktur in der Sekundarstruktur), die aus 70-90 Nukleotiden bestehen
und mit ihrem Anticodon bestimmte mRNA-Codons dekodieren, die nach dem genetischen
Code einer betreffenden Aminoséure zugeordnet sind. In E. coli existieren insgesamt 79
verschiedene tRNA-Gene, welche in 41 Operons organisiert sind. Etwa ein Drittel dieser
Gene sind zusammen mit ribosomalen RNAs (rRNASs) in sieben verschiedenen ribosomalen
RNA-Operons kodiert und werden demnach mit diesen rRNAs co-reguliert (Komine et al.,
1990; Keener und Nomura in Neidhardt et al., 1996). Solche tRNA-Spezies unterliegen, wie
die co-transkribierten rRNAs, unter anderem der Stringenten Kontrolle durch das Alarmon
ppGpp und seinem Co-Regulatorprotein DksA. Weiterhin werden die Promotoren solcher
ribosomalen RNA-Operons auch Wachstumsraten-reguliert.

Die restlichen zwei Drittel der 79 tRNA-Gene sind in eigenen Operons kodiert.
Abbildung 4.8 illustriert exemplarisch die Struktur eines solchen tRNA-Operons. Um die
einzelnen tRNAs fertigzustellen, unterliegt das aus einem solchen tRNA-Operon erzeugte
polycistronische  Primértranskript — einer umfangreichen  Prozessierung durch die
Endonukleasen RNase E, RNase P und RNase Z, sowie die Exonukleasen RNase I, RNase D,
RNase T und RNase PH (Arraiano et al., 2010). Ein Charakteristikum der tRNA-Gene ist ihr
oft redundantes Auftreten in multipler Kopienzahl. Auch einige Promotoren solcher tRNA-
Gene unterliegen der Stringenten Regulation, sowie der Wachstumsratenregulation. In
vorangegangenen Arbeiten konnte fur einige dieser tRNA-Spezies gezeigt werden, dass
bestimmte tRNAs, die haufige Aminosdurecodons dekodieren mit zunehmender
Wachstumsrate induziert werden. Andere tRNAS hingegen, die seltenere Codons spezifizieren
werden invers mit steigender Wachstumsrate herunterreguliert (Dong et al., 1996; Emilsson
und Kurland, 1990; Emilsson et al., 1993; Rowley et al., 1993). Interessanterweise wird
hierbei die Expression einiger rarer tRNAs, die auch in RpoS seltene Codons translatieren
(z.B. Glycly-, Prolyl-, Arginyl-tRNAs, siehe Tabelle 4.1 und Abbildung 4.8) bei steigender
Wachstumsrate inhibiert.

Diese Beobachtungen fiihrten daher zur Frage, ob diese Art der tRNA-Regulation auch
die Expression von Stationdrphase-Genen wie rpoS beeinflusst, in denen rare Codons, die von
entsprechenden seltenen tRNAs gelesen werden, gehduft vorkommen. Werden rare tRNAs
der exponentiellen Wachstumsphase (hohe Wachstumsraten) zu h&ufigen tRNA-Spezies in
der spaten exponentiellen Wachstumsphase und/oder beim Ubergang in die stationire Phase
(niedrige  Wachstumsraten) und sorgen daher fur eine effiziente Translation von
Stationdrphase-Genen wie rpoS? Und werden umgekehrt abundantere tRNA-Spezies, die
beispielsweise die in rpoD entsprechenden hdufigeren Codons dekodieren in der stationdren
Phase herunter- und in der exponentiellen Wachstumsphase hochreguliert? Unterliegen solche
Wachstumsraten-regulierten tRNA-Operons auch einer Wachstumsphasen-abh&ngigen
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Abbildung 4.8: Struktur zweier tRNA-Operons in E. coli am Beispiel des argXproM-Operons
und des serVargVYZQ-Operons (aus EcoCyc, Keseler et al.,, 2005). (A) Das argXproM-Operon
kodiert unter anderem fur eine Arginyl-tRNA (tRNA Arg3 CCG) und eine Prolyl-tRNA (tRNA Pro3
UGG), die in rpoS rare Codons dekodieren (R156 CGG bzw. P193 und P205) und mit steigender
Wachstumsrate herunterreguliert werden (Emilsson et al., 1993). (B) Das serVargVYZQ kodiert
hingegen unter anderem in dreifacher Kopie fur eine Arginyl-tRNA, die abundante Arginincodons
spezifiziert (tIRNA Arg2 ACG dekodiert das haufige Arginincodon CGT, siehe Tabelle 4.1). Diese tRNA
wird bei steigender Wachstumsrate verstarkt exprimiert (Emilsson et al., 1993). Die Zahlen unterhalb
der Transkriptionsstartstellen (gestrichelte Pfeile) geben deren Nukleotid-Positionen im Genom des E.
coli Stammes W3110 wieder (mit (+) fur den Sense- und (-) fir den Antisensestrang der DNA). Grin
hinterlegtes ,FIS* in (A) reprasentiert eine Bindestelle fur den Transkriptionsfaktor FIS.

Regulation? Zur Beantwortung dieser Fragen wurden transkriptionale LacZ-Fusionen von
Promotoren ausgewahlter tRNA-Operons hergestellt (unter anderem die aus Abbildung 4.8)
und die in vivo Aktivitat dieser Promotoren mittels eines Reportergenassays (Bestimmung der
spezifischen Aktivitit der B-Galaktosidase) entlang der Wachstumskurve vermessen. Hierbei
wurden transkriptionale LacZ-Fusionen von den in Tabelle 4.3 aufgelisteten tRNA-Operons
generiert, die in Einzelkopie an der chromosomalen att (A)-site des W3110 AlacZ::Tn10
Stammes lysogenisiert wurden (die Details zur Konstruktion der transkriptionalen LacZ-
Fusionen sind im Material- und Methodenteil unter 3.6.7.2 und 3.6.8 beschrieben). Darlber
hinaus wurde eine potenzielle o°-Abhangigkeit dieser tRNA-Promotoren analysiert, da die
Moglichkeit in Erwéagung gezogen wurde, dass RpoS einen positiven Feedback auf
dieExpression von raren tRNA-Spezies und damit auf seine eigene Synthese ausiibt. Hierzu
wurden die spezifischen LacZ-Reportergen-Aktivitdten von rpoS Mutanten der Stdmme,
welche die verschiedenen chromosomalen tRNA-Promotor-lacZ-Fusionen tragen, ebenfalls in
vivo entlang der Wachstumskurve bestimmt. Zur Bestimmung der spezifischen J-
Galaktosidaseaktivitat der verschiedenen tRNA-Promotor-lacZ-Fusionen (sowohl in den rpoS
Wildtypstammen, als auch in den rpoS Mutanten) wurden die E. coli Stdmme in LB-Medium
bei 37°C kultiviert und stlindlich Proben zur Bestimmung der spezifischen (-
Galaktosidaseaktivitdt, wie im Material- und Methodenteil unter 3.5.6  beschrieben,
entnommen.
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Tabelle 4.3: tRNA-Operons und tRNA-Gene, die in rpoS und rpoD rare bzw. hédufige Codons
dekodieren und von denen in dieser Arbeit transkriptionale tRNA-Promotor-lacZ-Fusionen

generiert und vermessen wurden.

tRNA-Operon / tRNA- : .
Funktion und Regulation Referenz
Gen
argxproM Kodiert rare tRNA Arg3 (Anticodon CCG) und rare tRNA Dong et al., 1996;
Pro3 (Anticodon UGG), die in rpoS R156 (CGG) bzw. P193 Emilsson"et al ’
und 205 (CCA) dekodieren. Werden mit steigender ”
. 1993
Wachstumsrate herunterreguliert
Kodiert u.a. haufige tRNA Arg2 (Anticodon ACG), die in der
rpoS Codonmutante R180 und 277 (CGT) bzw. in den Dong et al., 1996;
serVargvYZQ korrespondieren-den Positionen in rpoD R (CGT) Emilsson et al.,
dekodiert. Wird mit steigender Wachstumsrate 1993
hochreguliert.
Kodiert haufig tRNA Prol (Anticodon CGG), die in der rpoS .
proK Codonmutante P193 und 205 (CCG) bzw. in Dggglséoﬂ”etlil%’
korrespondieren Positionen in rpoD P (CCG) dekodiert. 1993 "
Wird mit steigender Wachstumsrate hochreguliert.
Kodiert u.a. abundante tRNA Gly3 (Anticodon GCC), die in
der rpoS Codonmutante G86 und 126 (GGT) und in
glywleuz entsprechenden Positionen in rpoD G (GGT) spezifiziert. Dong et al., 1996
Wird mit steigender Wachstumsrate hochreguliert.
Kodiert rare tRNA Gly2 (Anticodon UCC), die im rpoS
Wildtyp die raren Codons G86 und 126 (GGA bzw. GGG) Dong et al., 1996;
thruglyT dekodiert. Ebenso die rare tRNA Thr4, die im rpoS Wildtyp Emilsson et al.,
das rare Codon T144 (ACA) dekodiert. Werden bei 1993
steigender Wachstumsrate hochreguliert.
Kodiert rare tRNA Gly1 (Anticodon CCC), die im rpoS Emilsson et al
glyu Wildtyp das rare G126 Codon (GGG) dekodiert. Wird mit 1993 "
steigender Wachstumsrate herunterreguliert.
Kodiert in dreifacher Kopie die abundante tRNA Gly3
(Anticodon GCC), die in der rpoS Codonmutante G86 und Dong et al., 1996;
glyvxy 126 (GGT) dekodiert. Ebenso entsprechende haufige Emilsson et al.,
Codons in rpoD. Wird mit steigender Wachstumsrate 1993
hochreguliert.

Wie aus Abbildung 4.9 ersichtlich ist, wiesen die diversen tRNA-Promotor-lacz-
Fusionen, sowohl jene der tRNA-Promotoren, welche die Expression von raren tRNAs
kontrollieren, als auch jene, die die Expression von abundanteren tRNAs dirigieren, ein relativ
ahnliches in vivo Expressionsprofil auf. Sowohl die Promotoren der selteneren tRNA-Spezies
(Abbildung 4.9 A, C, E und G), als auch jene der haufigeren tRNAs (Abbildung 4.9 B, D und
F) erreichten ein Aktivitditsmaximum nach 3-4 Stunden Wachstum in der postexponentiellen
Phase bei einer ODs7g zwischen 1.5 und 2.5. Desweiteren zeigten die Promotoren der
abundanteren tRNA-Spezies eine erwartungsgemal etwa dreimal hohere Aktivitat (also
spezifische P-Galaktosidaseaktivitat) (Abb. 4.9 A, C, E und G), als die Promotoren der
selteneren tRNA-Spezies (Abb. 4.9 B und F). Der Promotor des thrUglyT Operons, das eine
rare Glycin- und Threonin-tRNA kodiert (Abb. 4.9 D) fiel hier offenbar aus dem Rahmen, da
es eine mit den Promotoren der hédufigen tRNAs vergleichbare spezifische J-
Galaktosidaseaktivitat zeigte. Dies ist insofern interessant, als dass diese tRNAs auch eine
andere Regulation zeigen, als andere rare tRNAs und bei steigender Wachstumsrate nicht
inhibiert, sondern offenbar verstarkt exprimiert werden und entsprechend hdhere tRNA-

Mengen aufweisen (siehe Tabelle 4.3; Dong et al., 1996; Emilsson et al., 1993). Weiterhin
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zeigen funf der sieben getesteten tRNA::lacZ-Fusionen (Abb. 4.9 A, B, D, E und F) eine
deutlich stérkere Expression in einer rpoS Mutante als im isogenen Wildtyp-Hintergrund.
Diese Fusionen scheinen also durch Ec® negativ reguliert zu werden und sprechen offenbar
auf einen erhdhten Ec'-Gehalt in der rpoS Mutante an. Zwei der sieben untersuchten
Fusionen (Abb. 4.9 C und G) hingegen zeigen in der Ubergangsphase hin zur stationaren
Phase in der rpoS Mutante eine leicht erniedrigte Expression. Hier kénnte Ec® also partiell
mit transkribieren.

Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass die Ergebnisse nicht fiir eine inverse
Wachstumsphase-abhéngige Regulation von raren und haufigeren tRNA-Spezies bezogen auf
die Regulation der Transkriptionsinitiation (also der Promotoraktivitat) sprechen. Die von
Dong et al. (1996) und Emilsson et al. (1993) und anderen beobachtete inverse Regulation
solcher tRNA-Paare (hdufig und selten) muss also auf posttranskriptionaler Ebene geschehen
(z.B. durch Prozessierungsereignisse und RNA-Abbau) oder Mechanismen der
Transkriptionselongation einschliel3en.
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Abbildung 4.9: Expressionsprofil von transkriptionalen tRNA-Promotor-lacZ-Fusionen entlang der Wachstumskurve, deren Promotoren die Expression von tRNAs
kontrollieren, die im rpoS Wildtyp rare und in der rpoS Codonmutante haufige Codons spezifizieren, in An- oder Abwesenheit von 6°. W3110 AlacZ::Tn10 rpoS Wildtyp-
und rpoS::kan Stamme, die jeweils eine tRNA-Promotor-lacZ-Fusion in Einzelkopie im Chromosom tragen (Stdmme TK12-TK25), wurden in komplexem LB-Medium bei 37°C
kultiviert und stiindlich Proben zur Bestimmung der spezifischen B-Galaktosidaseaktivitdt entnommen. Geschlossene Quadrate stellen die Wachstumskurve des jeweiligen rpoS
Wildtyp-Stammes, offene Quadrate jene der rpoS::kan Mutante dar. Geschlossene Kreise reprasentieren die ermittelte spezifische p-Galaktosidaseaktivitat im rpoS Wildtyp-
Hintergrund, offene Kreise jene in der rpoS::kan Mutante.
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4.3 Auch andere co-evolvierte Wachstumsphasen-
abhangig induzierte Isoenzyme als RpoS und RpoD
zeigen eine Korrelation zwischen Codon-Usage und
Wachstumsphase

RpoS und RpoD konnen auch als zwei sehr &hnliche I1soenzyme betrachtet werden, die einen
gemeinsamen evolutiondren Ursprung haben und beide an den gleichen Partner binden (das
RNAP-Kernenzym) und die Transkriptionsinitiation von sehr &hnlichen Promotoren aus
dirigieren. Auffallig ist jedoch, dass (bezogen auf beiden Isoenzymen gemeinsame Regionen)
im stationare Phase Sigmafaktor > mehr als doppelt soviele Aminosauren (16.7%) von raren
Codons spezifiziert werden als beim exponentielle Wachstumsphasen ,,Housekeeping®-
Sigmafaktor ¢ (7%) (Abbildung 4.1). Weiterhin werden elf verschiedene Positionen in den
Sequenzen beider Isoenzyme, welche die gleiche Aminosdure kodieren, in rpoS durch rare, in
der rpoD Sequenz hingegen durch synonyme hdufigere Codons représentiert (Abbildung 4.1).
Wie die bisherigen Ergebnisse zeigen, scheinen diese raren Codons fur eine Stabilisierung der
rpoS mRNA zu sorgen (Abbildung 4.3 und 4.5), indem sie die Zuganglichkeit des rpoS
Transkripts gegeniiber der einzelstrangspezifischen Endoribonuklease RNase E vermindern
(Abbildung 4.4). Ein Mechanismus, der mdglicherweise in der stationdren Wachstumsphase,
die im Allgemeinen durch limitierende energetische Ressourcen gekennzeichnet ist, von
Vorteil sein kann, um einen undkonomischen schnellen Abbau von mRNAs zu umgehen.
Diese Befunde fiihrten zu der Fragestellung, ob auch andere stationdre Wachstumsphasen-
assoziierte Gene existieren, in denen vermehrt rare Codons auftreten. Insbesondere solche, die
fur ein stationare Phase-induziertes Ec°-abhangiges Enzym kodieren, dessen Isoenzym-
Komplement gemeinsamen evolutiondren Ursprungs unter schnellem exponentiellem
Wachstum induziert wird. Beispiele hierfiir sind die Transaldolase und die Transketolase, die
beide im Pentosephosphatweg agieren (Sprenger, 1995). Beide Enzyme treten in E. coli in
zwei verschiedenen Isoformen auf, TalA/TalB und TktA/TktB. Die talA und tktB Gene sind in
einem gemeinsamen Ec°-abhangigen Operon kodiert, dessen Expression beim Eintritt in die
stationdre Wachstumsphase induziert wird (Weber et al., 2005 und nicht gezeigte Daten). Die
Gene, die fir die entsprechenden Isoenzyme kodieren, talB und tktA, hingegen sind
monocistronisch und werden in exponentiell wachsenden Zellen induziert und beim Eintritt in
die stationdre Wachstumsphase reprimiert (Weber et al., 2005 und nicht gezeigte Daten). Ein
Vergleich der Codon-Usage in den jeweiligen Isoenzymen (siehe Alignments in den
Abbildungen 4.10 A und B) offenbarte ein bereits zuvor in RpoS und RpoD beobachtetes
Muster. Trotz der hohen Homologie von TalA/TalB (63.7 % identische Aminosauren) enthélt
das stationdre Phase-induzierte talA Gen in Analogie zur RpoS/RpoD mehr als funfmal
soviele rare Codons (32.6%) wie das exponentielle Phase-induzierte talB Gen (6.3 % rare
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10 20 30 40 50
TalA M- NFLDGIKQFTTWA3§(>DIESTRHYHPQDATTNPSLLL((AAGLSQYEHLIDDAXAW(‘K
TalB MTDKLTSLRQYTTWADTGDIAAIVKLYQPQDAT'TNPSLILNAAQI PEYRKLIDDAVAWAK
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TalA K:NGKTQEQQVVAACDKLAVNFGAEILKIVPGRVSTEVDARLSFDKEKSIEKARHLVD;.YQ
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TalA QQGVEKSRTI IKLASTWEGIRAAEELEKEGINCNLTLL

AQARACAEAGVEFLISPFVG

TalB DAGISNDRILIKL!\STWQG*RA}\EQLEKEGINCNLTLLFSE’AQARI\CAEAGVFLI SPFVG
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TalA RIYDW!QI\RKFMDPYVVEEDPGVKSVRNIYDYYKQHHYLTIVMGI-\SFRRTEQILALTGCD
TalB RILDWYKANTDKKEYAPAEDPGVVSVSEIYQYYKE)’GY"TVVMGASFRNIGEILELAGCD
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240 250 260 270 280 290
TalA RLTIAPN’LLKELQEKVSPWRKLIPPSQTFPRPAPMSEAEFRWEHNQDAMAVEKLSEGIR
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300 310
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Abbildung 4.10: Sequenz-Alignment der (A) stationdre Phasen-induzierten Transaldolase TalA
und ihrem exponentielle Phasen-exprimiertem Isoenzym TalB und (B) der stationare Phasen-
induzierten Transketolase TktB und ihrem exponentielle Phasen-exprimiertem Isoenzym TktA
in E. coli. Aminosauren, die von seltenen Codons spezifiziert werden, sind rot markiert. Synonyme
Codons die selten im stationare Phasen-assoziierten Enzym sind, hingegen haufig im exponentielle
Phasen-assoziiertem Pendant eines Isoenzympaares, sind gelb hinterlegt.

Codons) (rot markierte Buchstaben im Alignment in Abb. 4.10 A). Desweiteren werden 38
verschiedene Positionen in den Sequenzen beider Isoenzyme (12 % aller Codons), welche die
gleiche Aminosdure kodieren, in talA durch rare (gelb hinterlegte, rote markierte Buchstaben),
in der talB Sequenz dagegen durch synonyme hdufigere Codons reprasentiert (Abb. 4.10 A).
Im Isoenzympaar TKktA/TktB, deren Aminosdauresequenz-ldentitit 74.6 % betréagt, sieht die
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Korrelation zwischen Codon-Usage und dem jeweiligen Wachstumsphasen-Kontext sehr
ahnlich aus (Abb. 4.10 B). Wéhrend das stationdre Phase-exprimierte tktB Gen 28.3 % rare
Codons enthélt, weist das exponentielle Phase-induzierte tktA Gen lediglich zu 9.3 % rare
Codons auf. 123 synonyme Codons (18.5 % aller Codons) sind selten in tktB und haufig in
tktA (Abb. 4.10 B).

Weitere interessante Isoenzyme, die beide indirekt Ec™-abhangig in der stationaren
Wachstumsphase und unter Sdurestress in der exponentiellen Wachstumsphase exprimiert
werden und in verschiedenen Operons lokalisiert sind, sind die Glutamat-Decarboxylasen
GadA und GadB (siehe 2.3.1.3). Wie die Analyse der Codon-Usage in den beiden nahezu
identischen Isoenzymen demonstrierte, zeigen auch die beiden stationdre Phasen-assoziierten,
sowie Saurestress-induzierten Isoenzyme ein verstarktes Auftreten von raren Codons in ihrer
Sequenz (Abbildung 4.11). Sowohl GadA, als auch GadB enthalten zu 21.4 % rare Codons.
Also etwa in der GroRenordnung, wie die zuvor untersuchten stationdre Phasen-exprimierten
Isoenzyme (RpoS, TalA und TktB). Weiterhin enthalt GadA an funf verschiedenen Positionen
rare Codons, die durch synonyme héufigere Codons in GadB repréasentiert werden und
umgekehrt GadB an drei Positionen rare Codons, die in GadA héaufig sind (Abb. 4.11). Diese
geringen Unterschiede sind wahrscheinlich auf genetische Drift zuriickzuftihren.

Die bemerkenswerte Beobachtung, dass es aufféllige Unterschiede in der Codon-
Usage in exponentiellen und stationdre Phasen-exprimierten Isoenzymen gibt, impliziert die
Existenz einer unmittelbaren Verbindung zwischen Codon-Usage und der Physiologie der
bakteriellen Genexpression. Von daher ist es von Interesse zu untersuchen, ob es eine
systematische Korrelation zwischen Codon-Usage und exponentielle Phasen- und stationére
Phasen-assoziierten Genen gibt. Hierzu wurde die Codon-Usage in mehreren exemplarischen
exponentielle und stationdare Wachstumsphasen-Genen, sowie postexponentielle Phasen-
induzierten Genen analysiert und miteinander verglichen. So enthilt das Ec®-kontrollierte
stationdre Phasen-exprimierte osmY Gen, das fur ein periplasmatisches, Osmotoleranz-
vermittelndes Protein kodiert (siehe 2.3.1.2), zu 21.3 % rare Codons. Das stationdre Phasen-
induzierte und indirekt tiber den Transkriptonsaktivator CsgD Eoc°- aktivierte csgB Gen
(Hengge 2010b und 2011; Weber et al., 2006b), enthélt mit 40.1 % einen auRerordentlich
hohen Anteil an raren Codons. Das csgB Gen kodiert fiir ein Nukleatorprotein, das fur die
Verankerung von den flr die Biofilmbildung essentiellen adh&siven Curli-Fimbrien in der
Aullenmembran verantwortlich ist. Typische exponentielle Phasen-aktivierte Gene, wie rpsO
und rpsB, die fiir das ribosomale Protein S15 bzw. S2 der kleinen 30S-Untereinheit kodieren,
weisen dagegen mit 11.1 % bzw. 6.6 % einen weitaus geringeren Anteil an raren Codons auf.
Das rpoA Gen hingegen, dass fiir die a-Untereinheit der RNAP kodiert und sowohl in der
exponentiellen, wie in der stationdren Wachstumsphase exprimiert wird, enthalt mit 20.3 %
einen signifikant hoheren Anteil an raren Codons als ausschlieBlich exponentielle Phasen
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
GadA MDQKLLTDFRSELLDSRFGAKAISTIAESKRFPLHEMRDDVAFQI INDELYLDGNARQNLATFCQTWDDENVHKLMDLSINKNWIDKEEYPQSAATIDLRC

GadB MDKKQVTDLRSELLDSRFGAKSISTIAESKRFPLHEMRDDVAFQIINDELYLDGNARONLATFCQTWDDENVHKLMDLSINKNWIDKEEYPQSAAIDLRC
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110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
GadA VNMVADLWHAPAPKNGQAVGTNTIGSSEACMLGGMAMKWRWRKRMEAAGKPTDKPNLVCGPVQICWHKFARYWDVELREI PMRPGQLFMDPKRMIEACDE

GadB VNMVADLWHAPAPKNGQAVGTNTIGSSEACMLGGMAMKWRWRKRMEAAGKPTDKPNLVCGPVQICWHKFARYWDVELREIPMRPGQLFMDPKRMIEACDE
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
GadA NTIGVVPTFGVTYTGNYEFPQPLHDALDKFQADTGIDIDMHIDAASGGFLAPFVAPDIVWDFRLPRVKSISASGHKFGLAPLGCGWVIWRDEEALPQELV

GadB NTIGVVPTFGVTYTGNYEFPQPLHDALDKFQADTGIDIDMHIDAASGGFLAPFVAPDIVWDFRLPRVKSI SASGHKFGLAPLGCGWVIWRDEEALPQELV
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
GadA FNVDYLGGQIGTFAINFSRPAGQVIAQYYEFLRLGREGYTKVONASYQVAAYLADEIAKLGPYEFICTGRPDEGI PAVCFKLKDGEDPGYTLYDLSERLR

GadB FNVDYLGGQIGTFAINFSRPAGQVIAQYYEFLRLGREGYTKVONASYQVAAYLADEIAKLGPYEFICTGRPDEGIPAVCFKLKDGEDPGYTLY¥DLSERLR
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

410 420 430 440 450 460
GadA LRGWQVPAFTLGGEATDIVVMRIMCRRGFEMDFAELLLEDYKASLKYLSDHPKLOQGIAQONSFKHT

GadB LRGWQVPAFTLGGEATDIVVMRIMCRRGFEMDFAELLLEDYKASLKYLSDHPKLQGIAQONSFKHT
410 420 430 440 450 460

Abbildung 4.11: Sequenz-Alignment der stationdre Phasen- und Saurestress-exprimierten
Glutamat-Decarboxylase Isoenzyme GadA und GadB. Aminosauren, die von raren Codons
spezifiziert werden sind rot markiert. Synonyme Codons die selten in einem Enzym des Paares sind,
haufig dagegen im anderen, sind gelb hinterlegt.

Gene. Interessant hierbei ist, dass RpoA bzw. die RNAP eben auch in der stationdren
Wachstumsphase bendétigt wird, was den héheren Anteil an raren Codons sinnvoll erscheinen
lasst. Die hier beschriebenen Daten, zusammen mit den experimentellen Daten zur Codon-
Usage in rpoS, sprechen also fir eine Korrelation von Codon-Usage und Wachstumsphasen-
abhéngiger Genregulation. Mdglicherweise umgehen Gene, die in der stationdren Phase unter
energetisch weniger gulnstigen Bedingungen exprimiert werden, einen undkonomischen
Abbau ihrer mRNAs, indem sie ihre mMRNASs vermehrt mit raren Codons ,,ausstatten®. Die an
diesen raren Codons pausierenden und somit dichter aufeinanderfolgenden Ribosomen
konnten dann solche mRNAs vor dem Zugriff vor RNase E schiitzen und stabilisieren. Die
Ergebnisse dieser Arbeit liefern also einen zusétzlichen Aspekt, warum rare Codons in Genen
aus den genannten Griinden und Beobachtungen neben den bereits bekannten Aspekten
(effektive co-translationale Proteinfaltung, effizientere Translationselongation durch eine rare
Codon-Barriere am Anfang von mRNAs, siehe 2.4) einem positiven Selektionsdruck
unterliegen kénnen und nicht allein durch Mutationsdruck und genetische Drift persistieren.

4.4 ldentifikation neuer an der RpoS-Regulation
beteiligter sSRNAs durch die Analyse von Hfq-
gebundenen RNAs mittels 454 Pyrosequenzierung

Die rpoS mRNA reprasentiert ein paradigmatisches Beispiel einer mRNA, deren Translation
durch die Interaktion der translationsinkompetenten 5 -UTR, in der die Ribosomenbindestelle
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(RBS) intramolekular sequestriert vorliegt, mit SRNAs aktiviert wird (siehe 2.2.2.2). Bisher
sind die drei SRNAs RprA, DsrA und ArcZ identifiziert worden, die zur translationalen
Aktivierung der rpoS mRNA unter verschiedenen Stressbedingungen beitragen (siehe
2.2.2.2). Dennoch schien keine dieser SRNAs fiir die gesteigerte Translationsinduktion von
rpoS unter hyperosmotischem Stress und Saurestress, sowie in einer hns Mutante (siehe
2.3.2.3) unter exponentiellem Wachstum verantwortlich zu sein (Majdalani et al., 2001; Zhou
und Gottesman, 2006). Dies spricht fir die Existenz weiterer, bisher nicht identifizierter
SRNAs, die an der Regulation der rpoS Translation beteiligt sein konnten. Ziel dieser Arbeit
war es daher, weitere sSRNAs zu identifizieren, die an der o> Regulation beteiligt sind.
Insbesondere solche, welche die hyperosmotische und Saurestress-induzierte Aktivierung der
rpoS Translation vermitteln. Hierzu wurde ein experimenteller Ansatz gewéhlt, der sich schon
zuvor bei der Identifikation von SRNAs als sehr fruchtbar erwiesen hat: die Detektion Hfg-
assoziierter RNAs mittels Deep-Sequenzierung (454 Pyrosequenzierung) (siehe 2.2; Sharma
und Vogel, 2009; Sittka et al., 2008). Hfq ist eines der abundantesten RNA-Bindeproteine in
E. coli Uberhaupt und tatsachlich bindet es alle bisher identifizierten in trans agierenden
SRNAs in vivo, um dic SRNA*mRNA Duplexbildung, trotz begrenzter Komplementaritat
zwischen beiden, zu stabilisieren (siehe 2.2.2). In einer Pionierstudie von Zhang et al. (2003)
in E. coli erfolgte die Detektion von mit Hfq co-immunoprazipitieren RNAs auf ,,hohe Dichte
Mikroarrays« (Tiling-Arrays). Die Detektion der Hfg-assoziierten RNAs mittels Deep-
Sequenzierung (454 Pyrosequenzierung) (MacLean et al., 2009; Margulies et al., 2005) hat
sich allerdings als effektiver erwiesen, da letztere durch eine, im Vergleich zu Microarrays-
basierten Methoden, héhere Sensitivitat gekennzeichnet ist und das parallele Sequenzieren
von Hunderttausenden cDNASs in nur einem Sequenzierungslauf erlaubt.

Um neue potenzielle sSRNA-Kandidaten, die an der translationalen Aktivierung der
rpoS mRNA beteiligt sind, zu identifizieren, wurde die oben beschriebene Strategie, die auf
der Deep-Sequenzierungsanalyse (454 Pyrosequenzierung) von mit Hfg co-
immunoprazipitierter RNA beruht, gewahlt. Hierbei fungierte hyperosmotischer Stress als ¢°
induzierende Modell-Stresssituation. Zunachst wurde ein E. coli K12 W3110 Stamm erzeugt,
in welchem dem endogenen chromosomalen Hfg Protein mittels homologer Rekombination
durch das A red-System ein C-terminales Tripel-FLAG-Tag-Epitop hinzugefiigt wurde. Dies
geschah nach einer in Anlehnung an Datsenko und Wanner (2000) modifizierten Methode
(Uzzau et al., 2001) (siehe Material und Methoden 3.6.11). Der resultierende Stamm W3110
hfq::FLAG::kan (TK62) wurde anschlielend in M9-Minimal-Medium, supplementiert mit 0.4
% Glycerol als Kohlenstoffquelle bei 37°C bis zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert und die
Kultur gesplittet. Die eine Halfte der Kultur wurde mit NaCl versetzt (0.3M
Endkonzentration), die andere ungestresste Kontrolle (-NaCl) mit dem gleichen Volumen an
Agqua dest. versetzt. 6 Minuten spater wurden die Zellen geerntet, aufgeschlossen und die
RNA mittels eines gegen den FLAG-Tag gerichteten a-FLAG-AntikOrpers zusammen mit
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Abbildung 4.12: Deep-Sequenzierungsanalyse von Hfg co-immunoprazipitierten RNAs zur
Identifikation von unter hyperosmotischen Stress induzierten sRNAs, die mdgliche potenzielle
Kandidaten der rpoS Regulation darstellen (veréndert, aus Sharma und Vogel, 2009). Mit Hfg co-
immunoprazipitierte RNA aus hyperosmotisch gestressten und ungestressten (Kontrolle) W3110
hfq::FLAG::kan Zellen wurde extrahiert, in 5"-Monophosphat RNA konvertiert, mit 5"-Linkern ligiert und
einem 3’-Poly(A)-Tag versehen und in cDNA revers transkribiert. Zur Detektion der Hfg-gebundenen
RNAs und der Identifikation von hyperosmotisch-induzierten sSRNAs wurden die so erhaltenen cDNAs
der Analyse durch Pyrosequenzierung zugefihrt.

Hfq co-immunoprazipitiert (siehe Material und Methoden 3.5.5). Die extrahierte co-
immunoprazipitierte RNA wurden nachfolgend durch Behandlung mit der sauren Tabak-
Pyrophosphatase (TAP) in 5"-Monophosphat RNA konvertiert, mit spezifischen 5 -Linkern
ligiert und einem 3"-Poly(A)-Tag versehen und in cDNA revers transkribiert. Die so
erhaltenen cDNAs wurden schlieRlich der 454 Pyrosequenzierungsanalyse  zugefihrt.
Abbildung 4.12 illustriert schematisch den Ablauf der hier beschriebenen Prozedur. Um die
Hfg co-Immunoprazipitation vor der cDNA-Synthese und der sich anschlielenden
Pyrosequenzierungsanalyse auf Erfolg hin zu Uberpriifen, wurde zundchst die Osmo-
Induktion von o°, die co-Immunoprazipitation des Hfq::FLAG-Proteins und der SRNA RprA
als hyperosmotisch induzierte, Hfg-bindende Kontroll-sRNA in Western- und Northernblot-
Analysen untersucht (siehe Abbildung 4.13).

Wie aus Abbildung 4.13 hervorgeht, war sowohl die hyperosmotische Induktion von
>, als auch die Immunoprazipitation des Hfq::FLAG Proteins, sowie die hyperosmotische
Induktion der Hfg-abhangigen sRNA RprA und deren co-Immunoprézipitation erfolgreich.
Daher konnten die RNA-Proben der weiteren Behandlung und cDNA-Synthese mit
nachfolgender Deep-Sequenzierungsanalyse zugefihrt werden.
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Abbildung 4.13: a-FLAG co-Immunopréazipitation (co-IP) Hfg-assoziierter sRNAs aus
hyperosmotisch geshifteten E. coli Zellen und ungestressten Zellen (Kontrolle) zur
Identifikation von hyperosmotisch induzierten sRNAs durch 454 Pyrosequenzierung. W3110
hfq::FLAG::kan Zellen wurde in M9-Minimalmedium mit 0.4 % Glycerin bei 37°C bis zu einer ODs7g
von 0.3 kultiviert, gesplittet und die eine Héalfte der Kultur mit 0.3 M NaCl (Endkonzentration)
hyperosmotisch geshiftet. Im Anschluss daran wurde eine co-Immunopréazipitation und Extraktion der
Hfg-assoziierten RNAs mittels eines a-FLAG Antikorpers, sowohl fir die Osmo-gestresste Kultur, als
auch fir die ungestresste Kultur (Kontrolle) durchgefiihrt (siehe 3.5.5). (A) Zur Verifikation der Osmo-
Induktion von RpoS wurden jeweils 5 ug Gesamtprotein auf einem 12%-igen SDS-Polyacrylamidgel
separiert und eine Westernblot-Analyse mit einem gegen o° gerichteten polyklonalen Antikdrper
durchgefuhrt. Wie aus (A) hervorgeht, kommt es in der hyperosmotisch geshifteten Kultur zu einer
etwa 5-fachen Osmo-Induktion von RpoS gegentber der ungeshifteten Kultur. (B) Zur Verifkation des
Hfq::FLAG Protein-Pulldowns aus den Extrakten der beiden Kulturen wurden als Input-Kontrolle (-IP:
vor der Zugabe des monoklonalen a-FLAG Antikdrpers) 0.05 OD Gesamtprotein, aus der co-IP-
Fraktion (+IP) jeweils 2.5 OD Gesamtprotein aufgetragen und auf einem 15%-igen SDS-
Polyacrylamidgel getrennt. Die Detektion des Hfq::FLAG-Proteins erfolgte mit einem monoklonalen
gegen das FLAG-Tag-Epitop gerichteten Antikérper. Als Kontrolle wurde das gleiche
Osmoshiftexperiment mit einem ungetaggten hfq Wildtypstamm (hfg wt) durchgefuhrt. Wie aus dem
Westernblot ersichtlich ist, war die Anreicherung bzw. Immunoprézipitation des Hfq::FLAG-Proteins
erfolgreich. Erwartungsgeman zeigt die Kontrolle des isogenen hfq Wildtypstammes kein Signal auf
der Hohe des Hfq::FLAG-Proteins. Die schwachen Banden oberhalb von Hfg::FLAG reprasentieren
die schwere (55 kDa) und leichte Kette (28 kDa) des a-FLAG Antikérpers. (C) Um die
hyperosmotische Induktion und co-Immunoprazipitation der Hfg-assoziierten SRNA RprA als Kontroll-
SRNA zu Uberprifen, wurden 0.25 OD Gesamt-RNA der Input-Kontrolle (-IP) und die 10-fache Menge
(2.5 OD) an Gesamt-RNA der co-IP-Fraktion (+IP) auf einem denaturierenden 6 % Polyacrylamidgel
mit 7 M Harnstoff elektrophoretisch getrennt und RprA mit einer DIG-markierten Sonde und einem a-
DIG Antikdrper, wie unter 3.6.14.2 beschrieben, detektiert. Wie der Northernblot zeigt, kommt es
erwartungsgeman zu der bekannten hyperosmotischen RprA-Induktion. Ebenso war die Anreicherung
von RprA in der co-IP-Fraktion erfolgreich.
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4.4.1 Die Bioinformatische Analyse der cDNA-Bibliotheken aus
der 454 Pyrosequenzierung

Bei der Identifikation neuer potenziell rpoS regulierender SRNAs durch die Analyse von Hfg-
assoziierten SRNAs hyperosmotisch gestresster Zellen durch 454 Pyrosequenzierung handelte
es sich um ein Kooperationsprojekt mit der RNA-Biologie Gruppe von Prof. Dr. Jérg Vogel
am Max-Planck-Institut fir Infektionsbiologie in Berlin. Die Rohdatenanalyse des 454
Pyrosequenzierungslaufs erfolgte wie nachfolgend beschrieben bis einschlie3lich zur
Annotation der erhaltenen cDNA Bibliothek des 454 Pyrosequenzierungslaufs gegen das
Genom des E. coli Stammes W3110 durch Dr. Cynthia Sharma aus der RNA-Biologie Gruppe
von Prof. Dr. Jorg Vogel. Die eigentliche Analyse der cDNA Reads (auf den Rohdaten
basierend) mittels des integrierten genomischen Browsers der Firma Affymetrix (IGB, siehe
unten), die zur ldentifikation der unter hyperosmotischem Stress differentiell regulierten
sRNAs fuhrte, wurde dagegen von mir in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Regine Hengge
(FU Berlin) durchgefihrt.

Bei der 454 Pyrosequenzierung wurden mehrere cDNA-Bibliotheken gemischt und
innerhalb eines Sequenzierungslaufs simultan sequenziert. Aus diesem gemischten 454
Sequenzierungslauf wurden die co-IP Bibliotheken aus der ungestressten hfg::FLAG::kan
Kultur (-NaCl Kontroll-co-IP: TK_HIP_Ctr, siehe Tabelle 4.4), sowie der hyperosmotisch
gestressten Kultur (TK_HIP_NaCl, siehe Tabelle 4.4) Uber einen spezifischen, an die 5'-
Adaptersequenz wahrend der cDNA-Synthese angehangten, 4-mer Barcode-Tag (Linker-Tag
,TGAT* bzw. ,,TGGA®, siche Tabelle 4.4) heraus extrahiert. Gleichzeitig wurden die
ligierten 5 -Adaptorsequenzen, sowie der Poly(A)-Schwanz entfernt. Die Gesamtzahl aller
Inserts aus den cDNA-Bibliotheken ist in Tabelle 4.4 aufgelistet.

Tabelle 4.4: Daten aus der Analyse der Hfg co-IP-Bibliotheken (ungestresste Kontroll-Kultur:

TK_HIP_Ctr und hyperosmotisch gestresste Kultur: TK_HIP_NaCl), erstellt von Dr. Cynthia
Sharma, Max-Planck-Institut fir Infektionsbiologie, Berlin (siehe Text).

Library Linker tag Inserts Inserts < 18 nt Inserts >= 18nt
TK_HIP_Ctr TGAT 139890 10500 129390
TK_HIP_NaCl TGGA 70412 2799 67613

In der co-IP Kontroll-Bibliothek (-NaCl) wurden 139890 cDNAs sequenziert (Tab. 4.4), die
Langen zwischen 1-321 Basenpaaren (Bp) aufwiesen, wovon 92.5 % eine Lange > 18 Bp
aufwiesen (siehe Abbildung 4.14) und beim spateren Alignment gegen das W3110 Genom
beruicksichtigt wurden. Die co-IP-Bibliothek der hyperosmotisch gestressten Kultur
(TK_HIP_NaCl) ergab 70412 cDNA Sequenzen (Tab. 4.4), die in ihrer L&nge zwischen 1-364
Bp variierten, von denen 96 % eine Lange > 18 Bp aufwiesen (siehe Abbildung 4.14) und
beim spateren Alignment gegen das W3110 Genom ber(icksichtigt wurden.
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Abbildung 4.14: Statistische Analyse der cDNA-Sequenzierungsergebnisse aus der 454
Pyrosequenzierung der Hfg-assoziierten RNAs. Aufgetragen ist die Anzahl der cONA-Reads gegen
die Lange der erhaltenen cDNAs in Bp (erstellt von Dr. Cynthia Sharma, Max-Planck-Institut fir
Infektionsbiologie, Berlin).

Beim Alignment der erhaltenen cDNA-Bibliotheken wurden nur solche cDNA-Inserts
berucksichtigt, die gleich oder groRer als 18 Bp waren. Hierzu wurden die cDNAs mit Hilfe
des WU-BLAST 2.0 Algorithmus (http://blast.wustl.edu/) mit den folgenden Parametern

gegen das Genom des E. coli K12 W3110 Stammes als Referenz Kkartiert:

-B=1 -V=1 -m=1 -n=-3 -Q0=3 -R=3 -gspmax=1 -hspmax=1 -mformat=2 -e=0.0001

-B = 1 maximal number of database sequences to report alignments from

-V = 1 maximal number of reported alignments for a given database sequence

-m = 1,-n = —3 match, mismatch scoring system

—-Q = 3 penalty score for a gap of length 1

—-R = 3 penalty score for extending a gap by each letter after the first

—gspmax = 1 max. number of gapped high-scoring pairs (GSPs) saved per subject
sequence (default 0;0 >unlimited)

—hspmax = 1 max. number of ungapped HSPs saved per subject sequence (default 1000;
0 > unlimited)

-mformat = 2 specifies tabular output format (default 1)

—e = 0.0001 Expectation value (E) [Real] default = 10.0

Von diesen 129390 cDNAs > 18Bp der Kontroll-co-IP-Bibliothek (TK_HIP_Ctr) ergaben
123321 cDNAs nach dem BLAST-Alignment mit dem W3110 Genom einen Treffer, wéhrend
etwa 5 % der Sequenzen keinen Treffer ergaben (Tab. 4.5). Von den 67613 cDNAs > 18Bp
aus der co-IP-Bibliothek der hyperosmotisch gestressten Kultur (TK_HIP_NaCl) ergaben
64667 cDNAs einen Treffer, wahrend etwa 4.6 % keinen Treffer ergaben.

Tabelle 4.5: Ergebnisse des BLAST-Alignments der cDNAs aus den co-IP-Bibliotheken mit dem

Genom des E. coli K12- Stammes W3110 (erstellt von Dr. Cynthia Sharma, Max-Planck-Institut fur
Infektionsbiologie, Berlin).

Library Inserts >= 18nt Total BLAST hits >=18nt but no hit

TK_HIP_Ctr 129390 123231 6159

TK_HIP_NaCl 67613 64667 2946
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Der néchste Schritt in der bioinformatischen Analyse der 454 Pyrosequenzierungsdaten war
die Visualisierung der genomischen Lokalisation der Treffer aus der WU-BLAST-Analyse,
sowie die quantitative Auswertung der Daten mit Hilfe des integrierten genomischen
Browsers (IGB) (http://www.affymetrix.com/support/developer/tools/download_igb.affx) der
Firma Affymetrix. Da die co-IP-Kontroll-Bibliothek (TK_HIP_Ctr) und die co-1P-Bibliothek
aus der hyperosmotisch gestressten Kultur (TK_HIP_NaCl) beziglich ihrer Anzahl der cDNA
Reads relativ grole Unterschiede aufwiesen (siehe Tab. 4.4 und 4.5), musste ein
Normalisierungsfaktor (NF) beriicksichtigt werden. Hierbei wurde die Anzahl der gemappten
Reads fur jede Nukleotid-Position durch den NF dividiert und mit 2000 multipliziert. Um den
Anreicherungsfaktor einer gegeben SRNA einer co-IP-Bibliothek im Vergleich zu der anderen
co-IP-Bibliothek der beiden Bibliotheken abzuschétzen (sowohl auf dem Plus-, als auch auf
dem Minus-Strang), wurde der Quotient aus der Anzahl der gemappten Reads fir eine
gegebene Position einer Bibliothek und der Anzahl der gemappten Reads an der
entsprechenden Position der anderen Bibliothek gebildet. Bekannte sRNAs, die in der
hyperosmotischen Kultur (+NaCl) gegentiber der Kontroll-Kultur (-NaCl) hochreguliert
waren, sind in Tabelle 4.6 gelistet. Solche, die in der hyperosmotischen Kultur (+NaCl)
gegeniber der Kontroll-Kultur (-NaCl) herunterreguliert waren, in Tabelle 4.7. Daneben gab
es noch einige wenige 5- und 3 -UTRs von Genen, die in der co-IP Bibliothek aus der
hyperosmotisch geshifteten Kultur verstéarkt auftraten, aber nicht weiter experimentell verfolgt
wurden.

Tabelle 4.6 sRNAs in der co-IP-Bibliothek der hyperosmotisch gestressten Kultur, die
gegenuber der ungestressten Kultur hochreguliert waren.

SRNA approx. fold upregulation

SgrS 3
RydB 2-3
RprA 3-4
DsrA 15
RyeB 8-9
MicA (SraD) 1.5-2
OmrA (RygA) 15
OmrB (RygB) 2-3
SsrS (6S) 2-3
GImZ (RyiA) 6-7

Tabelle 4.7: sRNAs in der co-IP-Bibliothek der hyperosmotisch gestressten Kultur, die
gegenuber der ungestressten Kultur herunterreguliert waren.

sRNA approx. fold downregulation
MicC 3-4
RyeE (CyaR) 4-5
ArcZ (RyhA) 3
SpoT42 1.5-2
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Wie aus Tabelle 4.6 ersichtlich ist, spiegeln die Pyrosequenzierungsdaten die im Falle von
OmrA und OmrB bereits beschriebene hyperosmotische Induktion wider (Guillier und
Gottesman, 2006) (siehe auch 2.2.2.3). Ein Hinweis darauf, dass die hier angewandte
Methode funktioniert. Auch eine Rolle von RprA bei der hyperosmotischen Induktion von ¢°,
bei gleichzeitiger Abwesenheit von DsrA ist bereits zuvor beschrieben worden (Majdalani et
al., 2001) (siehe auch 2.2.2.2). Interessanterweise scheint die SRNA ArcZ, die auch einen
positiven Regulator der rpoS Translation représentiert (Mandin und Gottesmann, 2010) (siehe
auch 2.2.2.2), unter den osmotischen Stressbedingungen herunterreguliert zu werden.

4.4.2 Verifikation der sRNA-Expressionsdaten aus der
Pyrosequenzierungsanalyse in Northernblot-Analysen

Wie aus der Tabelle 4.6 hervorgeht, scheinen einige SRNAs (basierend auf den
Pyrosequenzierungsdaten) unter hyperosmotischen Bedingungen verstéarkt zu akkumulieren.
Um dies weiter zu verifizieren, wurde die hyperosmotische Induktion dieser SRNAs, sowie
die beobachtete hyperosmotische Repression der rpoS regulierenden SRNA ArcZ (Tab. 4.7) in
Northernblot-Analysen untersucht. Hierzu wurde der E. coli K12-Stamm W3110 bei 37°C in
M9-Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin bis zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert, die Kultur
gesplittet und die eine Halfte der Kultur mit 0.3 M NaCl (Endkonzentration) hyperosmotisch
gestresst und die ungestresste Kultur mit dem gleichen VVolumen an Aqua dest. versetzt. Sechs
Minuten spater wurden Proben fur die Gesamt-RNA-Isolation entnommen. Die
hyperosmotische Regulation der verschiedenen sRNAs wurde dann in den sich
anschlieBenden Northernblot-Analysen untersucht (siehe Abbildung 4.15).

Wie Abbildung 4.15 illustriert, stimmen die Northernblot-Daten im Falle von OmrA,
OmrB und RprA recht gut mit den Daten aus den Pyrosequenzierungen (Tabelle 4.6) tberein,
da sie auch eine hyperosmotische Induktion der jeweiligen SRNAs zeigen und die Osmo-
Induktion von OmrA im Vergleich zu OmrB auch gemé&R den Northernblot-Daten schwacher
ausfallt. Auch die, aus den Pyrosequenzierungsdaten hervorgehende, leichte hyperosmotische
Induktion von MicA (Tab. 4.6) ist im Northernblot reproduzierbar. Ebenso ist die Repression
von ArcZ in der hyperosmotisch gestressten Kultur reproduzierbar (Tab. 4.7). Dagegen fallt
die hyperosmotische Induktion von RyeB und GImZ laut den Northernblot-Analysen weitaus
schwécher aus, als es die Pyrosequenzierungsdaten vermuten lassen (Tab. 4.6). Fir GImZ ist
im Northernblot eine verstarkte Akkumulation der unprozessierten Form (obere Bande in
Abb. 4.15 F) erkennbar. Im Falle der 6S RNA ist im Northernblot, im Gegensatz zur
Pyrosequenzierungsanalyse (Tab. 4.6), gar keine Induktion in den Salz-gestressten Zellen zu
erkennen. Die hyperosmotische Induktion von DsrA hingegen féllt laut den Northernblot-
Daten starker aus, als in der Pyrosequenzierungsanalyse ermittelt (vgl. Abb. 4.15 | und Tab.
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Abbildung 4.15 Verifikation der hyperosmotischen Regulation der verschiedenen sRNAs aus
den Pyrosequenzierungsdaten mittels Northernblot-Analysen. Der E. coli Stamm W3110 wurde
bei 37°C in M9-Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin bis zu einer ODs73 von 0.3 kultiviert, die Kultur
gesplittet und die eine Halfte der Kultur mit 0.3 M NaCl (Endkonzentration) hyperosmotisch gestresst.
Sechs Minuten spater wurden aus der ungestressten und der hyperosmotisch gestressten Kultur
Proben fur die Gesamt-RNA-Isolation entnommen und die sSRNA-Akkumulation mittels Northernblot-
Analyse verfolgt. Hierzu wurden je 5 pg Gesamt-RNA auf einem denaturierenden 6 %-igen
Polyacrylamidgel mit 7M Harnstoff aufgetrennt und anschlieend auf eine Nylonmembran transferiert.
Die Detektion der verschiedenen sRNAs erfolgte dann mit einer, fir die jeweilige SRNA spezifischen,
DIG-markierten Sonde und einem a-DIG Antikdrper, wie unter 3.6.14.2 beschrieben. Im Falle der
SRNAs (A) OmrA und (B) OmrB, (C) RprA , (E) ArcZ und DsrA (I) wurde, als Negativkontrolle und zur
Zuordnung der Banden, Gesamt-RNA aus einer hyperosmotisch geshifteten Kultur einer
entsprechenden, in dieser Arbeit hergestellten, Knockout-Mutante mit aufgetragen. Als
Ladungskontrolle erfolgte die Detektion der ribosomalen 5S RNA mit einer spezifischen DIG-Sonde,
wie weiter oben im Text beschrieben.

4.6) Die sRNAs SgrS und RydB waren in den Northernblot-Analysen nicht detektierbar und
sind daher auch nicht gezeigt.
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4.4.1 Einige der hyperosmotisch induzierten sRNAs weisen auch
eine verstarkte Akkumulation in einer hns Mutante auf

Ziel der 454 Pyrosequenzierungsanalyse der unter hyperosmotischen Bedingungen Hfg-
assoziierten RNAs war es, neue SRNAs zu identifizieren, die an der rpoS Regulation beteiligt
sind. Insbesondere solche, welche die rpoS Translation direkt positiv regulieren. Die bisher
gezeigten Daten (Tabelle 4.6 und Abbildung 4.15) liefern einige potenzielle Kandidaten, die
an der rpoS Regulation beteiligt sein konnten. Andererseits ist auch das Nukleoid-assoziierte
globale Regulatorprotein H-NS (siehe 2.3.2.3) ein negativer Regulator der rpoS Translation
(Barth et al., 1995; Yamashino et al., 1995). So zeigt eine hns Mutante eine, vor allem in der
exponentiellen Wachstumsphase, stark erhohe Akkumulation von o>-Protein, zum einen
verursacht durch eine Stabilisierung des o°-Proteins (Yamashino et al., 1995; Zhou und
Gottesman, 2006), aber auch durch eine gesteigerte Translation der rpoS mRNA (Barth et al.,
1995; Yamashino et al., 1995). Vorstellbar ist daher, dass in einer hns Mutante eine SRNA
hochreguliert wird, welche die rpoS Translation positiv reguliert. Von daher war es von
Interesse zu Uberprifen, ob eine oder mehrere der hyperosmotisch induzierten SRNAs aus den
Pyrosequenzierungs-Bibliotheken auch in H-NS-defizienten Zellen verstarkt akkumulieren.
Um dies zu testen, wurde ein W3110 Alacl-A::scar Stamm (GB1000) und eine isogene hns
Mutante, die ein hns::Tn10 Allel tragt (GB1000 hns::Tn10; Stamm TK82) in LB-Medium bei
37°C bis zu einer ODs7g von 0.5 kultiviert und Proben fir die Gesamt-RNA Isolation
entnommen. Die Expression der verschiedenen SRNAs (Wildtyp vs. hns Mutante) wurde dann
in den sich anschliefenden Northernblot-Analysen verfolgt (siehe Abbildung 4.16).

Abbildung 4.16 demonstriert die Akkumulation der verschiedenen sSRNAs in einer hns
Mutante und dem isogenen Wildtyp-Hintergrund. Wie erkennbar ist, zeigen einige der zuvor
als hyperosmotisch induziert identifizierten SRNAs auch eine verstarkte Akkumulation in
einer hns Mutante gegentiber dem Wildtyp-Stamm. Vor allem die SRNAs OmrA (8-fache
Akkumulation), OmrB (3-fache Akkumulation), RyeB (17-fache Akkumulation) und MicA
(6-fache Akkumulation) weisen eine deutlich verstarkte Akkumulation in H-NS-defizienten
Zellen auf. Die sRNAs SgrS und 6S hingegen zeigen nur eine sehr schwach verstérkte
Akkumulation (1.5-fach, bzw. 1.3-fach) in der hns Mutante, wahrend GImZ und RydB in der
hns Mutante gar nicht differentiell reguliert zu sein schein (Abb. 4.16).
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Abbildung 4.16: Expression der verschiedenen positiv Osmo-regulierten sRNAs in einer hns
Mutante und einem isogenen Wildtyp-Stamm. Der Stamm GB1000 (W3110 Alacl-A::scar) und
seine isogene hns Mutante wurden bei 37°C in komplexen LB-Medium bis zu einer ODs7g3 von 0.5
kultiviert und anschlieRend Proben fir die Gesamt-RNA-Isolation entnommen. Die Expressionsmuster
der verschiedenen sRNAs wurden im Anschluss daran, wie zuvor beschrieben (siehe Legende zu
Abbildung 4.15), in Northernblot-Analysen untersucht, ebenso die 5S RNA als Ladungskontrolle. Die
Quantifizierungen der Daten ist in Abbildung (I) gezeigt.

4.4.2 Charakterisierung der translationalen Regulation einer
rpoS::gfp-Reportergenfusion durch die hyperosmotisch
induzierten sRNA-Kandidaten

Im Folgenden sollte die translationale Regulation von rpoS durch die aus den
Pyrosequenzierungs- und Northernblot-Daten erhaltenen SRNA-Kandidaten (siehe Tabelle 4.6
und Abbildungen 4.15 und 4.16) untersucht werden. Hierzu wurde ein GFP-Reportergen-
System verwendet, dass der Untersuchung der Spezifitdt der Interaktion von sRNAs mit
(potenziellen) Ziel-mRNAs dient (Urban und Vogel, 2007). In diesem System werden die 5°-
UTR und Translations-Initiations-Region (TIR) der zu untersuchenden Ziel-mRNA in einem
Niederkopienzahl-Vektor an das gfp Gen, das fur das grun fluoreszierende Protein kodiert,
fusioniert (N-terminale GFP-Fusion). Die Expression der Ziel-mRNA-Fusion steht dann unter
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Abbildung 4.17: Expressionstest der verschiedenen klonierten sRNA-Kandidaten des
rpoS::gfp-Reportergen-Systems. Der E. coli Stamm W3110 wurde mit den verschieden sRNA-
Vektorkonstrukten (psRNA) und dem Nonsense-RNA-Vektor pJV300 als Negativkontrolle
transformiert, in LB-Medium (supplementiert mit 100 pg/ml Ampicillin) bei 37°C bis zu einer ODs7g von
1.0 kultiviert und Proben fur die Gesamt-RNA-Praparation und die sich anschlieRenden Northernblot-
Analysen entnommen. Die Detektion der verschiedenen sRNAs vollzog sich wie in Legende zu
Abbildung 4.15 beschrieben, einschlie3lich der 5S RNA als Ladungskontrolle.

der Kontrolle des konstitutiven P o Promotors (Lutz und Bujard, 1997). Die zu testende
SRNA hingegen wird in einen Hochkopienzahl-Vektor kloniert und steht unter der Kontrolle
des konstitutiven Ppj,co Promotors (Lutz und Bujard, 1997). Das entsprechende SRNA-
Kontroll-Plasmid pJVV300 kodiert eine 50 Nt lange Nonsense-RNA (Urban und VVogel, 2007).

Um den Einfluss der verschiedenen sRNAs auf die rpoS Translation zu studieren,
wurde eine RpoS::GFP-Fusion kloniert, welche die komplette 567 Nt lange rpoS 5-UTR
einschlieBlich der ersten 40 Aminosdurecodons des ORF enthélt (pRpoS120::GFP). Diese
Fusion reflektiert ausschlieflich die translationale Regulation von rpoS, da dass fur die RpoS-
Proteolyse essentielle durch RssB erkannte Turnover-Element (siehe 2.3.2.4) nicht vorhanden
ist. Folgende sRNA-Kandidaten wurden zum Studium der translationalen rpoS Regulation
kloniert: OmrA, OmrB und RyeB, da diese SRNAs der zuvor getestet hyperosmotischen
Induktion unterliegen (Tab. 4.6 und Abb. 4.15) und auch in einer hns Mutante hochreguliert
werden (Abb. 4.16), was sie zu besonders interessanten potenziellen rpoS regulierenden
Kandidaten macht. Ebenso wurde die SRNA GImZ untersucht, da sie eine Osmo-Induktion
zeigt (Tab. 4.6 und Abb. 4.15) und zudem interessant ist, weil sie dhnlich wie die bekannten
rpoS aktivierenden SRNAs RprA und DsrA die Translation ihrer Ziel-mRNA gImS Gber einen
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sehr dhnlichen anti-antisense Mechanismus aktiviert (siehe 2.2.2.2). Die laut den
Pyrosequenzierungsdaten (Tab. 4.6) hyperosmotisch induzierten SRNAs SgrS und die 6S
RNA wurde auch in die Untersuchungen mit einbezogen, auch wenn fiir diese beiden SRNAs
im Northernblot keine hyperosmotische Induktion verifiziert werden konnte (Abb. 4.15) und
beide in einer hns Mutante eine nur sehr schwach verstarkte Akkumulation aufweisen (Abb.
4.16). Die 6S RNA war hier auch insofern interessant, als dass sie durch Beeinflussung der
Sigmafaktorkompetition um das RNAP-Kernenzym zugunsten der Ec°-Holoenzymbildung
als ein positiver Regulator von RpoS bekannt ist (siehe 2.2.3.1). Weiterhin wurde die 6S RNA
in zwei verschiedenen Varianten kloniert: das 6S RNA-Gen alleine (p6S) und das 6S RNA-
Gen (ssrS) zusammen mit dem stromabwaérts lokalisierten ygfA Gen des dicistronischen
Operons (p6SY), da in Literatur beschrieben ist, dass die 6S RNA-Akkumulation durch die
Co-Expression von ygfA starker ausféallt (Wassarman und Storz, 2000). Die sSRNA MicA
wurde in den folgenden Untersuchungen nicht weiter bericksichtigt, da sie in der
Pyrosequenzierungs- (Tab. 4.6) und Northernblot-Analyse (Abb. 4.15) eine nur sehr
schwache hyperosmotische Induktion aufwies und zudem zuvor in einer Untersuchung einer
anderen Arbeitsgruppe gezeigt wurde, dass MicA keinen Einfluss auf die translationale
Regulation einer rpoS::gfp-Fusion austbt (Urban und Vogel, 2007). Auch eine weitere
Analyse der Regulation der rpoS Translation durch die SRNA RydB wurde verworfen, da
diese in der Northernblot-Analyse keine Osmo-Induktion zeigte, bzw. nicht detektierbar war
und kein differentielles Regulationsmuster in einer hns Mutante aufwies (Abb. 4.16). Die
SRNA ArcZ wurde als Positivkontrolle in die Analysen miteinbezogen, da sie bereits zuvor
als ein positiver Regulator der rpoS Translation identifiziert worden war (Mandin und
Gottesman, 2010) (siehe 2.2.2.2).

Vor der eigentlichen Untersuchungen des Einflusses der verschiedenen sSRNAs auf die
translationale Regulation der rpoS::gfp-Fusion wurde zundchst in einem Kontroll-Experiment
die Expression der diversen klonierten SRNA in Northernblot-Analysen verifiziert. Hierzu
wurden die verschiedenen sRNA-Plasmidkonstrukte, sowie die Nonsense-RNA Plasmid-
Kontrolle pJV300 in den E. coli Stamm W3110 transformiert, die Kulturen bis zu einer ODs7g
von 1.0 bei 37°C in LB-Medium wachsen gelassen und Proben fiir die Gesamt-RNA-Isolation
und die sich anschlielende Northernblot-Analyse genommen. Wie die Northernblots in
Abbildung 4.17 illustrieren, waren alle SRNA-Vektoren funktionell, d.h. alle exprimierten die
diversen klonierten SRNAs.

Um den Einfluss der verschiedenen sRNAs auf die translationale Regulation von rpoS
zu studieren, wurden die oben beschrieben sRNA-Plasmidkonstrukte (pSRNA), sowie das
Plasmid-kodierte rpoS120::gfp Konstrukt (pRpoS120::GFP) in den E. coli W3110 Stamm co-
transformiert und in komplexen LB-Medium (supplementiert mit 100 pg/ml Ampicillin und
20 pg/ml Chloramphenicol) bei 37°C kultiviert. Nachfolgend wurden bei einer ODs7g von 1.0
und 3.0 Proben fir die Westernblot-Analyse entnommen.
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Abbildung 4.18: RpoS::GFP-Reportergen-Analyse zur Untersuchung der translationalen
Regulation von rpoS durch verschiedene sRNAs. Der E.coli K12 Stamm W3110 wurde jeweils mit
einem der verschiedenen sRNA-Plasmide (pSRNA), sowie mit dem rpoS120::gfp-haltigen Plasmid
(pPRp0S120::GFP) co-transformiert und in LB-Medium (supplementiert mit 100 pg/ml Ampicillin und 20
pag/ml Chloramphenicol) bei 37°C kultiviert. (A) Sowohl in der postexponentiellen Phase (ODszg 1.0),
als auch (C) beim Eintritt in die stationare Wachstumsphase (ODs7g 3.0) wurden Proben fir die
nachfolgenden Westernblot-Analysen entnommen. AnschlieGend wurde jeweils 1 pg Gesamtprotein
auf einem 12%-igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine
Membran erfolgte die Detektion des RpoS::GFP-Hybridproteins zum einen mit einem monoklonalen
gegen GFP gerichteten Antikérper (A und C: a GFP), zum anderen mit einem polyklonalen gegen ¢°
gerichteten Antikérper (a RpoS), der auch die Detektion des endogenen RpoS (Abb. 4.18 A unterer
Blot, obere Banden) ermdglichte. Die Quantifizierungen der Daten befinden sich unterhalb der
jeweiligen Westernblots (B und D). Graue Balken zeigen die Quantifizierungen der mittels des a GFP-
Antikorpers detektieren Proteine (B und D), schwarze Balken (B) jene aus der Detektion mittels des a
RpoS-Antikdrpers.
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Wie aus dem oberen Westernblot in Abbildung 4.18 A (o-GFP-Blot: ODs7g 1.0)
hervorgeht, zeigt die translationale rpoS::gfp-Fusion leicht erhoht akkumulierte Mengen an
RpoS::GFP-Hybridprotein bei Uberexpression einiger der getesteten SRNAs in Relation zum
pJV300 Kontrollvektor (1.3- bis 2-fache Aktivierung). Dabei ergibt sich folgende Abstufung
(SRNAs geordnet nach abnehmender rpoS::gfp-Aktivierung): ArcZ (Positivkontrolle) > OmrB
> SgrS und GImZ > OmrA. Aus den oberen Banden im unteren Westernblot in Abbildung
4.18 A (o-RpoS-Blot: ODszg 1.0) geht hervor, dass das chromosomale RpoS durch die
Uberexpression von ArcZ 14-fach starker akkumuliert, als in der Kontrolle (pJV300). Die
Uberexpression von OmrA fiihrt zu einer 3-fachen Aktivierung der endogenen o°-Expression,
jene von OmrB und GImZ zu einer leichten 1.6-fachen Aktivierung. Die Uberexpression der
SRNAs RyeB und 6S (p6S) hingegen hat eine leichte Reduktion an RpoS::GFP-Hybridprotein
(etwa 2-fach) zur Folge (Abb. 4.18 A, oberer Westernblot). Im Westernblot in Abbildung 4.18
C (a-GFP-Blot: ODs7g 3.0) ist ersichtlich, dass die Uberexpression der folgenden sRNAs
(geordnet nach abnehmender rpoS::gfp-Aktivierung) eine, in Relation zur pJV300-Kontrolle,
1.3- bis 1.8-fache Aktivierung der translationalen rpoS::gfp-Fusion zur Folge hat: OmrB >
ArcZ > OmrA > SgrS. Die anderen SRNAs haben hier keinen signifikanten Einfluss auf die
Expression von RpoS::GFP. Zusammengenommen demonstrieren die Ergebnisse also, das
vor allem die Uberexpression von ArcZ, OmrA und OmrB zu einer Aktivierung der
translationalen rpoS-Fusion fiihrt. Um den Einfluss dieser sSRNAs auf die translationale
Aktivierung von (endogenem) rpoS unter physiologisch relevanten Stressbedingungen
(hyperosmotischer Stress und Saurestress) zu untersuchen, wurden in den nachfolgenden
Experimenten Knock-out Mutanten in diesen sSRNA-Genen in in vivo Funktionsanalysen
studiert (siehe 4.5).

4.5 Die hyperosmotische und Saurestress-vermittelte
RpoS-Induktion ist nicht ausschliefdlich von der
translationalen Aktivierung durch sRNAs abhangig

Die hyperosmotische Induktion von o° (siehe 2.3.1.2) beinhaltet posttranskriptionale
Regulationsmechanismen (Muffler et al., 1996b), die sowohl auf einer gesteigerten o°-
Synthese basieren, als auch auf einer (sekunddren) Stabilisierung des o°-Proteins. Eine
systematische Untersuchung der Rolle von sRNAs bei der Osmoregulation von RpoS wurde
dabei bisher noch nicht durchgefiihrt. Wie die bisherigen Ergebnisse zeigen, fihrt vor allem
die Uberexpression der sSRNAs OmrA, OmrB und ArcZ zur Aktivierung einer translationalen
rpoS::gfp-Fusion (siehe 4.4.4, Abb. 4.18). Um den Beitrag dieser SRNAs auf die, unter
physiologischen Stressbedingungen (hyperosmotischer Stress und S&urestress), stimulierte
rpoS Translation zu studieren, wurden in den nachfolgenden Experimenten knock-out
Mutanten in diesen SRNA-Genen auf ihre Fahigkeit hin untersucht, die 6>-Expression unter
den relevanten Stresssituationen zu vermitteln. Hierzu wurden diese Mutanten zundchst
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mittels der ,,One-Step Inactivation“-Methode nach Datsenko und Wanner (2000) generiert
(siehe auch Material- und Methoden 3.6.9). Im Falle von OmrA und OmrB wurde eine
Doppelmutante hergestellt, da die Gene dieser beiden SRNAs unmittelbar einander benachbart
sind. In den sich anschliefenden Experimenten wurde auch der Einfluss der bekannten rpoS
aktivierenden sSRNAs RprA und DsrA auf die hyperosmotische und Saurestress-induzierte c°-
Induktion untersucht (siehe 4.5.1).

4.5.1 Eine dsrA Mutante weist eine stark reduzierte
Akkumulation und Induktion von rpoS mRNA und RpoS-
Protein unter Osmo- und Sdurestress-Bedingungen auf

Um den Einfluss der verschiedenen sSRNAs auf die hyperosmotische Regulation von RpoS zu
untersuchen, wurden mit dem E. coli W3110 Wildtypstamm und den entsprechenden sRNA
knock-out Mutanten  Osmoshift-Experimente  durchgefihrt.  Hierbei wurden die
entsprechenden Stdamme in M9-Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin als Kohlenstoffquelle bei
37°C bis zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert, die Kulturen gesplittet und die eine Halfte der
Kulturen mit 0.3 M NaCl (Endkonzentration) hyperosmotisch gestresst. 10 Minuten danach
wurden Proben fir die Gesamtprotein-Extraktion und Gesamt-RNA-Isolation entnommen und
die Induktion und Akkumulation des o°-Proteins und der rpoS mRNA in der sich
anschlieBenden Immunoblot-Analyse bzw. Northernblot-Analyse verfolgt.

Wie aus dem Westernblot in Abbildung 4.19 hervorgeht, weisen die verschiedenen
sRNA-defizienten Hintergrinde der osmotisch gestressten Kulturen gegenuber dem W3110
Wildtyp reduzierte o°-Mengen auf. Wahrend die Deletion von RprA, OmrA und OmrB und
ArcZ einen nur leichten Einfluss auf die RpoS-Akkumulation hat (25-50 % reduzierte o°-
Mengen), ist die Akkumulation von o> in einer dsrA Mutante gegeniiber dem isogenen
Wildtypstamm besonders stark beeintrachtigt (etwa 80 % bzw. mehr als 4-fach reduzierte o°-
Mengen). Auch die basalen RpoS-Mengen in den einzelnen sRNA-Mutanten vor
Osmoinduktion sind in Allgemeinen verglichen mit jenen des Wildtyps erniedrigt.

Wie der Northernblot in Abbildung 4.19 demonstriert, folgen die rpoS
Transkriptmengen weitgehend den RpoS-Proteinmengen. Wahrend die akkumulierten rpoS
MRNA Mengen der hyperosmotisch geshifteten Kulturen in den RprA-, OmrA-, OmrB- und
ArcZ-defizienten Hintergriinden gegeniiber dem Wildtyp nur leicht reduziert sind (20-40 %
niedrigere Transkriptmengen), ist die rpoS mRNA-Akkumulation in der dsrA Mutante
besonders stark beeintrachtigt (mehr als 90 % reduzierte rpoS Transkriptmengen). Dennoch
kommt es auch in einer dsrA Mutante zu einer hyperosmotischen Induktion des ¢°-Proteins
(1.6-fache Induktion) und der rpoS mRNA (2.7-fache Induktion), auch wenn diese Induktion
im Vergleich zum Wildtyp (3.5-fache Induktion von o° und 13-fache Induktion der rpoS
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Abbildung 4.19: Akkumulation und Induktion von o°-Protein und rpoS mRNA in
hyperosmotisch gestressten und ungestressten E. coli Zellen in verschiedenen sRNA-
defizienten Hintergrinden und im Wildtyp-Hintergrund. Der E. coli W3110 Wildtypstamm und die
entsprechenden sRNA-defizienten Hintergriinde wurden in M9-Minmalmedium mit 0.4 % Glyzerin bei
37°C bis zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert, die Kulturen gesplittet und die eine Hélfte der Kulturen mit
0.3 M NaCl hyperosmotisch gestresst. 10 Minuten danach wurde den Kulturen Proben fiur die sich
anschlieBenden Western- und Northernblot-Analysen entnommen. Zur Detektion von o° wurden ie5
pg Gesamtprotein auf einem 12%-igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Detektion von o° erfolgte mit einem gegen RpoS gerichteten polyklonalen Antiserum. Zur Detektion
der rpoS mRNA wurden je 10 pg Gesamt-RNA auf einem denaturierendem 1.2%-igen Formaldehyd-
Agarosegel aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nylonmembran erfolgte die Detektion des rpoS
Transkripts mit einer gegen das rpoS mRNA 3"-Ende gerichteten DIG-markierten Sonde und einem gegen
DIG gerichteten Antikérper, wie unter 3.6.14.1 beschrieben. Als Ladungskontrolle fir den Northernblot
erfolgte die Anfarbung der geblotteten 16S RNA durch Methylenblau. Die Quantifizierung der Westernblot-
und Northernblotdaten ist in (B) bzw. (C) gezeigt. Hierbei wurden die akkumulierten RpoS-Protein- bzw.
rpoS mMRNA Mengen jeweils auf die 0™~ bzw. rpoS mRNA Menge des hyperosmotisch gestressten
Wildtyp-Hintergrundes (wt + NaCl) normiert.
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mRNA) und den anderen SRNA Mutanten (etwa 4-5-fache Induktion von o> und 9-20-fache
Induktion der rpoS mRNA) wesentlich geringer ausféllt. Zusammenfassend l&asst sich also
sagen, dass die hyperosmotische Induktion und Akkumulation von ¢° und der rpoS mRNA
vor allem in einer dsrA Mutante stark beeintréchtigt ist.

RpoS ist auch ein Masterregulator der Sdurestressantwort (siehe 2.3.1.3) und wird
dementsprechend in Zellen, die einem pl6tzlichen Sdurestress unterworfen werden, induziert
(Bearson et al., 1996; Heuveling et al., 2008; Weber et al., 2005). Im nachfolgenden
Experiment wurde in Analogie zum oben beschriebenen Osmostress-Experiment der Einfluss
der verschiedenen sRNAs auf die Saurestress-abhingige o°-Regulation untersucht. Hierzu
wurde der W3110 Stamm und die isogenen sRNA-Mutanten in M9-Minimalmedium
supplementiert mit 0.1 % Glukose bei 37°C bis zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert, die Kulturen
gesplittet und jeweils die eine Halfte der Kulturen durch Zugabe von 2-(N-Morpholino)-
ethansulfonsaure (MES, 170 mM Endkonzentration) Saure gestresst (fuhrt zur Absenkung des
pH-Wertes des Mediums auf 5.0). 10 Minuten spéter wurden den Kulturen Proben fir die
Gesamtprotein-Extraktion und Gesamt-RNA-Isolation entnommen und die Induktion und
Akkumulation von RpoS-Protein und rpoS Transkript in der sich anschlieRenden
Immunoblot-Analyse bzw. Northernblot-Analyse verfolgt.

Wie die Immunoblot-Analyse in Abbildung 4.20 illustriert, ergibt sich fur das
Saurestress-Experiment in Bezug auf die Akkumulation und Induktion von o°-Protein ein
ahnliches Bild wie beim Osmostress-Experiment. Wéhrend die Menge an akkumuliertem
RpoS-Protein aus den Sdure-gestressten Kulturen in einer rprA und arcZ Mutante gegentiber
dem isogenen Wildtypstamm leicht reduziert ist (etwa 30% niedrigere RpoS-Proteinmengen)
und in der omrA/omrB Mutante sogar unbeeinflusst zu sein scheint, ist die RpoS-
Akkumulation in der dsrA Mutante besonders stark reduziert (77 % niedrigere o°-
Proteinmengen). Wie der Northernblot in Abbildung 4.20 zeigt, ist auch die Akkumulation
des rpoS Transkripts in den S&ure-gestressten Kulturen im Falle der dsrA Mutante im
Vergleich zum Wildtyp besonders stark reduziert (79 % niedrigere rpoS mRNA-Mengen).
Interessanterweise und anders als beim Osmostress-Experiment beobachtet, weist auch die
Saure-gestresste arcZ Mutante im Vergleich zum Wildtyp signifikant niedrigere akkumulierte
rpoS mRNA Mengen auf (73 % erniedrigte Transkriptmengen). Ob dieser Effekt der Tatsache
geschuldet ist, dass eine verminderte rpoS Translation in der arcZ Mutante zu einer
Destabilisierung der rpoS mRNA fihrt, oder aber indirekter Natur ist, wurde in den
nachfolgenden Experimenten nicht weiterverfolgt. Interessant ist hierbei allerdings die
Tatsache, dass die sRNA ArcZ einen direkten negativen Einfluss auf das, die rpoS
Transkription negativ regulierende Arc-System auslibt (Mandin und Gottesman, 2010; Mika
und Hengge, 2005) und eine Derepression des Arc-Systems in der arcZ Mutante eine
verminderte rpoS Transkription zur Folge haben kdnnte (siehe Diskussion 5.2.3.2). Dennoch
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Abbildung 4.20: Akkumulation und Induktion von RpoS und rpoS Transkript in Saure-
gestressten und ungestressten E. coli Zellen im W3110 Wildtyp-Stamm und verschiedenen
isogenen sRNA-Mutanten. Der E. coli W3110 Wildtypstamm und die entsprechenden sRNA-
defizienten Hintergrinde wurden in M9-Minmalmedium mit 0.1 % Glukose bei 37°C bis zu einer ODszg
von 0.3 kultiviert, die Kulturen gesplittet und die eine Halfte der Kulturen mit 170 mM MES Sé&ure-
gestresst (senkt den pH-Wert des Mediums auf 5.0). 10 Minuten spater wurden Proben fir die sich
anschlieBenden Western- und Northernblot-Analysen entnommen. Die Detektion von o°-Protein und
rpoS mRNA erfolgte wie in der Legende zu Abbildung 4.19 beschrieben. Als Ladungskontrolle fiir den
Northernblot erfolgte die Anfarbung der geblotteten 16S RNA durch Methylenblau. Die Quantifizierung der
Westernblot- und Northernblotdaten ist in (B) bzw. (C) gezeigt. Hierbei wurden die akkumulierten RpoS-
Protein- bzw. rpoS Transkriptmengen jeweils auf die o°- bzw. rpoS mRNA Menge des Saure-
gestressten Wildtyp-Hintergrundes (wt + MES) normiert.

zeigen auch die S&urestress-Experimente eine leichte, wenn auch im Vergleich zum Wildtyp
(7-fache Induktion) und den ubrigen sRNA-Mutanten (3-4-fache Induktion) signifikant
verminderte, Induktion des o>-Proteins in der dsrA Mutante (1.4-fache Induktion). Ahnlich
verhalt es sich mit der Induktion des rpoS Transkripts. Hierbei kommt es sowohl in der dsrA,
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als auch in der arcZ Mutante trotz der niedrigeren Akkumulation zu einer Induktion der rpoS
MRNA (etwa 2-fach), selbst wenn diese im Vergleich zum Wildtyp (4-fache Induktion) und
der rprA und omrA/omrB Mutante (5-fache bzw. 3-fache Induktion) vermindert ist. Es lasst
sich also festhalten, dass die Saurestress-Akkumulation und Induktion von o°-Protein und
rpoS Transkript besonders in einer dsrA Mutante signifikant niedriger ausféllt. Weiterhin
weist auch eine arcZ Mutante eine schwéchere Saurestress-Akkumulation und Induktion der
rpoS mRNA auf.

4.5.2 Eine dsrA Mutante weist auch erniedrigte RpoS-
Syntheseraten in Antwort auf hyperosmotischen Stress
auf

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die Akkumulation und Induktion des RpoS-Proteins
und der rpoS mRNA in einer dsrA Mutante unter hyperosmotischem Stress und S&urestress
deutlich reduziert ist (siehe Abbildungen 4.19 und 4.20). Die beobachteten reduzierten o°-
Mengen unter den untersuchten Stressbedingungen legen nahe, dass auch die Syntheseraten
des o°-Proteins von der dsrA Mutation negativ betroffen sind. Um diese zu untersuchen,
wurde der Stamm W3110 und die entsprechende dsrA Mutante in M9-Minimalmedium mit
0.4 % Glyzerin bei 37 °C bis zu einer ODs7g von 0.3 wachsen gelassen, die Kulturen gesplittet
und jeweils die eine Hélfte der Kulturen mit 0.3 M NaCl (Endkonzentration) hyperosmaotisch
gestresst und die andere Halfte (ungestresste Kontrolle, - NaCl) mit dem gleichen VVolumen an
Aqua dest. versetzt. Die o°-Syntheseraten der dsrA Mutante und ihres isogenen
Wildtypstammes wurden anschlieBend 10 und 20 Minuten nach dem Osmoshift mittels
radioaktiver *°S-Pulse-Chase-Experimente mit nachfolgender Immunoprazipitation (siehe
Material und Methoden 3.5.3) bestimmt und miteinander verglichen.

Wie aus Abbildung 4.21 hervorgeht, fihrt der hyperosmotische Stress
erwartungsgeman (Muffler et al., 1996b) zu einer 1.5-fachen (10 Minuten NaCl) bis 3-fachen
(20 Minuten NaCl) Steigerung der o°>-Syntheserate im W3110 Wildtyp. In der dsrA Mutante
hingegen hat der hyperosmotische Shift einen etwa 2-fachen Riickgang in der o°>-Syntheserate
zur Folge. Die Daten deuten also daraufhin, dass die SRNA DsrA an der hyperosmotischen
translationalen Aktivierung von rpoS beteiligt ist.

4.5.3 Der positive Effekt von DsrA auf die hyperosmotische
Akkumulation und Induktion von RpoS ist unabhangig
von H-NS

Das Nukleoid-assoziierte globale Regulatorprotein H-NS ist ein negativer Regulator der rpoS
Translation (Barth et al., 1995; Yamashino et al., 1995) (siehe 2.3.2.3). Weiterhin unterliegt
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Abbildung 4.21: RpoS-Syntheseraten einer dsrA Mutante und ihres isogenen Wildtyp-Stammes
in hyperosmotisch gestressten und ungestressten Zellen (Kontrolle). Der W3110 Stamm und
seine dsrA Mutante wurden in M9-Minimalmedium 0.4 % Glyzerin bis zu einer ODs7g von 0.3 bei 37 °C
kultiviert, die Kulturen gesplittet und jeweils eine Hélfte der Kulturen mit 0.3 M NaCl hyperosmotisch
geshiftet. 10 und 20 Minuten danach wurden Proben fiir die Bestimmung der os—Syntheseraten mittels
radioaktiver ,Pulse-Chase“-Experimente entnommen. Hierbei wurden die Aliquots aus den Kulturen fiir
30 Sekunden mit L-[**S]-Methionin radioaktiv markiert, gefolgt von einem 20 Sekunden ,Chase* mit
nichtradioaktivem Methionin und nachfolgender Immunoprazipitation mit einem polyklonalen
Antiserum gegen o° (siehe Material und Methoden, 3.5.3). Die originalen Phospholmager-Bilder der
SDS-Gele sind in (A), deren Quantifizierung in (B) gezeigt.

ebenso die Stabilitit des o°-Proteins der negativen Kontrolle durch H-NS (Yamashino et
al.,1995; Zhou und Gottesman, 2006) (siehe 2.3.2.4). Dementsprechend zeigt eine hns
Mutante eine erhéhte rpoS Translation und Akkumulation von RpoS-Protein, aber auch eine
starke Stabilisierung des RpoS-Proteins. Gleichzeitig unterliegt aber H-NS selbst der
negativen Regulation durch die SRNA DsrA, indem DsrA durch spezifische Basenpaarung
mit der hns mRNA deren Translation inhibiert und zudem, méglicherweise als sekundare
Folge der ausbleibenden hns Translation, den Abbau der hns mMRNA stimuliert (Lease et al.,
1998; Lease und Belfort, 2000; Sledjeski und Gottesman, 2005). In der dsrA Mutante sollten
die H-NS-Mengen hoher sein und damit auch die Repression der rpoS Translation, sowie die
Destabilisierung von o° verstarkt auftreten. Vorstellbar ist also, dass die beobachtetereduzierte
hyperosmotische Akkumulation und Induktion von o° in der dsrA Mutante indirekter Natur ist
und auf der Derepression von H-NS beruht. Um dies zu testen, wurde die hyperosmotische
Akkumulation und Induktion von o> sowohl in einer hns Einzelmutante, als auch in einer
hns/dsrA Doppelmutante untersucht. Da die hns Mutanten kein Wachstum in Minimalmedium
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Abbildung 4.22: Akkumulation und Induktion von RpoS in hyperosmotisch gestressten und
ungestressten E. coli Zellen im W3110 Wildtyp und entsprechenden sRNA-Mutanten, sowie in
einer hns und einer hns/dsrA Doppelmutante. Der E. coli W3110 Wildtypstamm und die
entsprechenden sRNA-Mutanten (A), sowie die hns und hns/dsrA-defizienten Hintergriinde (C)
wurden in LB-Medium bei 37°C bis zu einer ODs7g von 0.5 kultiviert, die Kulturen gesplittet und jeweils
die eine Halfte der Kulturen mit 0.5 M NaCl hyperosmotisch gestresst und die andere Halfte der
Kulturen ungestresst belassen. 10 Minuten danach wurde den Kulturen Proben fir die sich
anschlieBenden Immunoblot-Analysen entnommen. Zur Detektion von o® wurden e 5 ug
Gesamtprotein auf einem 12%-igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Detektion von o° erfolgte mit einem gegen RpoS gerichteten polyklonalen Antiserum. Die
Quantifizierungen der Westernblots ist jeweils unterhalb des Blots in (B) bzw. (D) gezeigt. In (B) wurden
die akkumulierten RpoS-Protein-Mengen jeweils auf die oS-Menge des hyperosmotisch gestressten
Wildtyp-Hintergrundes (wt + NaCl) normiert, in (D) auf die akkumulierte os-Menge der hyperosmotisch
gestressten hns::Tn10 Mutante (hns::Tn10 + NaCl).

aufwiesen (nicht gezeigte Daten), wurden die Osmoshift-Experimente in komplexem LB-
Medium durchgefiihrt. Um den zuvor in M9-Minimalmedium untersuchten Einfluss der
verschiedenen sRNAs auf die hyperosmotische o°-Regulation auch in LB-Medium zu
verifizieren, wurde gleichzeitig der Einfluss der verschiedenen sRNAs auf die RpoS-
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Osmoinduktion in LB-Medium reproduziert. Der W3110 Stamm und die entsprechenden
SRNA-Mutanten, sowie die hns Mutante und die hns/dsrA Doppelmutante wurden in
komplexem LB-Medium bei 37 °C bis zu einer ODszg von 0.5 kultiviert, gesplittet und die
jeweils die eine Hélfte der gesplitteten Kulturen mit 0.5 M NaCl hyperosmotisch gestresst.
Die andere Hélfte der Kulturen (ungestresste -NaCl Kontrollen) wurden mit dem gleichen
Volumen an Aqua dest. versetzt. 10 Minuten spater wurden Proben fiir die sich
anschlieBenden Westernblot-Analysen entnommen, in denen die hyperosmotische Induktion
des o°-Proteins im Wildtyp und den entsprechenden Mutanten verfolgt wurde.

Wie Abbildung 4.22 A und B illustrieren, waren die zuvor in M9-Minimalmedium
beobachteten Effekte der sRNA-Mutanten auf die hyperosmotische Akkumulation und
Induktion von RpoS im Wesentlichen reproduzierbar. Wéhrend das Fehlen von RprA in einer
im Vergleich zum Wildtyp nur leicht verminderten hyperosmotischen Akkumulation von c°
resultiert (38 % reduzierte RpoS-Mengen), fihrt vor allem die dsrA Deletion zu einer starken
Reduktion an ¢° (79 % niedrigere Mengen im Vergleich zum Wildtyp). Auch die basalen
RpoS-Mengen in den dsrA und arcZ Mutanten vor Osmoinduktion sind verglichen mit jenen
des Wildtyps signifikant erniedrigt. Dennoch weist auch die dsrA Mutante eine
hyperosmotische 3-fache Induktion von o> auf, die mit jener des Wildtyps und der
omrA/omrB- und arcZ Mutanten (3-fache bis 6-fache Induktion) vergleichbar ist. In diesem
gezeigten Experiment ist die o°>-Osmoinduktion in der rprA Mutante (1.6-fach) sogar
niedriger als in der dsrA Mutante. In Abbildung 4.22 C und D ist die hyperosmotische o°-
Induktion in einer hns und einer hns/dsrA Doppelmutante gezeigt. Auch in einer hns Mutante
kommt es zu der zuvor beobachteten hyperosmotischen Akkumulation und Induktion von
RpoS (etwa 3.7-fache Induktion), wihrend die °-Osmoinduktion und Akkumulation in einer
hns/dsrA Doppelmutante deutlich erniedrigt ist (92 % reduzierte RpoS-Proteinmengen und
lediglich etwa 2-fache Induktion). Diese Daten implizieren also, dass die hyperosmotische
Aktivierung von rpoS durch DsrA direkt und unabhdngig von H-NS vermittelt wird. Wirde
die Osmoinduktion von o> durch DsrA indirekt auf der Repression von H-NS mittels DsrA
beruhen, so ware zu erwarten, dass die reduzierte hyperosmotische Akkumulation und
Induktion von o der dsrA Mutante in der hns/dsrA Doppelmutante aufgehoben ware. Auch
die Osmoinduktion und Akkumulation von o° in der hns Einzelmutante verdeutlicht, dass H-
NS offensichtlich nicht an der hyperosmotischen o°- Regulation beteiligt ist.

4.5.4 Die hyperosmotische induzierte SRNA DsrA zeigt eine nur
leichte Saurestress-Induktion

Wie die bisherigen Ergebnisse illustrieren, ist die hyperosmotische und Sdurestress-abhéngige
Akkumulation und Induktion von o vor allem von der kleinen SRNA DsrA abhangig. Die
ubrigen relevanten getesteten SRNAs (RprA, OmrA, OmrB und ArcZ) haben einen nur sehr
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Abbildung 4.23: Hyperosmotische und Saurestress-Regulation von DsrA und hyperosmotische
Regulation von RprA in einer dsrA Mutante. (A) Der W3110 Stamm wurde bei 37 °C in M9-
Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin bzw. 0.1 % Glukose im Falle des Saurestress-Experiments bis zu
einer ODs7g von 0.3 kultiviert, die Kulturen gesplittet und jeweils die eine Halfte der Kulturen mit 0.3 M
NaCl (Endkonzentration) hyperosmotisch bzw. mit 170 mM MES (Endkonzentration) S&ure-gestresst
und die ungestressten Kulturen mit dem gleichen Volumen an Aqua dest. versetzt. 10 bzw. 20 Minuten
spater (Osmostress-Experiment) bzw. 10 Minuten spater im Falle des Saurestress-Experiments
wurden Proben fir die Gesamt-RNA-Isolation entnommen und die DsrA-Akkumulation in Northernblot-
Analysen verfolgt. Hierzu wurden jeweils 3 pg Gesamt-RNA auf einem denaturierenden 6%-igen 7M
Harnstoff Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und nach dem Membrantransfer DsrA mittels
einer spezifischen DIG-markierten Sonde und eines o-DIG Antikdrpers, wie unter 3.6.14.2
beschrieben, detektiert. Die 5S RNA diente als Ladungskontrolle. Die Quantifizierung der Daten ist in
(B) gezeigt. Abbildung (C) zeigt den DsrA- bzw. RprA-Northernblot aus einer 10 mindtigen
hyperosmotisch geshifteten W3110 Wildtyp-Kultur und seiner isogenen dsrA Mutante aus einem
unabhéngigen Experiment. Die Prozedur war hier die gleiche, wie unter (A) beschrieben, nur dass der
Blot nach der DsrA-Detektion wie unter 3.6.14.2 beschrieben gestrippt und mit einer RprA-
spezifischen Sonde inkubiert wurde. Die Quantifizierung zu (C) ist in (D) gezeigt.
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leichten bzw. Uberwiegend gar keinen signifikanten Einfluss auf die S&urestress- und
Osmoinduktion von RpoS. Von daher stellte sich die Frage, ob DsrA, neben der bereits
beobachteten hyperosmotischen Induktion (Abb. 4.15), auch unter S&urestress induziert wird.
Auch war es von Interesse zu erfahren, ob mdglicherweise die Regulation der kleinen RpoS-
regulierenden SRNA RprA in der dsrA Mutante verandert ist und fur die Deregulation von
RpoS im DsrA-defizienten Hintergrund unter hyperosmotischem Stress verantwortlich ist.
Um die zu untersuchen, wurde die hyperosmotische und Sdurestress-abhdngige Regulation
von DsrA in Northernblot-Analysen verfolgt. Dazu wurde der E. coli K12 W3110 Stamm und
eine entsprechende dsrA Mutante bei 37 °C in M9-Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin (0.1
% Glukose im Falle des Séurestress-Experiments) bis zu einer ODs7g von 0.3 Kkultiviert, die
Kulturen gesplittet und jeweils die eine Halfte der Kulturen mit 0.3 M NaCl
(Endkonzentration) hyperosmotisch bzw. mit 170 mM MES (Endkonzentration) S&ure-
gestresst und die ungestressten Kulturen mit dem gleichen Volumen an Aqua dest. versetzt. 10
bzw. 20 Minuten spéter wurden Proben fir die Gesamt-RNA-Isolation entnommen.

Abbildungen 4.23 A und C zeigen die bereits zuvor beobachtete hyperosmotische
Induktion DsrA. So fuhrt der hyperosmotische Shift im Vergleich zur ungestressten Kontrolle
zu einer etwa 2-fachen (Abb. 4.23 A) bis 4-fachen (Abb. 4.23 C) Induktion von DsrA. Im
Saurestress-Experiment (Abb. 4.23 A) zeigt DsrA keine eindeutig verstarkte Akkumulation,
hier kommt es lediglich zu einer schwachen 1.4-fachen Sdure-Induktion. Die SRNA RprA
zeigt eine starke etwa 20-fache hyperosmotische Induktion, aber keine veranderte Regulation
in einer hyperosmotisch gestressten dsrA Mutante (Abb. 4.23 C). Die gezeigten Daten
untermauern somit weiter, dass die hyperosmotische o°-Induktion zu einem groRen Teil direkt
von der SRNA DsrA abhéngig ist. In Einklang mit der Tatsache, dass die hyperosmotische
und Saurestress-Akkumulation und Induktion von > und der rpoS mRNA in einer dsrA
Mutante stark reduziert ist (Abb. 4.19, Abb. 4.20, Abb. 4.21), wird DsrA selbst
hyperosmotisch induziert (Abb. 4.23). Eine Derepression von H-NS in der dsrA Mutante als
Ursache der negativen hyperosmotischen Deregulation von 6> konnte zuvor ausgeschlossen
werden (Abb. 4.22), ebenso eine verdndere Regulation (d.h. niedrigere RprA-Mengen) von
RprA (Abb. 4.23). Die direkte gezeigte Osmoinduktion von DsrA (Abb. 4.23) spricht fur eine
direkte Regulation der rpoS Translation durch DsrA unter den relevanten Stressbedingungen.

4.5.5 Die rpoS mRNA zeigt eine hyperosmotische Stabilisierung,
die von der sRNA DsrA abhangig ist

Wie die Osmostress-Experimente illustrieren (Abb. 4.19), kommt es unter hyperosmotischem
Stress im Allgemeinen zu einer deutlichen Induktion der rpoS mRNA. Die hyperosmotische
Akkumulation und Induktion des rpoS Transkripts ist in einer dsrA Mutante vermindert (Abb.
4.19). Dennoch kommt es auch in einem DsrA-defizienten Hintergrund zu einer, wenn auch

113



114

Ergebnisse
A W3110 WT
- NaCl + NaCl
001 2 4 8 0 1 2 4 8§ Rif (min)
- “... - /poS MRNA
] 16S RNA
B
100
: 10 B
=z
o<
13
P |
2
0,1
0,01
0 2 4 6 8 10
C Rifampicin (min)
dsrA::cat
- NaCl + NaCl
001 2274 8 0 1 2 4 8 Rif (min)
- - ~a /poS mMRNA
l ' " ' l #
D
100 =
< :
4 .
o
€
2 10
2

o
N

4 6 8 10
Rifampicin (min)

Abbildung 4.24: Hyperosmotische Stabilisierung der rpoS mRNA und Aufhebung dieser
Stabilisierung in einer dsrA Mutante. Der W3110 Wildtypstamm (A) und die isogene dsrA Mutante
(C) wurden in M9-Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin bei 37 °C bis zu einer ODs7g von 0.3 wachsen
gelassen, die Kulturen gesplittet und jeweils die eine Halfte der Kultur mit 0.3 M NaCl hyperosmotisch
gestresst. Zur Inhibierung der weiteren Transkription und Ermittlung der rpoS mRNA-Stabilitaten
wurden die Zellen 10 Minuten spater mit Rifampicin behandelt (0.5 mg/ml Endkonzentration) und
Proben vor (0") und nach Rifampicin-Zugabe und zu den angegebenen Zeiten entnommen und die
verbleibenden rpoS Transkriptmengen mittels Northernblot-Analyse bestimmt. Hierzu wurden 10 pg
Gesamt-RNA (W3110 Wildtyp) bzw. 20 ug Gesamt-RNA (dsrA Mutante) auf einem denaturierenden
1.2% Formaldehyd-Agarosegel elektrophoretisch getrennt und nach dem Membrantransfer die rpoS
MRNA mittels einer DIG-markierten Sonde (gegen das rpoS mRNA 3"-Ende gerichtet) und einem a-
DIG Antikorper detektiert. Als Ladungskontrolle erfolgte die Farbung der geblotteten 16S RNA durch
Methylenblau. (B) und (D) zeigen die Quantifizierung der Daten aus dem jeweiligen Northernblot
oberhalb.
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verminderten, Induktion der rpoS mRNA. Vorangegangene Untersuchen konnten eine
gesteigerte Promotoraktivitat, d.h. eine verstdrkte Transkriptionsinitiation, bei der
hyperosmotischen Regulation von rpoS ausschlieBen, da nur eine translationale rpoS::lacZ-
Fusion, nicht aber eine transkriptionale, die hyperosmotische rpoS Induktion zeigt (Lange und
Hengge-Aronis, 1994a; Muffler et al., 1996b). Von daher stellte sich die Frage, inwieweit
hyperosmotischer Stress, welcher die rpoS Translation aktiviert, auch die Stabilitat der rpoS
MRNA beeinflusst und ob eine Stabilisierung der rpoS mRNA an deren hyperosmotischen
Induktion involviert ist. Da DsrA auch an der translationalen hyperosmotischen Aktivierung
von rpoS beteiligt ist, war es auch von Interesse zu untersuchen, in wieweit DsrA an einer
maoglichen hyperosmotischen Stabilisierung des rpoS Transkripts beteiligt ist. Um dies zu
testen, wurde der W3110 Wildtypstamm und die entsprechende dsrA Mutante in M9-
Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin bei 37 °C bis zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert, die
Kulturen gesplittet und jeweils die eine Hélfte der Kulturen mit 0.3 M NaCl hyperosmotisch
geshiftet. Die andere Halfte der Kulturen (ungestresste -NaCl-Kontrolle) wurde mit dem
gleichen Volumen an Aqua dest. versetzt. 10 Minuten spater erfolgte die Zugabe des
Transkriptions-inhibierenden Antibiotikums Rifampicin (0.5 mg/ml Endkonzentration). VVor
und nach Rifampicin-Zugabe wurden dann Proben fur die Gesamt-RNA-Isolation entnommen
und die rpoS mRNA-Mengen mittels Northernblot-Analyse detektiert.

Wie die Quantifizierung des rpoS mRNA-Abbauexperiments aus Abbildung 4.24 A in
Abbildung 4.24 B demonstriert, fuhrt der hyperosmotische Shift im W3110 Wildtyp-
Hintergrund zu einer etwa 1.8-fachen Stabilisierung der rpoS mRNA (ty» —NaCl: 0.79
Minuten; ty, +NaCl: 1.41 Minuten). Der DsrA-defiziente Hintergrund hingegen zeigt in
Antwort auf den hyperosmotischen Shift keine Stabilisierung des rpoS Transkripts (Abb. 4.24
C und D). Hier ist die Abbaurate vor und nach dem hyperosmotischen Stress in etwa gleich
(t1 —NaCl: 1.38 Minuten; t;» +NaCl: 1.41 Minuten). Auffallig ist hierbei, dass die ermittelte
Halbwertszeit der rpoS mRNA hier mit etwa 1.4 Minuten héher bzw. gleich hoch ist, wie im
dsrA Wildtypstamm vor bzw. nach dem hyperosmotischen Shift. Dies kdnnte daran liegen,
dass die absoluten ermittelten rpoS mRNA Halbwertszeiten in der dsrA Mutante aufgrund der
sehr niedrigen rpoS Transkriptmengen in der dsrA Mutante schwer zu bestimmen waren und
daher weniger Aussagekraft haben. Festzuhalten bleibt, dass der hyperosmotische Shift zu
einer etwa 2-fachen Stabilisierung der rpoS mRNA fiuhrt und diese Stabilisierung per se in
einer dsrA Mutante ausbleibt. Das Ergebnis legt nahe, dass die hyperosmotische
Stabilisierung der rpoS mRNA eine indirekte Folge der verstérkten rpoS Translation darstellt.
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4.5.6 Die hyperosmotische Induktion der rpoS mRNA bleibt
auch in einer rprA dsrA arcZ Tripelmutante, sowie in einer
hfq Mutante erhalten

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass die hyperosmotische und Saurestress-
Akkumulation und Induktion von ¢° und der rpoS mRNA vor allem durch die SRNA DsrA
vermittelt wird (Abb. 4.19 und 4.20) und mdoglicherweise durch direkte Interaktion von DsrA
mit der rpoS mMRNA und der damit verbundenen gesteigerten rpoS Translation zustande
kommt (Abb. 4.21). Weiterhin scheinen die positiven Effekte von DsrA auf die rpoS
Expression unter den relevanten Stressbedingungen unabhéngig von H-NS und RprA (Abb.
4.22 und 4.23) zu sein. Darlber hinaus bewirkt die DsrA-vermittelte gesteigerte rpoS
Translation unter hyperosmotischen Stress eine offenbar etwa 2-fache Stabilisierung der rpoS
mMRNA (Abb. 4.24). Wie wirde sich das gleichzeitige Fehlen der drei bekannten rpoS
aktivierenden sRNAs RprA, DsrA und ArcZ (siehe 2.2.2.2) in einer rprA dsrA arcZ
Tripelmutante auf die hyperosmotische Akkumulation und Induktion von o° und vor allem
auf die Induktion rpoS mRNA auswirken? In einer solchen Tripelmutante ist davon
auszugehen, dass die rpoS Translation besonders stark negativ beeintrachtigt ist. Zur
Beantwortung der obigen Frage wurde die hyperosmotische Akkumulation und Induktion von
o> und rpoS Transkript in einer rprA dsrA arcZ Tripelmutante untersucht. Weiterhin wurde
die hyperosmotische Akkumulation und Induktion des rpoS Transkripts in einer hfq Mutante
mit jener des W3110 Wildtyps verglichen. Hierzu wurde der W3110 Wildtypstamm und die
entsprechende sSRNA-Tripelmutante, sowie eine hfq Mutante in M9-Minimalmedium mit 0.4
% Glyzerin bei 37 °C bis zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert, die Kulturen gesplittet und jeweils
die eine Halfte der Kulturen mit 0.3 M NaCl (Endkonzentration) gestresst. Die andere
ungestresste Halfte der Kulturen (-NaCl-Kontrolle) wurde jeweils mit dem gleichen Volumen
an Aqua dest. versetzt. 10 und 20 Minuten danach wurden Proben fur die Western- und
Northernblot-Analysen entnommen, in denen die Akkumulation und Induktion von o° und
rpoS Transkript verfolgt werden konnte.

Wie aus Abbildung 4.25 hervorgeht, zeigt die rprA dsrA arcZ Tripelmutante, wie
zuvor fiir die dsrA Einzelmutante beobachtet (Abb. 4.19), gegeniber dem Wildtyp sowohl
niedrigere basale, als auch hyperosmotisch akkumulierte o°-Mengen (73 % und 82 %
reduziert nach 10 bzw. 20 miniitigen hyperosmotischen Shift) auf. Ebenso ist die o°-
Osmoinduktion in der sSRNA-Tripelmutante gegentiber dem Wildtyp deutlich reduziert. Das
gleichzeitige Fehlen der drei verschiedenen sRNAs scheint sich hier nicht unbedingt additiv
auf die o°-Akkumulation und Induktion auszuwirken. Ahnlich dazu weist die SRNA-
Tripelmutante gegentber der Wildtyp-Kontrolle sowohl deutlich erniedrigte basale, als auch

hyperosmotisch akkumulierte rpoS Transkriptmengen auf. Dennoch zeigt sich auch hier, dass
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Abbildung 4.25: Akkumulation und Induktion von o° und rpoS mRNA in hyperosmotisch
gestressten und ungestressten Zellen eines W3110 Wildtypstamms und einer entsprechenden
rprA dsrA arcZ Tripelmutante. (A) Der W3110 Stamm und die isogene sRNA-Tripelmutante wurden
in M9-Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin bei 37 °C bis zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert, gesplittet und
die eine Halfte der Kulturen mit 0.3 M NaCl hyperosmotisch gestresst. Danach wurde zu den
angegebenen Zeiten Proben fir die Gesamtprotein- und Gesamt-RNA-Praparation entnommen und
die ¢~ und rpoS mMRNA-Mengen in den sich anschlieenden Western-und Northernblot-Analysen, wie
in Legende zu Abbildung 4.19 beschrieben, untersucht. Die Quantifizierung des Westernblots ist in
(B), jene des Northernblots in (Cz gezeigt. Hierbei wurden die akkumulierten RpoS-Protein- bzw. rpoS
mRNA Mengen jeweils auf die 6™- bzw. rpoS mMRNA Menge des hyperosmotisch gestressten Wildtyp-
Hintergrundes (wt + NaCl) normiert.

die hyperosmotische Induktion der rpoS mRNA auch in der SRNA-Tripelmutante stattfindet.
In dem gezeigten Experiment ist sogar die Starke der hyperosmotischen Induktion in der rprA
dsrA arcZ Mutante mit jener des Wildtyps vergleichbar (etwa 3-fache Induktion).
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Abbildung 4.26: Akkumulation und Induktion des rpoS Transkripts in hyperosmotisch
gestressten und ungestressten Kulturen einer hfq Mutante und eines isogenen W3110
Wildtypstamm. Der W3110 Stamm und die entsprechende hfg Mutante wurden wie in der Legende
zu Abbildung 4.25 kultiviert und jeweils eine Halfte der Kulturen einem hyperosmotischen Stress
ausgesetzt. Die rpoS mRNA Mengen wurden im Anschluss daran durch Northernblot-Analyse
ermittelt. Hierzu wurde jeweils 8 pg Gesamt-RNA auf einem denaturierenden 4 9%-igen
Polyacrylamidgel mit 7M Harnstoff aufgetrennt und anschliel3end auf eine Nylonmembran transferiert.
Die Detektion der rpoS mRNA erfolgte mit einer DIG-markierten Sonde (gegen das rpoS mRNA 5-
Ende gerichtet) und einem a-DIG Antikdrper. Das gezeigte Experiment wurde mit freundlicher
Unterstitzung von Alexandra Possling (FU Berlin) durchgeflhrt.

Wie Abbildung 4.26 demonstriert, weisen selbst Hfg-defiziente Zellen noch eine
hyperosmotische rpoS mRNA-Induktion auf. Erwartungsgemaf sind sowohl die basalen, als
auch die hyperosmotisch akkumulierten rpoS Transkriptmengen in der hfq Mutante gegenuiber
dem Wildtypstamm stark reduziert. Dies impliziert, dass die hyperosmotische Induktion des
rpoS Transkripts nicht alleine durch die gesteigerte SRNA-vermittelte Translation der rpoS
mRNA und der damit einhergehenden Stabilisierung der rpoS mRNA (2-fache
hyperosmotische Stabilisierung, siehe Abb. 4.24) zustande kommen kann. Auch das Fehlen
der drei verschiedenen, die rpoS Translation positiv regulierenden sRNAs RprA, DsrA und
ArcZ, sowie das Fehlen von Hfg und der damit verbunden stark eingeschrankten rpoS
Translation und Destabilisierung der rpoS mRNA fiihrt immer noch zu einer eindeutigen
hyperosmotischen Induktion des rpoS Transkripts. Da sich die Effekte der drei SRNAs und
jene von Hfq auf die hyperosmotische o°-Induktion zum Teil additiv auswirken, konnte dies
darauf hindeuten, dass auch andere Mechanismen als die posttranskriptionale rpoS Regulation
bei der hyperosmotischen rpoS mRNA-Induktion eine Rolle spielen. Nicht auszuschlieRen ist
auch, dass eine Hfg-unabhangige sRNA die rpoS Translation unter den Stressbedingungen
positiv reguliert und als sekundare Folge davon die Stabilitdt der rpoS mRNA positiv
beeinflusst. Die Tatsache, dass die rpoS Promotoraktivitat bzw. Transkriptionsinitiation von
hyperosmotischem Stress unbeeinflusst bzw. nicht zur rpoS Expression beizutragen scheint
(Lange und Hengge-Aronis, 1994a; Muffler et al., 1996b), legt eine Beteiligung von
Mechanismen nahe, die auf der Ebene der Transkriptionselongation operieren.
Untersuchungen hierzu wurden in den nachfolgenden Experimenten durchgefunhrt.
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4.6 Hyperosmotischer Stress konnte die rpoS
Transkription auf Elongationsebene beeinflussen

Wie die bisherigen Ergebnisse illustrieren, findet eine hyperosmotische Induktion der rpoS
MRNA sowohl in einer dsrA Mutante (Abb. 4.19), als auch in einer rprA dsrA arcZ
Tripelmutante (Abb. 4.25), sowie in einer hfg Mutante (Abb. 4.26) statt. Dies sind
Bedingungen, unter denen die rpoS Translation stark reduziert ist (Abb. 4.21). Weiterhin wird
die DsrA-vermittelte gesteigerte rpoS Translationsinduktion unter hyperosmotischem Stress
von einer etwa 2-fachen Stabilisierung der rpoS mRNA begleitet (Abb. 4.24), die in einer
dsrA Mutante ausbleibt. Die Daten kdnnten darauf hindeuten, dass auch andere Mechanismen
als posttranskriptionale an der hyperosmotischen rpoS Expression beteiligt sind. Aus der
Tatsache, dass die rpoS Transkriptionsinitiation von hyperosmotischem Stress unbeeinflusst
bleibt (Lange und Hengge-Aronis, 1994a; Muffler et al., 1996b), lasst sich schlussfolgern,
dass offenbar Mechanismen existieren mussen, welche die rpoS Transkriptionselongation
beeinflussen. Um dies zu testen, wurde die hyperosmotische Regulation von den unter 4.4.4
beschriebenen Plasmid-kodierten translationalen rpoS::gfp-Fusionen (pRpoS120::GFP,
pRpoS378::GFP) untersucht, deren Transkription unter der Kontrolle eines nicht nativen
konstitutiven P\ Promotors (Lutz und Bujard, 1997) steht. Diese Fusionen enthalten die
komplette 567 Nt lange rpoS 5°-UTR einschliellich der ersten 40 bzw. 126
Aminosaurecodons des ORF auf einem Vektor in Niederkopienzahl. Diese Fusionen
reflektieren ausschliel3lich die Transkriptionselongations- und translationale Regulation von
rpoS, da dass fir die RpoS-Proteolyse essentielle Turnover-Element (siehe 2.3.2.4) nicht
vorhanden ist. Es ist hinreichend bekannt, dass die osmotische Regulation von rpoS auch
posttranskriptionale Regulationsmechanismen beinhaltet, die neben der translationalen
Regulation auch auf Ebene der o°-Stabilitit agieren (Muffler et al., 1996b). Um zu
uberprifen, ob das GFP-Fusionssystem zum Studium der rpoS-Osmoregulation geeignet ist,
wurden weitere rpoS::gfp-Fusionen kloniert, die auch weiter stromabwaérts gelegene
Sequenzen des rpoS ORF enthalten und neben der Transkriptionselongation und der
translationalen Regulation auch die RpoS-Proteolyse reflektieren. Hierzu wurden N-terminale
rpoS::gfp-Fusionen, welche die komplette rpoS 5-UTR und rpoS ORF-Sequenzen
unterschiedlicher L&nge enthalten (pRpoS378::GFP, pRpoS570::GFP, pRpoS741::GFP; siehe
Material- und Methoden, 3.6.7.3), in den bereits beschrieben P 0 Promotor-
Niederkopienzahl-Vektor kloniert. Die Konstrukte wurden dann in den E. coli W3110 Stamm
transformiert und die Zellen bei 37 °C in M9-Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin
(supplementiert mit 20 pug/ml Chloramphenicol) bis zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert. Danach
wurden die Kulturen gesplittet und jeweils die eine Hélfte der Kulturen mit 0.3 M NaCl
(Endkonzentration) hyperosmotisch gestresst. Die andere Halfte der Kulturen (-NaCl-
Kontrolle) wurden mit dem gleichen Volumen an Aqua dest. versetzt. 10 Minuten danach
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Abbildung 4.27: Hyperosmotische Induktion von RpoS::GFP-Hybridproteinen unterschiedlicher
rpoS Sequenzlange unter der Kontrolle einen konstitutiven Promotors. (A) Der W3110 Stamm
wurde mit den verschiedenen Plasmid-basierten rpoS::gfp-Fusionen transformiert und die Kulturen in
M9-Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin (supplementiert mit 20 pg/ml Chloramphenicol) bei 37 °C bis
zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert. Danach wurden die Kulturen gesplittet und jeweils die eine Halfte der
Kulturen mit 0.3 M NaCl (Endkonzentration) hyperosmotisch gestresst. 10 Minuten spater wurden
Proben fur die Gesamtprotein-Extraktion genommen und die Osmoinduktion der Hybridproteine in
Immunoblot-Analysen verfolgt. Hierzu wurde jeweils 1 pg Gesamtprotein auf einem 12%-igen SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Membran erfolgte die
Detektion der RpoS::GFP-Hybridproteine mit einem monoklonalen gegen GFP gerichteten Antikorper
(a GFP). Die Quantifizierung der Daten ist in (B) gezeigt.

wurden den Kulturen Proben entnommen und die osmotische Induktion der RpoS::GFP-
Hybridproteine in Westernblot-Analysen verfolgt.

Wie sich aus Abbildung 4.27 entnehmen lasst, zeigen die langeren Fusionen
(pPRpoS570::GFP und RpoS741::GFP) eine hyperosmotische Induktion der Hybridproteine,
vor allem das lange RpoS741::GFP-Fusionsprotein. Dies l&sst sich damit erklaren, dass die
lingeren Fusionen das fiir die o°-Proteolyse notwendige Turnoverelement (siehe 2.3.2.4)
aufweisen und somit eine Osmo-Induktion auf Proteinebene zeigen. Die kirzeren
Hybridproteine RpoS120::GFP und RpoS378::GFP hingegen weisen hohere basale
Hybridproteinmengen auf als die langeren Osmo-induzierten Hybridproteine, zeigen aber
keine weitere Induktion in Antwort auf den hyperosmotischen Stress, da sie das
Turnoverelement nicht enthalten. Die weiteren sichtbaren Banden unterhalb der RpoS::GFP-
Fusionsproteine stellen wahrscheinlich Abbauprodukte der RpoS::GFP-Hybride dar.
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Abbildung 4.28: Die rpoS120::gfp-Fusion unter der Kontrolle eines nicht Osmostress-
sensitiven, konstitutiven Promotors zeigt eine hyperosmotisch Induktion auf mRNA-Ebene. (A)
Der E. coli W3110 Stamm wurde mit dem rpoS120::gfp-Fusionsplasmid bzw. der gfp-Kontrolle (pXG-
1) transformiert und die Kulturen in M9-Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin (supplementiert mit 20
pg/ml Chloramphenicol) bei 37 °C bis zu einer ODs7g von 0.3 kultiviert. Danach wurden die Kulturen
gesplittet und jeweils die eine Halfte der Kulturen mit 0.3 M NaCl (Endkonzentration) hyperosmotisch
gestresst. 10 Minuten spater wurden Proben fir die Gesamt-RNA-Préparation entnommen und die
Osmoinduktion der gfp mMRNAs mittels Northernblot-Analyse getestet. Hierzu wurden jeweils 5 g
Gesamt-RNA auf einem 4.5 %-igen denaturierendem Polyacrylamid / 7M Harnstoff-Gel
elektrophoretisch getrennt und das rpoS::gfp bzw. das gfp Transkript nach dem Membrantransfer
mittels einer gegen den gfp Anteil gerichteten DIG-markierten Sonde und einem a-DIG Antikorper
detektiert. Die Quantifizierung der Daten ist in (B) gezeigt.

Zum Studium der hyperosmotischen Regulation der rpoS Transkriptionselongation
wurde daher zunachst nur mit der kurzen rpoS120::gfp-Fusion und der rpoS:378::gfp-Fusion
weitergearbeitet. Mit diesen Fusionen lassen sich die posttranslationalen Effekte (d.h. die °-
Proteolyse), die co-translational ablaufen und somit auch die rpoS::gfp Transkription bzw. die
Stabilitat des rpoS::gfp Transkripts beeinflussen kénnen, eliminieren. Um einen mdglichen
Beitrag der Transkriptionselongation auf die hyperosmotische Induktion der rpoS mRNA zu
studieren, wurde das pRp0S120::GFP-Plasmid, sowie das entsprechende gfp-Kontrollplasmid
(pXG-1), welches ausschlielflich das gfp Gen unter der Kontrolle des konstitutiven Py eo
Promotors enthélt, in den W3110 Stamm transformiert. Mit diesen Kulturen wurden, wie
zuvor flr die anderen rpoS::gfp-Fusionen beschrieben (siehe im Text dieses Kapitels weiter
oben), Osmoshift-Experimente durchgefihrt. 10 Minuten nach dem hyperosmotischen Stress
wurde den Kulturen Proben fir die Gesamt-RNA-Isolation entnommen und die
hyperosmotische Akkumulation und Induktion der rpoS120::gfp bzw gfp mMRNA in
Northernblot-Analysen verfolgt.
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Aus Abbildung 4.28 l&sst sich entnehmen, dass der hyperosmotische Stress in einer
deutlichen Akkumulation und etwa 3-fachen Induktion des rpoS120::gfp Transkripts resultiert
(Doppelbande in Abb. 4.28 A), wéhrend die gfp mRNA alleine (pXG-1 Kontrolle) in Antwort
auf den hyperosmotischen Stress nur sehr schwach induziert wird (Doppelbande in Abb. 4.28
A: etwa 1.3-fache Induktion). Dies verdeutlicht, dass die hyperosmotische Induktion des rpoS
Transkripts nicht nur der Regulation der mRNA Stabilitdt unterliegt (Abb. 4.24), sondern
moglicherweise auch auf der Ebene der Transkriptionselongation reguliert wird. Die
Transkriptionsinitiation des rpoS120::gfp Transkripts unterliegt im hier verwendeten GFP-
Reportergensystem ausschlielich der Kontrolle des nicht nativen konstitutiven Py teo
Promotors. Stresssignale, welche die rpoS Transkription beeinflussen, kdnnen hier nicht auf
der Ebene der Transkriptionsinitiation integriert werden. Die sehr leichte Induktion der gfp-
Kontrolle kénnte hier moglicherweise eine indirekte Folge der Anderung der Superhelkalitit
der Plasmid-DNA durch die Salzbedingungen sein.

Um einen moglichen Beitrag von chromosomalen DsrA auf die hyperosmotische
Induktion der rpoS::gfp mMRNA zu untersuchen, wurde auch die hyperosmotische Induktion
der rpoS378::gfp mMRNA in einer dsrA Mutante mit jener in einem isogenen dsrA
Wildtypstamm verglichen. Hierzu wurde das pRpoS378::GFP-Plasmid in den W3110 Stamm
und in die entsprechende dsrA Mutante transformiert. Mit diesen Kulturen wurden, wie zuvor
fiir die anderen rpoS::gfp-Fusionen beschrieben (siehe im Text dieses Kapitels weiter oben),
Osmoshift-Experimente durchgefihrt. 10 Minuten nach dem hyperosmotischen Stress wurde
den Kulturen Proben fur die Gesamt-RNA-Isolation entnommen und die hyperosmotische
Akkumulation und Induktion der rpoS378::gfp MRNA in Northernblot-Analysen verfolgt.

Abbildung 4.29 zeigt, dass auch die rpoS378::gfp-Fusion in Antwort auf den
osmotischen Stress deutlich induziert wird und diese Induktion auch in einer dsrA Mutante
erhalten bleibt. Ahnlich wie fir die chromosomale rpoS mRNA beobachtet (Abb. 4.19) ist
auch die Akkumulation des Hybridtranskriptes in einer dsrA Mutante reduziert, wenn auch
weniger stark ausgepragt. Dies deutet darauf hin, dass die beobachtete hyperosmotische
Induktion der rpoS378::gfp MRNA unter der Kontrolle eines nicht Osmo-sensitiven
Promotors nicht auf einer DsrA-vermittelten Stabilisierung des Transkripts basiert, sondern
maoglicherweise auch die Transkriptionselongations-Ebene in Antwort auf dem Osmostress
positiv reguliert wird, oder aber der DsrA-unabhdngige Abbau der rpoS mRNA unter den
Stressbedingungen inhibiert wird.
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Abbildung 4.29: Die rpoS378::gfp-Fusion unter der Kontrolle eines nicht Osmostress-
sensitiven, konstitutiven Promotors zeigt eine hyperosmotisch Induktion auf mRNA-Ebene,
unabhangig von der sRNA DsrA. Die hyperosmotische Induktion des rpoS378::gfp Transkripts
wurde im E. coli Stamm W3110 und der entsprechenden dsrA Mutante, transformiert mit dem
rpoS378::gfp-Fusionsplasmid, wie in der Legende zu Abbildung 4.28 beschrieben, verfolgt. Das
gezeigte Experiment wurde freundlicherweise von Alexandra Possling (FU Berlin) durchgefihrt.

4.6.1 Untersuchungen zum Einfluss von NusG an einem
mutmafdlichen rpoS Transkriptions-Antiterminations-
Mechanismus unter hyperosmotischem Stress

NusG ist ein Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Funktion bei der Regulation der
Elongation und Termination der Transkription einnimmt (siehe 2.1.2). Wahrend die
Transkriptionselongation von NusG stimuliert wird (Ciampi, 2006) und NusG ein wichtiger
Bestandteil von Transkriptions-Antiterminationskomplexen ist, beispielsweise innerhalb von
ribosomalen Operons (Roberts et al.,, 2008), ist fur eine effiziente Termination der
Transkription von mRNAs in vivo die Anwesenheit von NusG meist unerlasslich (Ciampi,
2006). Jungere Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass NusG zusammen mit dem
ribosomalen Protein S10 der kleinen 30S Untereinheit (Nusg) einen Komplex ausbildet, der
Transkription und Translation mdglicherweise eng miteinander koppelt (Burmann et al.,
2010). Daflr sprechen unter anderem neuere Daten, die zeigen, dass die Rate der
Transkriptionselongation unmittelbar von der Translationsrate kontrolliert wird (Proshkin et
al., 2010; siehe 2.1.2). Mit seiner N-terminalen Domane kontaktiert NusG die RNAP, mit
seiner C-terminalen Doméne entweder NuskE (also das translatierende Ribosom), oder aber
den Transkriptions-Terminationsfaktor Rho (Burmann et al., 2010; siehe auch 2.1.2).
Maoglicherweise also basiert die beobachtete positive SRNA-unabhéngige Regulation der rpoS
Transkription unter hyperosmotischem Stress (Abb. 4.28 und 4.29) auf einem NusG-
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abhangigen Transkriptions-Antiterminationsmechanismus. Hierbei wére vorstellbar, dass
Bedingungen, unter denen die rpoS Translation niedrig ist (schnell wachsende, ungestresste
Zellen in der exponentiellen Phase), zu einer vorzeitigen Transkriptionstermination fuhren, da
NusG anstelle des Ribosoms Rho kontaktiert. Umgekehrt wiirde die Stimulation der rpoS
Translation durch plétzlichen Stress zu einer Antitermination der Transkription flihren, da
NusG anstelle des Terminationsfaktors Rho via NusE das translatierende Ribosom
kontaktiert.

Um einen moglichen Einfluss von NusG auf die hyperosmotische cs-ReguIation zu
studieren, wurde die hyperosmotische Akkumulation und Induktion von ¢° und rpoS mRNA
in E. coli Zellen verfolgt, in denen das endogene NusG durch die Uberexpression der N-
terminalen NusG-Domaéne austitriert wird (Mooney et al., 2010). Da NusG in E. coli
essentiell fir das Uberleben ist (Downing et al., 1990) und nicht deletiert werden kann,
musste in den Experimenten das endogene NusG durch die Uberexpression der N-terminalen
Domane (NTD) von NusG depletiert werden. Die tiberexprimierte NusG-NTD ist zwar in der
Lage die RNAP zu kontaktieren, nicht jedoch den Terminationsfaktor Rho, da es hierzu die
C-terminale Doméne bendétigt (Mooney et al., 2010).

Der E. coli W3110 Stamm wurde zunichst mit dem NusG-NTD
Uberexpressionsplasmid pNusG N (freundliche Gabe von Dr. Franziska Mika, FU Berlin),
sowie dem entsprechenden leeren Kontrollplasmid pRH800 transformiert und mit den
transformierten E. coli Zellen Osmostress-Experimente durchgefuhrt. Hierzu wurden die
Zellen entweder in LB-Medium oder in M9-Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin (jeweils
supplementiert mit 100 uM Ampicillin) bei 37 °C bis zu einer ODs7g von 0.1 (LB-Medium)
bzw. 0.2 (Minimalmedium) kultiviert und die Expression der N-terminalen NusG-Domane
durch Zugabe von 1mM IPTG induziert. Etwa eine Stunde nach Induktion, in der die
Kulturen etwa eine ODs7g von 0.5 (LB-Medium) bzw. 0.3 (Minimalmedium) erreicht hatten,
wurden die Zellen gesplittet und jeweils die eine Halfte der Kulturen mit 0.5 M NaCl (LB-
Medium) bzw. 0.3 M NaCl (Minimalmedium) hyperosmotisch gestresst. 10 Minuten danach
wurde den Kulturen Proben fur die Gesamtprotein-Extraktion und Gesamt-RNA-Isolation
entnommen und die hyperosmotische Induktion von ¢° und rpoS mRNA in den sich
anschlieBenden Immunoblot- und Northernblot-Analysen verfolgt.

Wie Abbildung 4.30 demonstriert, ist die NusG-Depletion alleine offenbar nicht
ausreichend, um eine mogliche vorzeitige Termination der Transkription in ungestressten
Zellen, in denen die rpoS Translation sehr niedrig sein sollte, zu unterbinden. Wére NusG an
einer vorzeitigen Transkriptionstermination in ungestressten Zellen beteiligt, so wére zu
erwarten, dass die NusG-Depletion zu wesentlich hoheren basalen rpoS Transkriptmengen in
ungestressten Zellen fuhren sollte. Dadurch sollten sich die rpoS mRNA-Mengen in
ungestressten und hyperosmotisch gestressten Zellen einander angleichen. Dies ist aber
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Abbildung 4.30: Die Verdrangung von endogenem NusG durch Uberexpression der NusG N-
terminalen Doméne zeigt keinen Einfluss auf die rpoS Transkriptionselongation in
ungestressten relativ zu hyperosmotisch gestressten Zellen. (A) Der W3110 Stamm wurde mit
dem NusG-NTD Uberexpressionsvektor (pNusG N) und der Leervektor-Kontrolle (pRH800)
transformiert und in LB-Medium bzw. M9-Minimalmedium mit 0.4 % Glyzerin (jeweils supplementiert
mit 100 pM Ampicillin) bei 37 °C bis in die frihe exponentielle Phase kultiviert und die NusG-NTD-
Expression durch Zugabe von 1mM IPTG induziert. Etwa eine Stunde danach bei einer ODs7g von 0.5
(LB-Medium) bzw. 0.3 (Minimalmedium) wurden Osmostress-Experimente, wie im Text beschrieben,
durchgefuhrt. 10 Minuten nach dem Osmoshift Wurde den Kulturen Proben entnommen und die
hyperosmotische Akkumulation und Indukt|on von o° und rpoS mRNA in Western- bzw. Northernblot-
Analysen verfolgt. Zur Detektion von o° wurden je 5 ug Gesamtproteln auf einem 12%-igen SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt. Die Detektion von o° erfolgte mit einem gegen RpoS
gerichteten polyklonalen Antiserum. Zur Detektion der rpoS mRNA wurden je 10 pg Gesamt-RNA auf
einem denaturierendem 1.2%-igen Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine
Nylonmembran erfolgte die Detektion des rpoS Transkripts mit einer gegen das rpoS mRNA 3"-Ende
gerichteten DIG-markierten Sonde und einem gegen DIG gerichteten Antikdrper. Als Ladungskontrolle
fur den Northernblot erfolgte die Anfarbung der geblotteten 16S RNA durch Methylenblau. Die
Quantifizierung der Westernblot- und Northernblotdaten ist in (B) bzw. (C) gezelgt Hierbei wurden die
akkumulierten RpoS-Protein- bzw. rpoS mRNA Mengen jeweils auf die o°- bzw. rpoS mMRNA Menge
des hyperosmotisch gestressten Stammes mit der starksten Akkumulation an o° bzw. rpoS mRNA
normiert.
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offensichtlich nicht der Fall. Auf den ersten Blick ist NusG also nicht an einem madglichen
rpoS Transkriptions-Antiterminationsmechanismus unter hyperosmotischem Stress beteiligt.
Vielmehr sind sowohl die hyperosmotisch induzierten c>-Mengen, also auch die rpoS
Transkriptmengen in Zellen, welche die NusG-NTD Uberexprimieren, héher. Vor allem die
rpoS mRNA-Mengen akkumulieren in den NusG depletierten Kulturen etwa 2-fach (LB-
Medium) bis 2.7-fach (M9-Minimalmedium) starker als in den Kontrollkulturen. Dies ist
maoglicherweise der Tatsache geschuldet, dass die RNAP-kontaktierende NusG-NTD die
Transkriptionselongation verstéarkt stimuliert (Mooney et al., 2010). Die Ergebnisse sprechen
also dafur, dass andere oder zusétzliche Faktoren als NusG an einem mutmalilichen
Transkriptions-Antiterminationsmechanismus ~ bei  der  rpoS  Regulation  unter
Stressbedingungen beteiligt sind.
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5 DISKUSSION

5.1 Rare Codons spielen eine positive Rolle bei der rpoS
Expression

RpoS und RpoD sind phylogenetisch eng miteinander verwandte co-evolvierte
Sigmafaktoren. Trotz der groRen Ubereinstimmung in ihrer Aminosiuresequenz (46 %
Identitét) zeigt ein Vergleich der DNA-Sequenzen, dass die rpoS Sequenz mehr als doppelt
soviele rare Codons enthélt (16.7 %) wie rpoD (7 %), einschlie3lich einer Reihe von
selteneren Codons in rpoS, die durch abundantere synonyme Codons in rpoD an homologen
Positionen repréasentiert werden (Abbildung 4.1 und Tabelle 4.1). Ausgangspunkt dieser
Arbeit war daher die Fragestellung, ob das verstarkte Auftreten von raren Codons in rpoS
allein evolutiondren Mutationsdruck und genetische Drift widerspiegelt (siehe 2.4 und weiter
unten im Text), oder aber einen positiven Selektionsdruck darstellt. Letzteres wirde bedeuten,
dass den raren Codons in rpoS eine positive regulatorische Funktion innewohnt. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafir, dass letzteres der Fall ist, da die raren Codons in
rposS positiv mit seiner Expressionsstéarke korrelieren (Abb. 4.2-4.5).

5.1.1 Codon-Usage und evolutionare Selektion: die rpoS mRNA
mit ihren raren Codons scheint der positiven Selektion
zugunsten erhohter mRNA Stabilitat zu unterliegen

Synonyme Codons, welche die gleiche Aminosdure spezifizieren, werden innerhalb eines
Genoms im Allgemeinen mit unterschiedlicher Haufigkeit genutzt. Dieses Phdanomen wird als
Codon-Usage, oder auch Codon-Bias bezeichnet (siehe 2.4). Unterschiede in der Codon-
Usage zu haben ist eine weitverbreitete Eigenschaft sowohl prokaryotischer, als auch
eukaryotischer Genome. Hierbei werden h&ufigere Codons von entsprechend abundanteren
tRNAs dekodiert, wéhrend rarere Codons von selteneren tRNA-Spezies dekodiert werden
(lkemura, 1981 und 1985; Dong et al., 1996). Ein ,,praktischer” Nutzen der Codon-Bias ist es,
horizontale Gentransfer-Ereignisse detektierbar und datierbar zu machen. Wahrend des
Zeitpunkts des Transfers weisen die transferierten Gene eine Codon-Usage auf, die typisch fur
das Donor-Genom ist. Mit der Zeit jedoch evolviert die Codon-Usage des horizontal
transferierten Genbereichs und passt sich der Codon-Usage des Wirtgenoms an (Ermolaeva,
2001). Verschiedene evolutive Aspekte werden als Ursache der Codon-Usage diskutiert
(Ermolaeva, 2001; Hershberg und Petrov, 2008; Smith und Eyre-Walker, 2001). Das
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Mutations-Selektions-Drift-Gleichgewichtsmodell (auch ,,major codon preference® Modell)
(Bulmer, 1991) postuliert, dass eine gewisse Selektion von héaufigeren Codons gegeniber
selteneren stattfindet, aber Mutationsdruck und genetische Drift auch fur eine Persistenz
seltenerer Codons sorgen (siehe 2.4). Die weitldufige Meinung ist also, dass haufigere Codons
einer positiven Selektion zu Ungunsten rarer Codons unterliegen. Die treibende Kraft ist
hierbei die translationale Selektion, d.h. die mit géngigeren Codons einhergehende hdhere
Effizienz und Genauigkeit der Translation. Messenger RNAs die Codons nutzen, welche von
abundanteren tRNA-Spezies erkannt werden, werden moglicherweise effizienter (héhere
Translationsgeschwindigkeit) und mit weniger Fehlern translatiert als solche, die seltenere
Codons nutzen (Hershberg und Petrov, 2008). Vor allem deshalb, weil die Anzahl der
inkorrekten tRNAs, die vor der Ankunft der korrekten tRNAs ,,abgelehnt” werden missen,
statistisch minimiert wird (Ermolaeva, 2001). Es konnte experimentell gezeigt werden, dass
MRNAs, die hdaufigere Codons enthalten, eine hohere Translationselongationsrate aufweisen
als solche, in denen vermehrt seltenere Codons auftreten (Robinson et al., 1984; Sgrensen et
al., 1989). Sgrensen et al., (1989) haben die Translationselongationsraten direkt in vivo
gemessen und konnten zeigen, dass das Einfiihren von kurzen Abschnitten aus raren bzw.
héufigeren Codons in die lacZ mRNA deren Translationselongationsrate signifikant
beeinflusst. Dabei war die Rate des Aminoséure-Einbaus an den abundanteren Codons etwa
sechsmal so schnell wie die Einbaurate an den selteneren Codons. Andererseits ist die
Ansicht, dass eine Zunahme der Elongationsgeschwindigkeit zu einer erkennbaren Zunahme
der Translationsrate insgesamt fiihrt, umstritten (Hershberg und Petrov, 2008). Dies ware der
Fall, wenn die Elongation der Translation wund nicht die Initiation der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Proteinbiosynthese ware. Es gibt Hinweise die
daraufhin deuten, dass dies nicht der Fall ist (Bulmer, 1991; Hershberg und Petrov, 2008).
Allerdings konnte eine Steigerung der Translationselongationsrate auch indirekt die
Translationsgeschwindigkeit positiv beeinflussen, indem sie den Pool an freien Ribosomen
erhoht und so die Translationsinitiations-Rate fur alle mMRNAs erhoht (Hershberg und Petrov,
2008).

Im Allgemeinen ist es dennoch anerkannt, dass die Expression eines Proteins positiv
mit der Zahl der hdufigeren Codons korreliert (Gouy und Gautier, 1982; lkemura, 1985;
Karlin et al., 1998) (siehe 2.4). In Ubereinstimmung damit kann die Expression eines
heterologen Proteins im Allgemeinen verbessert werden, wenn sub-optimale Codons durch
rekombinante Wirts-spezifische optimale Codons substituiert werden (Carrier und Keasling,
1997; Makrides, 1996). Der Codon-Adaptations-Index (CAl) ist ein Mal3 dafiir, inwieweit ein
gegebenes Gen optimale Codons nutzt, die gewohnlich Uberwiegend in stark exprimierten
Referenzgenen (wie Gene fir ribosomale Proteine) genutzt werden (Sharp und Li, 1987). Je
mehr die Codon-Usage eines gegebenen Gens jener eines Codon-optimierten Referenzgens
entspricht, desto hoher ist der CAl. Ein maximales Optimum ist bei einem CAI von 1.0
erreicht. Dos Reis et al. (2003), sowie Goetz und Fuglsang (2005) haben den Einfluss der
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Codon-Usage auf die Akkumulation von mRNAs im globalen Malstab, basierend auf
Microarray-Analysen, untersucht. Auch in deren Studien stellte sich heraus, dass ein hoher
CAI (> 0.5, also Codon-optimierte Gene) im Allgemeinen mit starker akkumulierten mRNA-
Mengen einhergeht. Dies stitzt die These bezuglich der Translations-Selektion hin zu
héufigeren Codons, zumal eine effizientere stiarkere Translation gewohnlich als ein mRNA
stabilisierender Faktor angesehen wird (Deana und Belasco, 2005; Dreyfus, 2009). Dennoch
scheint dies nicht fur alle untersuchten Gene prinzipiell giltig zu sein. So haben die
Microarray-Studien offenbart, dass eine Gruppe von Genen, die einen niedrigen CAI (< 0.3,
also einen hohen Anteil von sub-optimalen Codons enthalten) aufweisen, stark exprimiert
werden (dos Reis et al., 2003). In dieser Gruppe von Genen handelt es sich vor allem um
solche, die Uber horizontalen Gentransfer in das E. coli Genom integriert wurden (Lawrence
und Ochman, 1998; Médigue et al., 1991) (siehe auch weiter oben im Text). Weiterhin wurde
in den Microarray-Studien deutlich, dass die Korrelation des CAIl mit den mRNA-Mengen in
Minimalmedium in allen Féllen schlechter war, als in komplexem reichem LB-Medium
(Goetz und Fuglsang, 2005). Dies bedeutet also, dass der CAI offensichtlich unter
optimaleren Nahrungsbedingungen (also unter sehr schnellem Wachstum) besser mit mRNA-
Mengen korreliert, als unter Bedingungen in denen die Ressourcen limitiert sind. Dieser
Befund fiigt sich gut in die Ergebnisse dieser Arbeit ein. Diese zeigen, dass die vielen raren
Codons in rpoS, einem Faktor welcher unter Bedingungen der Nahrungslimitation verstarkt
exprimiert wird, positiv mit seiner Expressionsstarke korrelieren. Dazu passt auch die
Hypothese, dass das Paradigma ,hdufige Codons-starke Expression® stirker bei Bakterien
betont ist, die an bestimmte 6kologische Nischen angepasst sind, welche ein schnelles
Wachstum erlauben (Anderson und Kurland, 1990). Die Untersuchungen hier demonstrieren,
dass die naturlich auftretenden raren Codons in der rpoS Sequenz das rpoS Transkript vor
dem RNase E-abhéngigen Abbau schiitzen (Abb. 4.4) und somit einen positiven Effekt auf die
rpoS mRNA Stabilitat und die Akkumulation des rpoS Transkripts haben (Abb. 4.3 und 4.5),
verbunden mit einer gesteigerten Expression des o°-Proteins (Abb. 4.3 und 4.5). Somit legen
die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass die raren Codons in rpoS einer positiven
evolutionéren Selektion unterliegen, hin zu erhéhter MRNA Stabilitat.

Auch andere Arbeiten haben diskutiert, dass bei der Codon-Bias evolutionére
Selektion auch in die andere Richtung, d.h. positive Selektion zugunsten vermeintlich
,suboptimaler Codons stattfinden kann (DuMont et al., 2004; Konigsberg und Godson,
1983; Nielsen et al., 2007). So zeigt auch das notch Gen aus Drosophila, das einen
transmembranalen Rezeptor fur die Zell-Zell-Kommunikation kodiert, einen hohen Anteil an
raren Codons (DuMont et al., 2004; Nielsen et al., 2007). Auch Konigsberg und Godson
(1983) fanden heraus, dass das Gen flr die DNA Primase dnaG, einen auffallig hohen Anteil
an raren Codons aufweist, wéhrend benachbarte Gene des Operons, unter anderem auch rpoD,
eine normale Codon-Usage aufweisen. Ebenso weisen die Gene flr verschiedene
Transkriptionsfaktoren (lacl, trpR und araC) einen hohen Anteil an raren Codons auf
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(Konigsberg und Godson, 1983). Diese Autoren und andere (Saier, 1995) haben
vorgeschlagen, dass die verstarkte Akkumulation von raren Codons in diesen Genen einen
Mechanismus darstellt, um deren Genexpression auf ein fir den Organismus angemessenes
Niveau niedrig zu halten. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen, zumindest im Falle von rpoS,
nahe, dass das Gegenteil zutrifft. Die raren Codons in rpoS korrelieren mit einer hoheren o°-
Expression (Abb. 4.2-4.5). Insgesamt also lasst sich festhalten, dass flr bestimmte Gene die
evolutionére Selektion zugunsten von selteneren Codons stattfindet, was impliziert, dass in
bestimmten Féllen ein anderer Selektionsdruck als effiziente und akkurate Translation auf die
Codon-Bias einwirkt. So die Notwendigkeit lokaler translationaler Pausierungen, z.B. bei den
bereits eingefuhrten bekannten Selektionsmechanismen bezliglich der effizienten co-
translationalen Faltung von Proteinen und der Regulation der spéten Translationsintiation
durch eine rare Codon-Barriere am Anfang von Genen (siehe Einleitung 2.4). Auch andere
Selektionsdriicke werden im Zusammenhang mit der Codon-Usage diskutiert, wie z.B. die
Struktur von mRNAs, welche von deren Sequenz determiniert wird. Ebenso werden
regulatorische Elemente wie Transkriptionsfaktor-Bindestellen, RNA-Lokalisationselemente,
Translationsinitiations-Stellen, Spleil3signale und mRNA-Stabilitat (wie im Falle von rpoS)
diskutiert (Hershberg und Petrov, 2008), ebenso transkriptionale Selektion und Protein-
Hydrophobizitat (Ermolaeva, 2001).

5.1.2 Die raren Codons in rpoS legen einen Mechanismus nahe,
der die Translationselongation zugunsten der Stabilitat
der rpoS mRNA verlangsamt

Es ist im Allgemeinen bekannt, dass rare Codons innerhalb einer mRNA die translationale
Elongation verlangsamen, da die an den raren Codons befindlichen translatierenden
Ribosomen an letzteren transient pausieren (Deana und Belasco, 2005; Mitarai et al., 2008;
Pedersen et al., 2011; Robinson et al., 1984; Sgrensen et al., 1989) (siehe auch 5.1.1). Das
Pausieren eines translatierenden Ribosoms an einem raren Codon kann weiterhin dazu fuhren,
dass die dem Ribosom weiter stromabwaérts lokalisierten mRNA-Bereiche zuganglicher
gegeniiber dem endonukleolytischen Abbau durch RNasen werden, oder aber die mRNA
innerhalb des Codons in der ribosomalen A-Stelle degradiert wird (Garza-Sanchez et al.,
2009; Hayes und Sauer, 2003; Lemm et al., 2002; Sunohara et al., 2004). Dariber hinaus
konnen an raren Codons arretierte Ribosomen die Rekrutierung und Aktivierung des tmRNA
(SsrA-) trans-Translations-Systems stimulieren, wodurch eine entsprechende mMRNA
nachfolgend abgebaut und das unvollstdndig translatierte Polypeptid mittels SsrA-Tagging
degradiert wird (Roche und Sauer, 1999). Generell wird also die Ansicht vertreten, dass rare
Codons den mRNA-Abbau fordern und die Expression eines gegebenen Proteins vermindern.
In Ubereinstimmung damit konnte beispielsweise in Saccharomyces cerevisiae demonstriert
werden, dass in einigen instabilen mRNAs verstéarkt rare Codons auftreten (Herrick et al.,
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1990). Konsistent damit sind auch experimentelle Daten, die zeigen, dass haufigere Codons
positiv mit der Stabilitat der ompA und bla mRNA korrelieren (Deana et al., 1996). Aber auch
gegenteilige experimentelle Beobachtungen wurden gemacht, die gezeigt haben, dass die
Codon-Optimierung heterologer Gene den mRNA-Abbau stimulieren kann (Lammertyn et al.,
1996; Wu et al., 2004). Weiterhin existieren Befunde, die darauf hindeuten, dass ein Cluster
aus raren Codons positiv mit der Stabilitdt einer mMRNA Korrelieren kann (Carlini, 2005;
Gursky und Beabealashvilli, 1994) (siehe Einleitung 2.4). Dies impliziert, dass die
Anwesenheit von raren Codons und pausierenden Ribosomen an diesen Codons
unterschiedliche, Kontext-spezifische Auswirkungen haben kann.

Diese Arbeit iiber den Masterregulator der generellen Stressantwort 6° in E. coli liefert
einen weiteren Fall der mRNA Stabilisierung durch eine Serie von verstarkt natirlich
auftretenden raren Codons. Innerhalb der rpoS Sequenz sind diese raren Codons entlang des
gesamten ORF lokalisiert. Im Gegensatz dazu enthdlt das Gen fur den vegetativen
Sigmafaktor ¢'°, einem o> sehr &hnlichem co-evolviertem Sigmafaktor, weitaus weniger rare
Codons und stellt daher eine natiirliche ,,Negativkontrolle® dar (Abb. 4.1 und Tab. 4.1). Die
Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass alleine der Austausch der elf verschiedenen
synonymen Codons, die rar in rpoS sind, durch die korrespondierenden héufigen rpoD
Codons ausreicht, um den Abbau der rpoS mRNA zu beschleunigen (Abb. 4.3 und 4.5). Die
gesteigerte Degradation des rpoS Transkripts der haufigen Codonmutante ist hierbei abhangig
von der einzelstrangspezifischen Endonuklease RNase E (Abb. 4.4), einer der beiden
primaren Endonukleasen in E. coli, die den Abbau der meisten mRNAs initiiert (Arraiano et
al., 2010; Carpousis, 2007; Dreyfus, 2009). Dies impliziert einen Mechanismus, in dem das
transiente und repetitive Pausieren von Ribosomen an den vielen raren Codons im rpoS
Wildtyp-Transkript zu einer Verlangsamung der Geschwindigkeit der Translationselongation
insgesamt fuhrt. Da die Initiation der Translation, d.h. die Neubeladung des Transkripts mit
Ribosomen, von den raren Codons unbeeinflusst bleiben sollte, ist davon auszugehen, dass
das wiederholte Pausieren der Ribosomen zu einer Erhohung der Verweildauer jedes
einzelnen Ribosoms und damit der Ribosomendichte entlang des rpoS Transkripts fuhrt und
daher die Zuganglichkeit von RNase E Erkennungs- und Spaltungsstellen vermindert wird
(siehe Modell Abbildung 5.1). Offensichtlich gilt also im Falle von rpoS die Devise ,,weniger
ist mehr“. Die Anwesenheit von raren Codons und die damit einhergehenden Pausierungen
der Ribosomen fuhren zu einer Erniedrigung der Translationsgeschwindigkeit, was wiederum
(Uber die Stabilisierung der rpoS mRNA) eine erhéhte Akkumulation des rpoS Transkripts
und des Proteinproduktes ¢° zur Folge hat.
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Abbildung 5.1: Modell zur positiven Rolle der raren rpoS Codons bei dessen Expression. (A)
Das verstarkte Auftreten von raren Codons (rote Rauten) entlang der gesamtem Sequenz des rpoS
ORF hat ein wiederholtes Pausieren der translatierenden Ribosomen (graue Kugeln) und damit eine
Erniedrigung der Geschwindigkeit der Translationselongation insgesamt zur Folge, wodurch die
Ribosomendichte entlang des rpoS Transkripts erhoht wird. Dadurch werden interne Erkennungs- und
Hydrolysestellen durch die arretierten Ribosomen bedeckt und sind daher unzugénglich fir die
Endonuklease RNase E (blauer offener Kreis), was in einer Stabilisierung der rpoS mRNA resultiert.
(B) Im Falle der rpoS Codonmutante mit den haufigen Codons (graue Quadrate) ist die
Translationselongationsrate erhoht, die Ribosomendichte entlang des rpoS Transkripts dadurch
erniedrigt. Dies hat zur Folge, dass grof3ere Bereiche entlang der mRNA unbedeckt sind und das rpoS
Transkript daher sensitiver gegentiber dem RNase E-abhangigen Abbau wird.

In Ubereinstimmung mit dem oben geschilderten Modell konnte in einer Reihe von
Untersuchungen gezeigt werden, dass eine Erniedrigung der Geschwindigkeit der
Translationselongation im Allgemeinen positiv mit der Stabilitat einer mRNA korreliert. So
ist gut dokumentiert, dass Antibiotika wie Chloramphenicol, Tetracyclin und Fusidinséure,
welche die Translokation der Ribosomen entlang einer mRNA und damit die
Translationselongation verlangsamen, zu einer deutlichen Stabilisierung einer mRNA fiuihren
(Cremer et al., 1974; Flache et al., 1992; Fry et al., 1972; Pato et al., 1973; Varmus et al.,
1971). Antibiotika wie Kasugamycin und Puromycin hingegen, die ihre Wirkung entfalten,
indem sie die Interaktion von Ribosomen und mRNAs ganzlich unterbinden und daher
,hackte* Transkripte herbeifiihren, bewirken eine weitreichende Destabilisierung von mRNAs
(Cremer et al., 1974; Pato et al., 1973; Schneider et al., 1978; Varmus et al., 1971).

Auch eine Entkopplung von Transkription und Translation durch die T7 RNAP, kann
zu einer weitreichenden RNase E-abh&ngigen Destabilisierung einer mRNA fiihren (Chow
und Dennis, 1994; lost und Dreyfus, 1995; Makarova et al., 1995). Unter gewodhnlichen
Bedingungen hat die Rate der Transkriptionsinitiation oder Transkriptionselongation durch
die native E. coli RNAP keinen Einfluss auf die mRNA Stabilitdt (Carrier und Keasling,
1997), zumal Transkription und Translation wahrscheinlich Uber einen NusGeNusE (S10)-
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Komplex unmittelbar miteinander gekoppelt sind (Burmann et al., 2010) und damit in vivo die
Rate der Transkriptionselongation unmittelbar von der Rate der Translationselongation
kontrolliert wird (Proshkin et al., 2010) (siehe auch 2.1.2). Anders ist die Situation, wenn ein
mittels der T7 RNAP synthetisiertes Transkript translatiert wird. Die Bakteriophagen T7
RNAP synthetisiert eine MRNA etwa 8-mal schneller als die native E.coli RNAP oder die
translatierenden Ribosomen und zeigt ferner keine Polaritatseffekte (lost et al., 1992; lost und
Dreyfus, 1995). Dies fiihrt dazu, dass bei einer Desynchronisation von Transkription und
Translation durch die T7 RNAP-dirigierte Transkription grol3e Bereiche einer mRNA von
Ribosomen unbedeckt sind, was eine RNase E-abhéngigen Destabilisierung eines Transkripts,
wie gezeigt flr die lacZ mRNA, zur Folge hat (lost und Dreyfus, 1995). Diese Befunde sind
ebenfalls konsistent mit den Ergebnissen dieser Arbeit und mit dem Modell, dass die raren
Codons im rpoS Wildtyp und die damit verbundene hoéhere Ribosomendichte entlang des
rpoS Transkripts die Sensitivitat der rpoS mRNA gegentiber RNase E vermindern.

In diesem Zusammenhang ist es auch interessant diese Situation in den Kontext mit
Arbeiten zu stellen, die untersucht haben, wie sich eine differentielle Regulation der
Translationsinitiation —auf die  Stabilitit von mRNAs auswirkt.  Effizientere
Ribosomenbindestellen korrelieren in der Regel positiv mit der Halbwertszeit einer mRNA,
wahrend translational inkompetente mMRNAS, an die keine Ribosomen binden, rasch abgebaut
werden (Jain und Kleckner, 1993). Weiterhin fihrt auch eine Inhibierung der
Translationsinitiation durch eine inhibitorische Sekundérstruktur (Yarchuk et al., 1992), die
Bindung von Translations-reprimierenden sRNAs (Massé et al., 2003), die Interaktion mit
dem RNA-Chaperon Hfg (Vytvytska et al., 2000), oder Riboswitches (Deana und Belasco,
2005) zu einer verminderten Ribosomendichte entlang einer mMRNA, einhergehend mit einem
beschleunigtem  Abbau, gewdhnlich durch  RNase E. Andererseits  fiihren
Translationsinitiations-stimulierende SRNAs, wie die rpoS Translations-aktivierenden SRNAs
DsrA und RprA, zu einer Stabilisierung der rpoS mRNA (Lease und Belfort, 2000; McCullen
et al., 2010). Eine gesteigerte Translationsinitiation kann also auch zu einer héheren
Ribosomendichte entlang einer mRNA fiihren, verbunden mit deren gesteigerter Stabilitat
(Deana und Belasco, 2005). Dartiiber hinaus kann die Besetzung der Ribosomenbindestelle
aber auch weit stromabwarts lokalisierte Bereiche einer mRNA vor dem RNase E-abhangigen
Abbau schiitzen, da in einigen Fallen der Eintritt von RNase E in eine mRNA eine 5" —3’-
Direktionalitat aufweist, in welche auch eine 5°-UTR involviert sein kann (Deana und
Belasco, 2005). Anders als der homologe vegetative o'°-Faktor, der keine Anreicherung von
raren Codons aufweist, wird rpoS auch auf der translationalen Ebene reguliert (siehe 2.3.2.3).
Fur eine effiziente Translationsinitiation muss dabei eine inhibitorische Translations-
inkompetente Sekundarstruktur innerhalb der 5°-UTR durch das RNA-Chaperon Hfg und
sRNAs, in Antwort auf verschiedene Stressbedingungen, aufgeschmolzen werden (Soper et
al., 2010) (siehe auch 2.2.2.2). Von daher ist vorstellbar, dass in Bezug auf den rpoS mRNA
Abbau, eine ineffiziente Translationsinitiation moglicherweise durch den Schutz vor dem
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RNase E-abh&ngigen Abbau mittels wiederholt pausierender Ribosomen an den raren Codons,
kompensiert wird. Mechanistisch allerdings scheint die von den raren Codons-abhangige
héhere rpoS mRNA Stabilitat nicht von der Translationsinitiations-Kontrolle abhangig zu
sein, da der stabilisierende Effekt der raren Codons in rpoS auch im Plasmid-Kontext ohne die
chromosomale native 5" -UTR zu beobachten ist (vergleiche Abb. 4.3 und 4.5).

Pedersen et al., (2011) haben in jungster Zeit modelliert, dass vor allem die
Ribosomendichte in der frihen kodierenden Region einer mMRNA zwischen den Codons 20
und 45 von besonderer Bedeutung fiir deren Stabilitat ist. Sie kommen zu dem Schluss, dass
langsam translatierte Codons (also seltenere) vor dem 20. Codon zu einer Destabilisierung
einer mMRNA flhren, da distale Regionen eines Transkripts in diesem Falle weniger stark von
Ribosomen besetzt sind. Sind seltenere und somit langsamer translatierte Codons hingegen
nach dem 45. Codon einer mRNA lokalisiert, so korreliert dies positiv mit der Halbwertszeit
einer MRNA, da Ribosomen stromaufwirts dieses Codons einen ,,Rickstau‘ bilden, der eine
protektive Barriere gegen den endonukleolytischen Abbau darstellt. Diese in silico Studien
sind ebenfalls konsistent mit den Ergebnissen dieser Arbeit, da der Bereich, welcher die raren
Codons in rpoS umfasst, die durch homologe abundantere synonyme Codons in rpoD
reprasentiert werden, ab dem 47. Codon beginnt (ab S47, siehe Abb. 4.1 und Tab. 4.1). Im
Allgemeinen ist es schwierig, RNase E-Erkennungs- und Hydrolysestellen innerhalb eines
Transkripts vorherzusagen, da solche Positionen innerhalb einer mRNA einer AU-reichen
einzelstrangigen nur schwachen Konsensussequenz folgen (Carrier und Keasling, 1997).
Dennoch l&sst eine genauere Inspektion der rpoS Sequenz eine interessante Hypothese zu.
Vor allem in einem Fenster zwischen den Codons V24 und K28 der frithen kodierenden rpoS
Sequenz ist eine AU-reiche Sequenz aus Clustern von Thyminen und Adeninen lokalisiert, die
eine potenzielle RNase E Erkennungs- und Spaltungsstelle darstellen kénnte. Dies wirde gut
in das oben beschriebene Modell passen, dass die ab dem Codon S47 lokalisierten raren
Codons in rpoS fir eine hohere Ribosomendichte in der frihen kodierenden Region sorgen,
und so eine potenzielle RNase E-sensitive Position abschirmen. Weiterhin ist anzumerken,
dass die beiden beschriebenen Modelle (i) RNase E-protektive Ribosomenbarriere in der
frihen kodierenden rpoS Sequenz durch rare Codons, oder (ii) Abschirmung von RNase E-
sensitiven Positionen durch seltenere Codons entlang der gesamten rpoS Sequenz (Abb. 5.1),
sich keinesfalls gegenseitig ausschlielRen.

Auf den ersten Blick scheinen all diese Beobachtungen im Widerspruch zu den
experimentellen Befunden von beispielsweise Deana et al., (1996) zu stehen. In deren Arbeit
wurde die Beobachtung gemacht, dass der Austausch von hdufigeren schneller translatierten
Codons im ompA Gen durch seltenere langsamer translatierte mit einem beschleunigtem
Abbau der ompA mRNA einhergeht (Deana et al., 1996). Entsprechend konnte im Falle der
bla mRNA demonstriert werden, dass die Substitution von natirlich auftretenden raren
Codons durch abundantere mit einer Stabilisierung der bla mRNA verbunden ist (Deana et
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al., 1996). Im Unterschied zu den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten haben Deana
et al., (1996) den Einfluss der Codon-Usage auf die mRNA Stabilitat aber nur in einem
lokalen engbegrenzten Bereich, im Falle von ompA von Codon 183-190, in der bla mRNA im
Bereich der Codons 104-138 untersucht (Deana et al., 1996). Die Ergebnisse andere (siehe
weiter oben) und dieser Arbeit zeigen aber, dass die Codon-Usage bzw. die
Translationselongationsgeschwindigkeit entlang einer gesamten mRNA einen signifikanten
Einfluss auf die Stabilitat von Transkripten ausubt.

5.1.3 Der positive Effekt der raren Codons in rpoS auf dessen
Expression ist robust und unabhangig von Temperatur,
Wachstumsbedingungen und anderen
Regulationsmechanismen

Der positive Effekt der raren Codons auf die Stabilitat der rpoS mRNA ist robust und auch
unter verschiedenen Temperaturen, Wachstumsbedingungen, sowie in verschiedenen
Stammhintergriinden sichtbar. Unter Verwendung des induzierbaren rpoS Expressionssystems
(Plasmid-kodiertes, IPTG-induzierbares Wildtyp rpoS und rpoS Codonmutante im RpoS-
defizienten W3110 Hintergrund, siehe Abb. 4.2) wurden sowohl das rpoS Wildtypkonstrukt
mit den raren Codons, als auch die rpoS Codonmutante mit den haufigeren Codons beim
Eintritt in die stationdre Wachstumsphase bei verschiedenen Temperaturen von 24°C und
16°C (nicht gezeigte Daten), sowie unter Hitzeschock bei 43°C (Abb. 4.4 B) induziert. Wie
bereits fur 37°C beschrieben, war die Halbwertszeit der mRNA der rpoS Codonmutante
gegeniber jener des rpoS Wildtyps, sowohl bei niedrigeren Temperaturen von 24°C und
16°C, als auch unter Hitzeschockbedingungen bei 43°C etwa um den Faktor 2 erniedrigt
(Tabelle 4.2). Moglich wére auch die Beobachtung gewesen, dass sich die Halbwertszeiten
von rpoS Wildtyp mRNA und jener der Codonmutante vor allem bei niedrigeren
Temperaturen aneinander anndhern. Dies ware insbesondere der Fall unter der Annahme, dass
eine Erniedrigung der Temperatur global die Translokation der translatierenden Ribosomen
entlang von mRNAs verlangsamt, wodurch der destabilisierende Effekt der abundanteren
Codons in der rpoS Codonmutante gewissermalRen kompensiert wird. Die Ergebnisse dieser
Arbeit demonstrieren jedoch, dass dies offensichtlich nicht der Fall ist. Scheinbar (und
erwartungsgemaf) ist auch die Translationsinitiation unter den niedrigeren Temperaturen
global erniedrigt, was eine globale Stabilisierung durch die langsamere Translokalisation der
translatierende Ribosomen kompensiert.

Daruber hinaus demonstrieren die Ergebnisse dieser Arbeit auch, dass eine
Temperaturerniedrigung, vor allem von 37°C auf 16°C, per se einen 2-3-fachen
stabilisierenden Einfluss auf die rpoS mRNA ausubt. Dies ist konsistent mit Beobachtungen
einer anderen Studie, die einen &hnlichen Effekt von niedrigeren Temperaturen auf die
Stabilitdt des rpoS Transkripts beobachtete (Madhugiri et al., 2010). Dies ist im Allgemeinen
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auch so zu erwarten, da niedrigere Temperaturen im Allgemeinen mit einer héheren Stabilitét
von RNAs, aufgrund der niedrigeren Aktivitit von RNasen und der hoheren
thermodynamischen Stabilitdt von RNA-Sekundarstrukturen, einhergehen (Goldenberg et al.,
1996; Jager et al., 2004). Auch bei hoheren Hitzeschocktemperaturen konnten in den Arbeiten
von Madhugiri et al., (2010) und McCullen et al., (2010) eine deutliche etwa 2-3-fache
Stabilisierung des rpoS Transkripts nachgewiesen werden, wahrend die Ergebnisse dieser
Arbeit eine nur sehr moderate Stabilisierung des rpoS Transkripts zeigen (etwa 1.3-fache
Stabilisierung). Grund dafur kdnnte sein, dass in dem in dieser Arbeit verwendeten System
die rpoS 5°-UTR, die eine translationsinhibitorische Sekundarstruktur ausbildet, abwesend ist
und die rpoS mRNA dadurch vor allem bei héheren Temperaturen (héhere Aktivitat von
RNasen) zugénglicher fur den ribonukleolytischen Abbau wird. Dies impliziert, dass die rpoS
5-UTR bei hoheren Temperaturen einen stabilisierenden Effekt auf die rpoS mRNA austibt.

Desweiteren lasst sich feststellen, dass der positive Effekt der raren Codons auf die
Stabilitat der rpoS mRNA des Wildtyps in verschiedenen Stammhintergriinden reproduzierbar
ist. Die in Abbildung 4.4 A und B verwendeten Stammhintergriinde (RNase Il1l1-Mutante rnc’,
RNase E-Wildtypstamm rne®) sind alle Derivate des E. coli K12 Stammes MG1655 und
zeigen alle, wie zuvor fir den W3110 Stamm beobachtet (Abb. 4.3 und 4.5), einen
beschleunigten Abbau des Transkripts der rpoS Codonmutante gegeniber der rpoS mRNA
des Wildtyps.

Weiterhin zeigt auch ein Vergleich des rpoS mRNA Abbaus (Wildtyp versus
Codonmutante) im Plasmid-basierten Kontext (Abb. 4.3) mit jenem im chromosomalen
Kontext (Anwesenheit der rpoS 5°-UTR) (Abb. 4.5), dass der stabilisierende Effekt der raren
Codons auf das rpoS Transkript unabhéngig von anderen Regulationsmechanismen, wie
Transkription und Translationsinitiation, zu sein scheint. Wie im Falle der Vektor-basierten
Expression (Abb. 4.3) ist eine Destabilisierung der rpoS mRNA durch das Einfuhren der
haufigeren Codons ebenfalls im chromosomalen Kontext zu beobachten (Abb. 4.5), in
welchem die physiologische Regulation der rpoS Transkription und Translationsinitiation
stattfindet. Zudem ist der positive Effekt der raren Codons auf die rpoS Expression
unabhéngig von der Zusammensetzung des Wachstumsmediums, da dieser sowohl in
komplexem LB- als auch in Minimalmedium reproduzierbar ist (vgl. Abb. 4.5 A und B).

5.1.4 Auch die Gene anderer co-evolvierter Wachstumsphasen-
abhangig exprimierter Isoenzyme zeigen auffallige
Unterschiede in ihrer Codon-Usage

RposS ist der primare Sigmafaktor flr die Genexpression in der stationdren Wachstumsphase,
die im Allgemeinen durch limitierende energetische Ressourcen gekennzeichnet ist. VVon
daher ist es sinnvoll, dass unter diesen limitierenden Bedingungen exprimierte Gene wie rpoS
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durch die Ausstattung mit raren Codons ihre mRNAs verstarkt mit Ribosomen beladen, um
einem undkonomischen RNase E-abhangigen Abbau ihrer Transkripte entgegenzuwirken. Die
Analyse der Codon-Usage in anderen Wachstumsphasen-abhangig induzierten homologen
Isoenzympaaren als RpoS und RpoD impliziert, dass dieses Prinzip mdglicherweise eine
allgemeine Gultigkeit aufweist. Ein Beispiel von Wachstumsphasen-abhéngigen homologen
Isoenzympaaren liefern sowohl die Transaldolase (TalA/TalB), als auch die Transketolase
(TktA/TktB), die beide im Pentosephosphatweg agieren (Sprenger, 1995). Die talA und tktB
Gene bilden ein gemeinsames Operon unter Es>-Kontrolle, dass beim Eintritt in die stationare
Phase aktiviert wird, wéhrend talB und tktA monocistronische Gene darstellen, die in schnell
wachsenden exponentielle Phase-Zellen exprimiert werden (Weber et al., 2005 und nicht
gezeigte Daten). Ein Vergleich der Codon-Usage in den sehr &hnlichen Genen (64.2 %
Aminosdureidentitat fir TalA/TalB und 74.6 % Aminoséureidentitat fur TktA und TktB)
offenbart Erstaunliches. Das Stationdrphasen-exprimierte talA Gen enthalt etwa funfmal
soviele rare Codons (32.6 % rare Codons) wie das exponentielle Phasen-induzierte talB Gen
(6.3 % rare Codons) (Abb. 4.10 A, siehe 4.3). Hierbei werden 38 verschiedene homologe
Positionen in den Sequenzen beider Isoenzyme (12 % aller Codons) in talA durch seltenere, in
talB hingegen durch synonyme haufigere Codons reprasentiert (Abb.4.10 A). Ahnlich ist die
Situation beim tktA/tktB Genpaar. Wéhrend das stationdare Phasen-exprimierte tktB zu 28.3 %
rare Codons aufweist, enthalt das exponentielle Phasen-Komplement tktA lediglich zu 9.3 %
rare Codons (Abb. 4.10 B, siehe 4.3). 123 synonyme Codons (18.5 % aller Codons) sind
selten in tktB und haufig in tktA (Abb. 4.10 B). Neben den Isoenzympaaren RpoS/RpoD,
TalA/talB und TktA/TktB zeigen auch andere Wachstumsphasen-assoziierte Gene
bemerkenswerte Unterschiede in ihrer Codon-Usage. So enthalten beispielsweise die
stationdre Phasen-assoziierten Gene osmY und csgB ebenfalls einen hohen Anteil an
selteneren Codons (21.3 % bzw. 40.1 %) (siehe 4.3), wéhrend typische Gene der
exponentiellen Phase wie rpsO und rpsB, die fir ribosomale Proteine kodieren, einen weitaus
geringeren Anteil an raren Codons aufweisen (11.1 % bzw. 6.6 %) (siehe 4.3). Das rpoA Gen,
das fiir die a-Untereinheit der RNAP kodiert, hingegen weist mit 20.3 % einen deutlich
hoheren Anteil an raren Codons auf als andere exponentielle Phasen Gene (siehe 4.3),
maoglicherweise, weil rpoA (also die RNAP) auch in der stationdre Phase unter energetisch
limitierenden Bedingungen ben6tigt wird. Diese bemerkenswerten Unterschiede in der
Codon-Usage in exponentielle und stationdre Wachstumsphasen-exprimierten Isoenzymen
und anderen Genen deuten auf einen unmittelbaren Zusammenhang zwischen der Codon-
Usage und der Physiologie der bakteriellen Genexpression hin.
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5.1.5 Co-translationale Proteinfaltung und tRNA-Regulation
haben keinen Einfluss auf die Codon-Usage-abhangige
Regulation der rpoS Expression

Rare Codons innerhalb einer mMRNA kodnnen durch die Pausierungen der translatierenden
Ribosomen lokale Minima in der Translationsgeschwindigkeit hervorrufen, die fur die co-
translationale Faltung von Proteinen in ihre korrekte native Konformation relevant sein
konnen (Komar, 2009; Marin, 2008; Tsai et al., 2008; Zhang et al., 2009; Zhang und Ignatova
2011) (siehe 2.4). Von daher war es denkbar, dass die Substitution der raren Codons durch die
haufigeren Codons in der rpoS Codonmutante zu einer Eliminierung der fur die co-
translationale Faltung wichtigen Pausierungen der Ribosomen fiihrt. Daraus resultierendes
unvollstindig oder fehlgefaltetes o°-Protein kénnte nachfolgend von der Maschinerie des
Protein-Qualitatskontrollsystem, also Proteasen wie Lon und ClpXP, schneller erkannt und
degradiert werden (Schmidt et al., 2009; Van Melderen und Aertsen, 2009). Da RpoS der
naturlichen regulierten Proteolyse durch die ClpXP-Protease und dem Erkennungsfaktor RssB
unterliegt (siehe 2.3.2.4), stellte sich also die Frage, ob der RpoS-Abbau im Falle der
Codonmutante beschleunigt wird. Wie Abbildungen 4.6 und 4.7 zeigen, scheint dies nicht der
Fall zu sein. So weisen rpoS Wildtyp und Codonmutante keine signifikanten Unterschiede im
Abbau des o°-Proteins auf (Abb. 4.6). Konsistent damit ist auch die Beobachtung, dass die
akkumulierten c°>-Mengen der Codonmutante gegeniiber dem Wildtyp in verschiedenen
Protease-defizienten Hintergriinden (clpP-oder lon-Mutante) oder in einer rssB-Mutante um
den Faktor 1.5-bis 2-fach reduziert bleiben (Abb. 4.7). Die Daten sprechen also dafiir, dass
o°-Faltung und Proteolyse keinen Einfluss auf den beobachteten positiven Effekt der raren
Codons im rpoS Wildtyp auf dessen Expression haben.

Dong et al., (1996) und andere (siehe 4.2) haben berichtet, dass einige der raren
tRNAsS, die rare Codons dekodieren in E. coli einer Wachstumsraten-abhéngigen Regulation
unterliegen, wobei einige tRNAs, die seltenere Codons spezifizieren invers mit steigender
Wachstumsrate herunterreguliert werden. Insbesondere auch solche tRNA-Spezies, die in
rpoS rare Codons dekodieren (Tab. 4.1 und 4.3). Von daher stellte sich die Frage, ob solche
tRNAs auch einer Wachstumsphasen-abhdngigen Regulation unterliegen und in der
stationdren Wachstumsphase (niedrigere Wachstumsraten) verstarkt exprimiert werden.
Dadurch konnte die Expression von stationdre-Phasen Genen wie rpoS, in denen vermehrt
rare Codons von solchen tRNA-Spezies dekodiert werden, positiv reguliert werden. Wie aus
Abbildung 4.9 hervorgeht, ist dies offensichtlich nicht der Fall. Sowohl die Promotoren der
selteneren tRNAs, als auch jene der abundanteren zeigen ein sehr &hnliches Expressionsprofil.
Das Expressionsmaximum wird bei allen tRNA-Promotor-LacZ-Fusionen beim Ubergang
bzw. Eintritt in die stationdre Wachstumsphase erreicht (Abb. 4.9). Sollte die von Dong et al.,
(1996) und anderen beschriebene inverse Wachstumsraten-Regulation der raren tRNAS
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wirklich existieren, so muss diese also auf posttranskriptionaler Ebene realisiert werden und
Prozessierungsereignisse und/oder Mechanismen der Transkriptionselongation beinhalten.
Weiterhin zeigen die Expressionsprofile, dass die Aktivitat der tRNA-Promotoren in einem
RpoS-defizienten Hintergrund in dem meisten Fallen hochreguliert wird (Abb. 4.9 A, B, D, E
und F). Dabei handelt es sich offenbar um einen indirekten Effekt, da in einer rpoS Mutante
durch die Abwesenheit von ¢° die Sigmafaktorkompetition zugunsten der vegetativen Ec' -
RNAP beeinflusst wird und die tRNA-Operons von der vegetativen RNAP transkribiert
werden. Einige tRNA-lacZ-Fusionen (Abb. 4.9 C und G) zeigen in einer rpoS Mutante eine
nahezu unveranderte Aktivitat. Moglicherweise handelt es sich dabei um hochaffine Ec'’-
tRNA-Promotoren, die bereits bei niedrigeren Ec'°-Konzentrationen mit Polymerase gesttigt
sind und daher den indirekten Effekt beztiglich der Sigmafaktorkompetition nicht zeigen.

5.2 Identifikation von sRNAs, die an der Osmo- und
Saurestress-Induktion von RpoS beteiligt sind

Ein weiteres wichtiges Ziel dieser Arbeit war es, kleine nichtkodierende regulatorische RNAs
(sRNAs) zu identifizieren, die an der bekannten Induktion von o> unter hyperosmotischem
Stress und Séurestress beteiligt sind (siehe 2.3.2.3). Vornehmlich sollten dabei vor allem
solche sRNAs identifiziert werden, die bei der translationalen Aktivierung von rpoS unter
solchen Stressbedingungen eine Rolle spielen (siehe 2.2.2.2). Es waren bisher drei SRNAS
beschrieben worden, welche die rpoS Translation durch Aufschmelzen der inhibitorischen
Sekundarstruktur in der rpoS 5 -UTR aktivieren: DsrA, RprA und ArcZ (siehe 2.2.2.2). Zu
Beginn dieser Arbeit wurde im Falle der SRNA DsrA die Ansicht vertreten, dass diese SRNA
die rpoS Translation unter niedrigen Temperaturen stimuliert (Sledjeski et al., 1996) und nicht
an der bekannten Osmoinduktion von RpoS beteiligt ist. Zudem konnte zuvor gezeigt werden,
dass RprA nur teilweise, bei gleichzeitiger Abwesenheit von DsrA, zur hyperosmotischen
Induktion von o° beitragt (Majdalani et al., 2001). Auch eine Beteiligung der SRNA ArcZ an
der translationalen Aktivierung von rpoS unter den Stressbedingungen wurde bisher nicht
untersucht. Es war lediglich bekannt, dass ArcZ unter der Kontrolle des ArcB/ArcA-
Zweikomponenten-System steht und seine Expression unter anaeroben Bedingungen vom
letzteren reprimiert wird (Mandin und Gottesman, 2010). Um neue, oder bekannte SRNAs zu
identifizieren, die an der Induktion von RpoS unter Stressbedingungen (hyperosmotischer
Stress und Sé&urestress) beteiligt sind, wurden unter hyperosmotischem Stress Hfg-assoziierte
SRNAs mittels 454 Pyrosequenzierung identifiziert (siehe 4.4).
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5.2.1 Identifikation von hyperosmotisch und in einer hns
Mutante induzierten sRNAs

Wie aus Tabelle 4.7 hervorgeht, konnten durch die Pyrosequenzierungsanalyse eine Reihe
von SRNAs identifiziert werden, die unter hyperosmotischen Stress verstarkt exprimiert
werden, darunter die bekannten RpoS positiv regulierenden sSRNAs RprA und DsrA (wenn
letztere auch nur moderat induziert wird), OmrA, OmrB, RyeB, SgrS, RydB, GImZ und die
6S RNA. Die hyperosmotische Induktion dieser SRNAs konnte in den Northernblot-Analysen
(Abb. 4.15 und Abb. 4.23) im Wesentlichen verifiziert werden. Nur die hyperosmotische
Induktion der SRNAs RyeB und GImZ fiel in den Northernblot-Analysen deutlich schwécher
aus, als es die entsprechenden Pyrosequenzierungsdaten erwarten lieBen, wéhrend die 6S
RNA gar keine Osmo-Induktion im Northernblot zeigte (vgl. Tab. 4.6 und Abb. 4.15). Dass
Daten aus Pyrosequenzierungsanalysen nicht immer mit Northernblot-Daten Gbereinstimmen,
zeigt auch die Arbeit von Sittka et al., (2008). Hier zeigte sich, dass die Anreicherung von
einigen sSRNAs aus einer Hfg-colP-Bibliothek in Northernblot-Analysen zum Teil nicht
verifiziert werden konnte. Auch die Hfg-unabhéngige 6S RNA (Wassarman et al., 2001) zeigt
laut den Pyrosequenzierungsdaten eine verstarkte Akkumulation unter hyperosmotischen
Stress, was laut den Northernblot-Daten allerdings nicht der Fall ist. Die 6S RNA ist eine sehr
abundante sSRNA und von daher offenbar auch in den Fraktionen aus Hfg-co-
immunopréazipitierten RNAs anwesend. Denkbar ist daher, dass einige 6S RNAs in der co-1P-
Bibliothek aus der ungestressten Kontroll-Kultur verloren gingen und dadurch in dieser
unterreprasentiert waren, wodurch die Pyrosequenzierungsanalyse eine vermeintliche
hyperosmotische 6S RNA-Induktion aufzeigte. Interessanterweise wird die rpoS Translations-
aktivierende SRNA ArcZ unter hyperosmotischen Stress herunterreguliert, wie sowohl die
Pyrosequenzierungs- als auch die Northernblot-Daten demonstrieren (Tab. 4.6 und Abb.
4.15), also unter Bedingungen, in denen RpoS verstarkt exprimiert wird (Lange et al., 1993;
Muffler et al., 1996b). Dies impliziert, dass diese SRNA nicht an der hyperosmotischen o°-
Induktion beteiligt ist.

Weiterhin zeigen die Daten, dass OmrB unter hyperosmotischem Stress starker
akkumuliert als OmrA (Tab. 4.6 und Abb. 4.15). Dieser Befund ist konsistent mit Ergebnissen
von Guillier und Gottesman (2006) die auch gezeigt haben, dass die OmrB-Mengen unter
hyperosmotischem Stress hoher sind als jene von OmrA. OmrA und OmrB werden von zwei
einander unmittelbar benachbarten Genen kodiert und stehen unter der Kontrolle des
EnvZ/OmpR-Zweikomponentensystem.  Dementsprechend  werden sie unter den
hyperosmotischen Bedingungen induziert (Guillier und Gottesman, 2006). Dabei reprimieren
sie eine Reihe von Ziel-mRNAs, die neben dem eigenen Aktivator OmpR und der Protease
OmpT (Guillier und Gottesman, 2008) fur Porine in der AuRenmembran fur den Durchtritt
von Eisen-Siderophor-Komplexen kodieren (CirA, FecA, FepA) (Guillier und Gottesman,
2006) (siehe 2.2.2.3). Auch die SRNA MicA, die eine (wenn auch moderate) hyperosmotische
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Induktion zeigt (Tab. 4.6 und Abb. 4.15), reprimiert die ompA und ompX mMRNAs, die fir
Porine kodieren (Gottesman und Storz, 2010). Bis dato war bekannt, dass MicA in der
stationdren Wachstumsphase und als Teil des RpoE-Regulons unter periplasmatischem Stress
akkumuliert und seine Expression entsprechend von der Eo"-Polymerase kontrolliert wird
(Storz und Gottesman, 2011). Dong und Schellhorn (2009) haben gezeigt, dass die o--
Akkumulation in Minimalmedium vor allem in der exponentiellen Phase von RpoS positiv
reguliert wird. Auch die Osmostressexperimente in Tab. 4.6 und Abb. 4.15 wurden in
Minimalmedium durchgefuhrt. Denkbar ist daher, dass die moderate hyperosmotische
Induktion von MicA in Ect-abhangiger Weise indirekt tiber die verstarkte hyperosmotische
RpoS-Induktion positiv reguliert wird. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen also mit dem
hyperosmotischen Stress eine neue Situation auf, unter der MicA leicht verstarkt akkumuliert.
Die Repression von bestimmten Porinen unter hyperosmotischem Stress kann durchaus einen
physiologischen Nutzen bringen. So ist z.B. bekannt, dass hohe Osmolaritét innerhalb des
Wirtes von E. coli Zellen im Intestinaltrakt vorherrscht und dort mit dem Auftreten von
Gallensalzen korreliert. Da diese toxisch sind, werden viele Porine reduziert exprimiert und
mit OmpC ein Porin synthetisiert, dessen Pore zu klein ist, um den Durchtritt von
Gallensalzen zu ermdéglichen (Guillier et al., 2006).

Weiterhin konnte mit dieser Arbeit erstmalig eine hyperosmotische Induktion der o°-
aktivierenden sRNAs RprA und DsrA direkt nachgewiesen werden (Tab. 4.6 und Abb. 4.15
und 4.23). Auch wenn eine mogliche Funktion von RprA, bei Abwesenheit von DsrA, bei der
Osmo-Induktion einer translationalen rpoS::lacZ-Fusion aufgezeigt wurde (Majdalani et al.,
2001), ist das Expressionsprofil von RprA unter plétzlichem hyperosmotischem Stress nie
direkt untersucht wurden. Es war bis dato nur bekannt, dass die Expression von RprA unter
der Kontrolle des Zelloberflachenstress-wahrnehmenden RcsC/D/B-Phosphorelay-Systems
steht (Majdalani et al., 2002) und in der stationdren Phase akkumuliert (Wassarman et al.,
2001) (siehe 2.2.2.2). Madhugiri et al. (2010) haben lediglich gezeigt, dass RprA nur unter
moderaten Osmostressbedingungen bei niedrigen ansteigenden Sucrose-Konzentrationen in
LB-Medium stabilisiert wird, haben aber nicht die hyperosmotische Induktion von RprA per
se untersucht. In Ubereinstimmung mit der Kontrolle der RprA-Expression durch das
Zelloberflachenstress-wahrnehmenden RcsC/D/B-Phosphorelay-Systems (Majdalani et al.,
2002) wird letzteres auch durch gesteigerte Osmolaritéat aktiviert (Sledjeski und Gottesman,
1996; Francez-Charlot et al., 2005).

Majdalani et al. (2001) haben die Auswirkungen von hyperosmotischem Stress auf die
Aktivitat einer transkriptionalen dsrA::lacZ-Fusion studiert und fanden heraus, dass ein
osmotischer Schock keinen Einfluss auf die dsrA Promotoraktivitéat hat. Sie kamen daher zum
Schluss, dass DsrA unter diesen Bedingungen nicht induziert wird. Die Ergebnisse dieser
Arbeiten ergeben ein anderes Bild. Sie zeigen, dass DsrA unter hyperosmotischem Stress, je
nach Experiment, etwa 2-4-fach induziert wird (Abb. 4.23). Die Stimulation der DsrA-
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Transkription unter niedrigen Temperaturen ist bereits beschrieben (Sledjeski et al., 1996).
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen mit der positiven DsrA-Regulation unter
hyperosmotischen Stress einen neuen Aspekt der Stress-abhdngigen DsrA-Induktion auf. Die
verstarkte Akkumulation von DsrA bei niedrigen Temperaturen ist eine Kombination aus
gesteigerter Transkriptionsinitiation am dsrA Promotor und einer Stabilisierung der SRNA
(Repoila und Gottesman, 2001). Ob die verstarkte Akkumulation von DsrA unter Osmostress
ebenfalls auf eine Stabilisierung der sRNA zuriickzufihren ist, muss in zukinftigen
Experimenten geklart werden. Dies scheint jedoch wahrscheinlich zu sein, da eine
transkriptionale dsrA::lacZ-Fusion unter der Kontrolle des nativen Promotors keine
gesteigerte Reportergenaktivitat aufweiset (Majdalani et al., 2001; siehe oben).

Die Akkumulation der noch wenig erforschten SRNA RyeB ist offenbar auch Osmo-
induziert (Tab. 4.6 und Abb. 4.15 D). Weiterhin wird mdglicherweise die inaktivierende
Prozessierung der SRNA GImZ (siehe 2.2.2.2) unter hyperosmotischem Stress inhibiert, da die
NaCl-Zugabe mit einer verstarkten Akkumulation von Vollangen-GImZ und einer Abnahme
von trunkiertem GImZ einhergeht (Abb. 4.15 F). Die Regulation und physiologische Funktion
der sSRNAs RyeB und GImZ unter den Osmostressbedingungen muss in zukinftigen
Experimenten untersucht werden.

Einige der der hyperosmotisch induzierten SRNAs, werden auch in einer hns Mutante
hochreguliert (OmrA, OmrB, SgrS, 6S, RyeB und MicA; Abb. 4.16), was sie zu besonders
interessanten potenziellen rpoS Translations-aktivierenden Kandidaten macht. Denn es ist
bekannt, dass die rpoS Translation in einer hns Mutante hochreguliert wird (siehe 2.3.2.3).
Wie kommt es zu der verstarkten Akkumulation dieser SRNAs in einer hns Mutante? Es ist
zunachst festzuhalten, dass H-NS ein globaler Transkriptionsrepressor ist und eine hns
Mutante pleiotrope Effekte zeigt (Dorman, 2004). Etwa 5 % aller Gene stehen unter direkter
oder indirekt negativer transkriptionaler Kontrolle durch H-NS (Hommais et al., 2001). Daher
ist es denkbar, dass einige der SRNAs in der hns Mutante direkt oder indirekt dereprimiert
werden. So ist fiir die 6S RNA bereits beschrieben worden, dass deren Transkription in H-NS-
defizienten Zellen offenbar direkt dereprimiert wird, vor allem in der stationdren Phase und
moderater in der exponentiellen Phase (Neusser et al., 2008). Letztere Beobachtungen sind
auch konsistent mit den Daten dieser Arbeit, die eine moderate Derepression der 6S RNA in
der exponentiellen Wachstumsphase demonstrieren (Abb. 4.16). Fir OmrA und OmrB kommt
neben einer direkten Derepression der Transkription auch eine indirekte Regulation in Frage,
zumal Guillier und Gottesman (2005) angedeutet haben, dass die Expression dieser SRNAs
zumindest zum Teil von Ec® abhangig ist und RpoS in einer hns Mutante hochreguliert wird
(Barth et al., 1995; Yamashino et al., 1995) (siehe 2.3.2.3). Ob die verstarkte Akkumulation
der sSRNAs RyeB und MicA in der hns Mutante (Abb. 4.16) direkter oder indirekter Natur ist
und z.B. iiber Ec® reguliert wird, miissen zukiinftige Untersuchungen klaren. Desweiteren ist
auffallig, dass die in der hns Mutante verstarkt akkumulierten SRNAs auch unter
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hyperosmotischem Stress induziert werden (vgl. Tab. 4.6, Abb. 4.15 und 4.16). Dies ist
insofern nicht verwunderlich, als dass H-NS als ein Transkriptionsrepressor von Osmostress-
assoziierten Genen bekannt ist (Barth et al., 1996; Hommais et al., 2001). In vitro und in vivo
Studien haben gezeigt, dass die Zugabe von Osmolyten wie NaCl DNA-Krimmungen
reduzieren oder aufheben kann und dadurch die Interaktion von H-NS mit DNA inhibiert wird
(Dorman, 2004). Von daher ist nicht auszuschlieen, dass die Induktion der SRNAs unter
hyperosmotischen Stress (Abb. 4.15) durch eine Depression der Transkription durch
Inhibierung der H-NS-Promotor-DNA Interaktion unter den Hochsalzbedingungen zustande
kommt. Auflerdem konnte ein Osmo-aktivierter Transkriptionsfaktor, wie z.B. OmpR im
Falle von OmrA und OmrB, H-NS antagonisieren.

5.2.2 Regulation einer translationalen rpoS::gfp-Fusion durch
die sSRNA-Kandidaten

Um potenzielle neue sRNAs zu identifizieren, welche die rpoS Translation stimulieren,
wurden die aus den Pyrosequenzierungsdaten und Northernblot-Analysen unter
hyperosmotischem Stress (Tab. 4.6 und Abb. 4.15) bzw. in einer hns Mutante (Abb. 4.16)
induzierten SRNA-Kandidaten auf ihre Fahigkeit hin untersucht, eine translationale rpoS::gfp-
Fusion zu aktivieren (Abb. 4.18). Vorangegangene Arbeiten haben gezeigt, dass die
Uberexpression der sSRNA MicA keinen signifikanten Einfluss auf die Expression einer
translationalen rpoS::gfp-Fusion hat, wahrend die bekannten rpoS aktivierenden SRNAs RprA
und DsrA die Expression der letzteren stimulieren (Urban und Vogel, 2007). Wie die Daten in
Abbildung 4.18 demonstrieren, hat lediglich die Uberexpression der SRNAs OmrA, OmrB,
neben der bekannten rpoS Translations-aktivierenden SRNA ArcZ als Positivkontrolle, eine
moderate stimulierende Wirkung auf die Expression der translationalen rpoS::gfp-Fusion. So
fiihrt die Uberexpression dieser beiden sRNAs zu einer 1.5-1.8-fachen Aktivierung der Fusion
(Abb. 4.18), sowie zu einer verstarkten Akkumulation von endogenem o°. Dies stimmt mit
den Ergebnissen vorangegangener Untersuchungen ein, die eine 1.5- 2-fache Aktivierung
einer translationalen rpoS::lacZ-Fusion durch die Uberexpression von OmrA und OmrB
ergaben (Mandin und Gottesman, 2010; Wassarman et al., 2001). Die Uberexpression der
SRNAs SgrS fihrt zu einer sehr moderaten 1.3-1.5-fachen Aktivierung der rpoS::gfp-Fusion
(Abb. 4.18), was ebenfalls mit den Daten von Urban und Vogel (2007), die die gleiche
rpoS::gfp-Fusion verwendeten, Gbereinstimmt. In einer &hnlichen GroélRenordnung bewegt sich
auch die SgrS-abhéngige Aktivierung einer translationalen rpoS::lacZ-Fusion (Mandin und
Gottesman, 2010). Auch die Uberexpression der SRNA GImZ hat nur eine moderate 1.5-fach
gesteigerte Akkumulation des RpoS::GFP-Reporterhybridproteins zur Folge (Abb. 4.18). Die
Daten dieser Arbeit zeigen also, dass die sRNA-Kandidaten einen nur sehr moderaten
positiven Einfluss auf die Aktivierung der rpoS:.gfp-Fusion haben, was es nicht
wahrscheinlich erscheinen lasst, dass sie einen signifikanten positiven Einfluss auf die rpoS
Regulation ausiiben. Im Vergleich dazu fiihrt die Uberexpression der bekannten rpoS
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Translations-aktivierenden sRNAs RprA und DsrA in dem hier verwendeten GFP-
Reportergen-System zu einer 3-fachen (RprA) bzw. 7-fachen (DsrA) Aktivierung der
rpoS::gfp-Fusion (Urban und Vogel, 2007). Ob die in dieser Arbeit beobachtete schwache
positive Regulation der rpoS::gfp-Fusion durch die sRNA-Kandidaten direkter Natur ist,
wurde nicht weiterverfolgt. In der Arbeit von Wassarman et al. (2001) wurde auch die Hfg-
assoziierte SRNA RybB als ein positiver Regulator einer translationalen rpoS::lacZ-Fusion
identifiziert. So wurde gezeigt, dass die Uberexpression von RybB zu einer etwa 2-fachen
Aktivierung der translationalen rpoS750::lacZ Fusion in Minimalmedium in der stationaren
Phase fiihrt (Wassarman et al., 2001). Dennoch ist es unwahrscheinlich, dass RybB einen
aktivierenden Einfluss auf die rpoS Translation unter hyperosmotischem Stress ausubt. Die
Pyrosequenzierungsdaten  dieser  Arbeit  ergaben, dass RybB unter den
Osmostressbedingungen nicht induziert wird (nicht gezeigte Daten). Andere Untersuchungen
haben ergeben, dass die rpoS Translation bei konstitutiver Aktivierung des Pho Regulons in
einer Hfg-abhangigen Weise aktiviert wird (Ruiz und Silhavy, 2003). Teil des Pho Regulon
sind die pst Gene, die fur Komponenten der Transportmaschinerie von anorganischem
Phosphat kodieren. Schurdell et al. (2007) konnten zeigen, dass eine RNA-Regionen
zwischen den pstA und pstB Genen die rpoS Expression stimuliert. Dies impliziert die
Existenz einer weiteren SRNA, welche die rpoS Translation unter Phosphatmangel-
Bedingungen stimuliert. Die Pyrosequenzierungsdaten dieser Arbeit legen jedoch nahe, dass
diese potenzielle SRNA bei der Aktivierung der rpoS Translation unter hyperosmotischem
Stress keine Rolle spielt, dass sie unter diesen Bedingungen nicht akkumuliert bzw.
detektierbar ist (nicht gezeigte Daten). Nicht auszuschliellen ist auch, dass diese putative
SRNA nicht an Hfg bindet und daher in der Pyrosequenzierungsanalyse nicht detektierbar
war.

5.2.3 Die Stimulierung der rpoS Translation unter
hyperosmotischem Stress und Saurestress ist von der
direkten Regulation durch die sSRNA DsrA abhangig

Um den Beitrag von OmrA und OmrB, sowie den bekannten rpoS Translations-
stimulierenden SRNAs RprA, DsrA und ArcZ auf die RpoS-Regulation unter physiologischen
Stressbedingungen zu untersuchen, wurden in diesen flinf SRNA-Genen knock-out Mutanten
generiert. Die Akkumulation und Induktion von ¢° und rpoS mRNA unter hyperosmotischem
Stress und S&urestress wurden dann in den verschiedenen sRNA-defizienten Hintergrinden
studiert (Abb. 4.19 und 4.20).

5.2.3.1 Die hyperosmotische DsrA-abhangige RpoS-Induktion

Wie aus Abbildung 4.19 hervorgeht, hat vor allem die Deletion von DsrA einen stark
negativen Effekt auf die hyperosmotische Akkumulation und Induktion von o°-Protein und
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rpoS mRNA. Wahrend die Deletion der anderen SRNAs (RprA, OmrA, OmrB, ArcZ) immer
noch zu einer deutlichen hyperosmotischen o°-Induktion filhren, die mit jener des Wildtyp-
Hintergrunds vergleichbar ist (3.5-5-fache Induktion), ist die hyperosmotische o°-Induktion
vor allem in der dsrA Mutante reduziert (1.6-fache Induktion). Dies zeigt, dass die
hyperosmotische o°-Induktion von DsrA abhangig ist. Dieses Ergebnis unterscheidet sich von
zuvor publizierten Daten, die zeigen, dass das Ausmal} der hyperosmotischen Induktion einer
translationalen rpoS::lacZ-Fusion von der An-oder Abwesenheit von DsrA unbeeinflusst
bleibt und in einer dsrA Mutante von der SRNA RprA abhéngig ist (Majdalani et al., 2001).
Anders als in dieser Arbeit, in der die Osmo-Induktion von endogenem RpoS untersucht
wurde, haben Majdalani et al. (2001) die Osmo-Induktion einer translationalen rpoS::lacZ-
Fusion studiert (rpoS750::lacZ), die zwar sowohl die transkriptionale als auch die
posttranskriptionale RpoS-Regulation (rpoS Translation und o°-Proteolyse) reflektiert, nicht
aber die Regulation der RpoS-Aktivitit, d.h. die Assoziation von o> mit dem RNAP-
Kernenzym zur Ec°-Holoenzymbildung. Es ist bekannt, dass K'-lonen, die unter
hyperosmotischen Stress in einer primdren Antwort verstarkt akkumulieren, die
Sigmafaktorkompetition zugunsten von o beeinflussen kénnen (Lee et al., 2010) (siehe
2.3.1.2). Im RNAP-Holoenzym ist > vor dem Abbau geschiitzt. Somit tragt jeder Faktor, die
die o>-Aktivitat positiv beeinflusst (wie K*-lonen unter hyperosmotischen Stress) zu dessen
Stabilisierung bei (Hengge, 2011) (siehe 2.3.2.4). Damit DsrA sein volles regulatorisches
Potenzial bei der hyperosmotischen o°-Induktion entfalten kann, bedarf es méglicherweise
also auch der positiven Regulation von der rpoS Translations-Induktion nachgeschalteten
Ebenen. Das heiBt der Inhibierung der o°-Proteolyse durch Stimulation der RpoS-Aktivitat
unter den hyperosmotischen Stressbedingungen, die von der translationalen rpoS::lacZ-Fusion
nicht reflektiert wird. Dies konnte eine Erklarung fur die Diskrepanz zwischen den
Beobachtungen dieser Arbeit und denen von Majdalani et al. (2001) sein. Auch sind die
Wachstumsbedingungen in den beiden Arbeiten verschieden. Majdalani et al. (2001) haben
die hyperosmotische rpoS::lacZ-Induktion in Minimalmedium durch Zugabe von Sucrose statt
NaCl untersucht und eine Wachstumstemperatur von 32°C statt 37°C gewahlt. Auch dies
koénnte zu den unterschiedlichen Beobachtungen beziglich der DsrA-Anhangigkeit der
hyperosmotischen RpoS-Induktion fuhren.

DsrA scheint unter den gegeben Wachstumsbedingungen (M9 Minimalmedium mit
0.4 % Glyzerin) einen weiteren positiven Effekt auf die rpoS Translation per se, unabhéngig
vom hyperosmotischen Stress, zu haben. So sind die akkumulierten ¢°-Mengen in der dsrA
Mutante generell erniedrigt, sowohl die basalen o>-Mengen in ungestressten Zellen, als auch
die akkumulierten o°>-Mengen unter den induzierenden Stressbedingungen (Abb. 4.19).
Ahnliches gilt auch fiir die anderen untersuchten sSRNAs RprA, OmrA, OmrB und ArcZ,
wenn auch in geringerem Ausmal} (Abb. 4.19). Dieser Befund ist konsistent mit den
Beobachtungen vorangegangener Arbeiten, die gezeigt haben, dass vor allem die Deletion von
dsrA mit einer erniedrigten Aktivitét einer translationalen rpoS::lacZ-Fusion in ungestressten
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Zellen bei Kultivierung in Minimalmedium verbunden ist (Majdalani et al., 2001; Mandin
und Gottesman, 2010). Dennoch hat DsrA offenbar eine spezifische Funktion bei der
hyperosmotischen o°-Induktion, die unabhéngig von der DsrA-vermittelten Translation von
rpoS in Minimalmedium zu sein scheint. So ist die Stirke der hyperosmotische o°-Induktion
in einer dsrA Mutante signifikant negativ beeintrachtigt ist (Abb. 4.19; siehe oben im Text). In
Ubereinstimmung damit kommt es unter hyperosmotischem Stress zu einer verstarkten
Akkumulation von DsrA selbst (2-4 fache Induktion, Abb. 4.23), wahrscheinlich bedingt
durch eine Stabilisierung von DsrA (siehe 5.2.1).

Die rpoS Transkriptmengen folgen im Osmostressexperiment weitgehend den o°-
Proteinmengen (Abb. 4.19). Auch hier ist vor allem die hyperosmotische Induktion der rpoS
MRNA im DsrA-defizienten Hintergrund stark reduziert (2.7 fache Induktion in der dsrA
Mutante versus 9-20 fache Induktion im Wildtyp und den Ubrigen SRNA Mutanten). Der
hyperosmotische Stress fuhrt im Wildtyp-Hintergrund zu einer etwa 2-fachen Stabilisierung
der rpoS mRNA (Abb. 4.24), wahrscheinlich sekundér durch die unter diesen Bedingungen
verstarkte Translation des rpoS Transkripts. Aktive Translation wird als ein fur eine mRNA
stabilisierender Faktor gesehen (Deana und Belasco, 2005; Dreyfus, 2009). Translationale
Effekte scheinen einen offenbar nur moderaten Einfluss auf die Stabilitat der rpoS mRNA
auszutiben. So demonstrieren auch die Untersuchungen zum Einfluss der Codon-Usage (d.h.
Translation) auf die Stabilitat der rpoS mRNA in dieser Arbeit einen etwa 2-fachen Effekt auf
dessen Stabilitat (Siehe Abb. 4.3-4.5 und Diskussion 5.1.1). Die verminderte hyperosmotische
rpoS mRNA-Induktion in der dsrA Mutante (Abb. 4.19) kann zumindest teilweise auf die
unter diesen Bedingungen ausbleibende etwa 2-fache Stabilisierung der rpoS mRNA
zurtickgefuhrt werden (Abb. 4.24). Sehr wahrscheinlich ist dies eine Folge der im DsrA-
defizienten Hintergrund verminderten rpoS Translation. Eine positive Rolle von DsrA bei der
Stabilisierung der rpoS mRNA zeigen auch andere Arbeiten (Lease und Belfort, 2000;
McCullen et al.,, 2010). Lease und Belfort (2000) haben demonstriert, dass die
Uberexpression von DsrA zu einer etwa 3-fachen Stabilisierung des rpoS Transkripts fiihrt.
Ebenso geht die Aufhebung der Basenpaarung zwischen DsrA und der rpoS mRNA durch
Einfihrung von Punktmutationen mit einer Destabilisierung des rpoS Transkripts einher.
Dabei scheint DsrA die rpoS mRNA vor dem RNase E-abhéngigen Abbau zu schiitzen
(McCullen et al., 2010).

Folgende Beobachtungen dieser Arbeit sind Indizien dafiir, dass die DsrA-vermittelte
hyperosmotische Induktion von o° auf direkter Regulation beruht. Zum einen fungiert DsrA
offenbar selbst als Osmoregulator, da es unter den hyperosmotischen Stressbedingungen
verstarkt akkumuliert (Abb. 4.23). Zum anderen ist DsrA unter hyperosmotischem Stress
maoglicherweise aktiv an der Stimulation der rpoS mMRNA Translation beteiligt.
Dementsprechend bleibt die Steigerung der o°-Syntheserate als Antwort auf den Osmostress-
Stimulus in einer dsrA Mutante aus (Abb. 4.21). Offenbar kommt es im DsrA-defizienten
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Hintergrund sogar zu einem 2-fachen Riickgang in der °>-Syntheserate in Antwort auf den
osmotischen Stress (Abb. 4.21). Die ausbleibende DsrA-vermittelte translationale Aktivierung
der rpoS mRNA geht erwartungsgemaR mit einen Verlust der DsrA-abhangigen Stabilisierung
des rpoS Transkripts einher (Abb. 4.24).

Desweiteren scheinen die positiven Effekte von DsrA auf die hyperosmotische o°-
Induktion unabhangig von anderen o>-Regulatoren wie H-NS und RprA zu sein (Abb. 4.22 C
und 4.23 C). Die sRNA DsrA reguliert zwei globale Regulatoren auf unterschiedliche Weise.
Wahrend die rpoS Expression durch DsrA positiv reguliert wird, wird die Translation der hns
MRNA durch DsrA reprimiert, einhergehend mit einem beschleunigtem Abbau des hns
Transkripts (Lease et al., 1998; Lease und Belfort, 2000). In der dsrA Mutante sollte H-NS
verstarkt akkumulieren und damit auch die Repression der rpoS Translation, sowie eine
Destabilisierung des o°-Proteins verstarkt auftreten. Daher ware es moglich, dass die
beobachtete reduzierte hyperosmotische Akkumulation und Induktion von o° in der dsrA
Mutante indirekter Natur ist und auf der Derepression von H-NS basiert. In diesem Falle wére
eine hns Mutation epistatisch zu einer dsrA Mutation. Wie aus Abbildung 4.22 (C und D)
hervorgeht ist dies nicht der Fall. Auch in einer hns Mutante kommt es zu einer
hyperosmotischen Akkumulation und Induktion von RpoS, wahrend die RpoS-
Osmoinduktion und Akkumulation in einer hns/dsrA Doppelmutante stark erniedrigt ist.
Wiirde die hyperosmotische o°-Induktion indirekt auf der Repression von H-NS durch DsrA
basieren, so wire die starke o°-Osmoinduktion in der hns/dsrA Doppelmutante wieder
hergestellt. In Analogie dazu ist die DsrA-vermittelte o°-Induktion unter niedrigen
Temperaturen ebenfalls unabhéngig von H-NS (Sledjeski et al., 1996).

Die in dieser Arbeit beobachtete hyperosmotische o>-Induktion in einer hns Mutante
steht gewissermalien im Widerspruch zu zuvor publizierten Beobachtungen. Barth et al.
(1995) haben gezeigt, dass die osmotische Induktion einer translationalen rpoS::lacZ-Fusion
in einer hns Mutante vollstandig verloren geht. Eine Erklarung hierfur ist, dass die rpoS::lacz-
Fusion nicht die komplette o°-Regulation reflektiert, insbesondere nicht die Regulation der
o°>-Aktivitat (das Fusionsprotein bindet nicht an die RNAP). Es ist bekannt, dass ¢° unter
hyperosmotischem Stress verstarkt mit dem RNAP-Kernenzym assoziiert ist und dadurch vor
dem Abbau geschiitzt ist (siehe weiter oben im Text in dieser Sektion). Eine andere Erklarung
hierfir konnte die in der Arbeit von Barth et al. (1995) und dieser Arbeit unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen sein. In dieser Arbeit wurde die RpoS-Osmoinduktion in einer hns
Mutante in komplexen LB-Medium statt Minimalmedium studiert. AuBerdem wurden in
dieser Arbeit Derivate des E. coli Stammes W3110 statt des Stammes MC4100 verwendet.

5.2.3.2 Die DsrA-vermittelte RpoS-Induktion unter Saurestress

Wie aus Abbildung 4.20 hervorgeht, ist auch die Séurestressinduktion von o° vor allem in
einer dsrA Mutante stark reduziert. So ist die Akkumulation und Induktion von ¢° und rpoS
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mRNA in der dsrA Mutante negativ beeintrachtigt (1.4-fache Induktion des >-Proteins und 2-
fache Induktion der rpoS mRNA), wihrend das o°-Protein im Wildtyp-Hintergrund und den
anderen sRNA-Mutanten deutlich starker S&ure-induziert wird (3-7-fache Induktion). Dies
impliziert, dass DsrA auch unter diesen Bedingungen, &hnlich wie unter hyperosmotischem
Stress, maBgeblich an der o°-Induktion beteiligt ist, auch wenn DsrA unter den Saurestress-
Bedingungen, wenn (berhaupt, nur sehr moderat verstarkt akkumuliert (Abb. 4.23).
Microarray-Studien haben ergeben, dass die Uberexpression von DsrA unter anderem eine
Induktion der S&urestress-Resistenzgene gadX, gadA, gadB, hdeA, hdeB und hdeD zur Folge
hat (Lease et al., 2004). Alle diese Gene sind unter direkter oder indirekter Kontrolle von
RpoS (siehe 2.3.1.3). Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Induktion einiger dieser
Saurestressgene bei Uberexpression einer DsrA-Variante, die nicht mehr in der Lage ist die
rpoS mRNA zu regulieren, ausbleibt (Lease et al., 2004). Zudem sind die Uberlebenschancen
von E. coli Zellen in einer dsrA Mutante unter Sdurestress stark vermindert (Lease et al.,
2004). Diese Beobachtungen zeigen, dass DsrA eine essentielle positive physiologische
Funktion bei der S&urestressresistenz hat und offenbar einige DsrA-induzierte
Saurestressresistenzgene indirekt Gber RpoS reguliert werden. Sie fligen sich gut in das
Ergebnis dieser Arbeit die zeigt, dass die o°>-Induktion unter Saurestress von DsrA vermittelt
wird.

Interessanterweise und anders als beim Osmostressexperiment beobachtet, sind die
Saurestress-akkumulierten und induzierten rpoS Transkriptmengen auch in einer arcZ
Mutante im Vergleich zum Wildtyp deutlich erniedrigt (Abb. 4.20). Eine Erklarung hierfur
konnte sein, dass die rpoS mRNA in einer arcZ Mutante unter den Saurestressbedingungen
destabilisiert wird. Weiterhin tbt die SRNA ArcZ einen direkten negativen Einfluss auf die
Akkumulation und Stabilitat der arcB mRNA aus (Mandin und Gottesman, 2010). Daraus
lasst sich folgern, dass arcB mRNA in einer arcZ Mutante dereprimiert wird. Eine dadurch
verstarkt exprimierte ArcB-Sensorkinase hatte uber die damit einhergehende verstarkte
Phosphorylierung des ArcA-Responseregulators eine Repression der rpoS Transkription zur
Folge (Mika und Hengge, 2005). Dies ware eine andere mogliche Erklarung flr die deutlich
erniedrigten rpoS Transkriptmengen in einer arcZ Mutante unter Sdurestress. Warum ist
dieser Effekt unter Sé&urestress, nicht aber unter Osmostressbedingungen (Abb. 4.19)
detektierbar? ArcB nimmt offenbar direkt Anderungen in den Redoxbedingungen in der Zelle
wahr (Malpica et al., 2006). Reduzierte Chinone in der Atmungskette wirken dabeli
stimulierend auf die (Phosphorylierungs-)Aktivitat von ArcB. Nicht auszuschlieRen ist daher,
dass unter den Saurestressbedingungen (hohe H*-lonenkonzentration) die Chinone verstarkt
im reduzierten Zustand vorliegen und das Arc-System daher aktiver ist. Dies wirde
zusammen, mit der in der arcZ Mutante ohnehin gesteigerten Aktivitat des Arc-Systems, zu
einer besonders ausgepragten Repression der rpoS Transkription fuhren. Ein anderer
Erklarungsansatz wdre, dass der Sdurestress den Protonengradienten bzw. die
protonenmotorische Kraft negativ beeinflusst. Eine Studie hat gezeigt, dass eine Abnahme der
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protonenmotorischen Kraft Gber der Zytoplasmamembran zur einer Aktivierung von ArcB
fihren kann (Malpica et al., 2006). Weiterhin wird ArcZ selbst unter hyperosmotischem
Stress herunterreguliert (Tab. 4.7 und Abb. 4.15). Somit kénnte man auch erwarten, dass sich
eine arcZ Mutation unter hyperosmotischem Stress weniger stark auf die Transkription der
rpoS mRNA auswirkt.

Auf Proteinebene ist der Effekt der arcZ Mutation auf die S&urestress-Induktion von
o> weniger stark ausgepragt. Hier kommt es nur zu einer leichten Reduktion in den o°-
Mengen. ArcA konkurriert mit RssB um die Phosphorylierung durch ArcB (Mika und
Hengge, 2005). Hohere ArcA-Mengen in einer arcZ Mutante kénnten daher dazu fuhren, dass
RssB weniger phosphoryliert und o° dadurch stabilisiert wird. Dies ware eine Erklarung
dafiir, warum die arcZ Mutation kaum einen Einfluss auf die Séurestress-Induktion von o°-

Protein hat.

5.2.4 Die hyperosmotische Induktion der rpoS mRNA kénnte
auf Ebene der Transkriptionselongation und/oder durch
eine Modulation des DsrA-unabhdngigen Abbaus positiv
reguliert werden

Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass sowohl in einer dsrA Mutante, als auch in
einer rprA dsrA arcZ Tripelmutante die rpoS mRNA etwa 3-fach hyperosmotisch induziert
wird (Abb. 4.19 und 4.25). Auch in Hfg-defizienten E. coli Zellen kommt es immer noch zu
einer Induktion des rpoS Transkripts in Antwort auf den osmotischen Stress, auch wenn die
Akkumulation der rpoS mRNA insgesamt im Vergleich zum Wildtyp erwartungsgeman stark
reduziert ist (Abb. 4.26). In der Tripelmutante ist die rpoS Translation stark reduziert, da alle
bekannten rpoS Translations-stimulierenden SRNAs deletiert sind. In einer hfg Mutante ist die
rpoS Translation stark reduziert (Muffler et al., 1996a). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass
eine Stabilisierung der rpoS mRNA als sekundare Folge der verstarkten Stress-induzierten
Translation als Ursache der noch beobachteten restlichen rpoS mRNA Osmoinduktion
ausgeschlossen werden kann. In Ubereinstimmung damit bleibt die moderate 2-fache rpoS
MRNA Stabilisierung in Antwort auf den hyperosmotischen Stress in einer dsrA Mutante aus
(Abb. 4.24).

Weiterhin ist hinreichend bekannt, dass die rpoS Transkriptionsinitiation von
hyperosmotischem Stress unbeeinflusst bleibt (Lange und Hengge-Aronis, 1994a; Muffler et
al., 1996b) und auch Hfq keinen Einfluss auf die rpoS Promotoraktivitat austibt (Muffler et
al., 1996a). Es konnten also Mechanismen existieren, die die rpoS Transkription unter
hyperosmotischen Stress positiv beeinflussen und auf Ebene der Transkriptionselongation
operieren. In guter Ubereinstimmung mit dieser Hypothese zeigen die rpoS120::gfp- und
rpoS378::gfp-Fusionen unter der Kontrolle eines konstitutiven nahezu nicht Osmostress-
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sensitiven Promotors eine hyperosmotische Akkumulation und Induktion der rpoS::gfp
Transkripte (Abb. 4.28 und 4.29), die unabhéngig von der chromosomal kodierten rpoS
MRNA stabilisierenden sSRNA DsrA ist (Abb. 4.29). Allerdings konnte hier auch ein
reduzierter DsrA-unabh&ngiger Abbau von in Transkription befindlicher (nascenter) rpoS
MRNA in Betracht gezogen werden. Wie aus Abbildung 4.29 ersichtlich ist, nimmt der Anteil
der trunkierten rpoS mRNA Fragmenten in Antwort auf den hyperosmotischen Stress ab. Eine
maogliche reduzierte vorzeigte Termination der Transkription, oder reduzierter Abbau von
nascenter rpoS mRNA konnte hier zur hyperosmotischen Induktion der rpoS mRNA
beitragen.

Die Elongation der Transkription bietet neben ihrer Initiation eine weitere Ebene, auf
der die Genexpression in Antwort auf sich &ndernde Umweltbedingungen kontrolliert werden
kann. Solche Regulationsmechanismen sind weithin als Attenuation und Antitermination
bekannt. Attenuation basiert auf der co-transkriptionalen Translation von Leader-Peptiden
und spielt unter anderem eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Transkription von
Aminoséure-Biosyntheseoperons (Gollnick und Babitzke, 2002). Antiterminationsmecha-
nismen sind grundsétzlich darauf ausgerichtet, die Wirkung von Terminatoren zu unterbinden,
um die Expression von stromabwaérts lokalisierten Genen zu stimulieren (Review: Santangelo
und Artsimovitch, 2011). Terminatoren am 3'-Ende eines Gens verhindern eine
ungewinschte Transkription in die weiter stromabwaérts lokalisierten Gene, wéhrend
Terminatoren in den von Genen stromaufwarts lokalisierten Leader-Regionen oder
kodierenden Regionen die kontrollierte Expression von Strukturgenen durch Integration von
z.B. Stresssignalen erlauben. Es existieren zwei verschiedenene Arten der
Transkriptionstermination: die intrinsische (faktorunabhangige) Termination, bestehend aus
einer RNA-Sekundarstruktur (GC-reiche palindromische Haarnadelschleife, der ein Cluster
von U-Resten folgt) und die faktorabhangige Termination durch das RNA-Bindeprotein Rho
(siehe 2.1.2). Intrinsische Terminatoren erzeugen die 3"-Enden von etwa 80% aller RNAs,
waéhrend die Rho-vermittelte Termination etwa 20% aller RNA 3"-Enden erzeugt,
einschlieBlich derer von mRNAs und stabiler kleiner RNAs (Peters et al., 2009). Rho-
abhangige Terminatoren, bestehend aus Cytosin-reichen RNA-Elementen (,,rut-sites*) sind
auBerst komplex kdnnen demnach nicht einfach durch Sequenzanalyse vorhergesagt werden
(siene 2.1.2). In allen Féllen aber interagiert Rho mit ,,nackten* Bereichen von naszierenden
Transkripten, die nicht translatiert oder von RNA-Bindeproteinen gebunden werden (Ciampi,
2006; Santangelo und Artsimovitch, 2011). Grundsétzlich sind zwei verschiedene
Antiterminationsmechanismen zu unterscheiden: Mechanismen, die die RNAP passiv oder
aktiv  beeinflussen. Passive Regulationsmechanismen dominieren und inhibieren
beispielsweise die Bildung einer RNA-Terminations-Haarnadelschleife oder unterbinden die
Wirkung von Rho (Santangelo und Artsimovitch, 2011). Aktive Regulationsmechanismen
hingegen basieren auf einer direkten Interaktion von RNA-Elementen oder regulatorischen
Proteinen mit der RNAP, die dadurch Gber Terminationssignale hinweg transkribieren kann
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(prozessive Antitermination). Prozessive Antiterminationsmechanismen spielen eine wichtige
Rolle bei der positiven Regulation der Elongation der Transkription von Phagen-Genen und
ribosomalen RNA-Operons (Santangelo und Artsimovitch, 2011).

Ein weiterer Mechanismus zur positiven Regulation der Transkriptionselongation ist
die Antitermination durch Translation. Transkription und Translation sind in Archaeen und
Bakterien miteinander gekoppelt. Die simultane fortlaufende Translation ist fir eine
ununterbrochene RNA-Synthese unerlasslich (Ciampi, 2006). So wird die Transkription einer
untranslatierten RNA durch Rho terminiert, wenn die RNAP durch einen Antiterminator nicht
modifiziert wird. Ein Modell postuliert, dass (i) die translatierenden Ribosomen die Rho-
RNA-Interaktion unterbinden, indem sie ,rut-sites“ verdecken. Fir eine effiziente Rho-
vermittelte Transkriptionstermination in vivo ist die Anwesenheit des Transkriptionsfaktors
NusG erforderlich (Ciampi, 2006) (siehe 2.1.2). So schlégt ein anderes Modell vor, dass (ii)
die Ribosomen mit Rho um die Bindung an NusG konkurrieren. NMR-Studien haben
ergeben, dass NusG mit dem ribosomalen Protein Nusk (S10) einen Komplex bildet, der
Transkription und Translation moglicherweise eng miteinander koppelt (Burmann et al.,
2010) (siehe 2.1.2). In Ubereinstimmung damit wird die Rate der Transkriptionselongation in
vivo unmittelbar von der Rate der Translation kontrolliert (Proshkin et al., 2010). Es wurde
modelliert, dass NusG, welches mit seiner NTD die RNAP kontaktiert, mit seiner CTD mit
NusE im aktiv translatierenden Ribosom interagiert, oder aber alternativ mit Rho (Burmann et
al., 2010). Dies impliziert, dass Transkripte wie die rpoS mRNA, deren Translation in schnell
wachsenden ungestressten Zellen ineffizient initiiert wird, unter solchen Bedingungen durch
Rho vorzeitig terminiert werden. Umgekehrt wiirde eine verstarkte effizientere
Translationsinitiation in Antwort auf diverse Stresse dazu flihren, dass NusG anstelle von Rho
das Ribosom kontaktiert, einhergehend mit einer Antitermination der Transkription. Es ist
bekannt, dass eine ineffiziente Translationsinitiation zu einer vorzeitigen Termination der
Transkription der lacZ mRNA fiihren kann (Ciampi, 2006). So haben in vitro und in vivo
Studien demonstriert, dass eine ineffiziente Translationsinitiation zur Aktivierung von vier
kryptischen Rho-abhéngigen Terminatoren in der lacZ mRNA fihrt, die RNAP
Pausierungsstellen entsprechen (Ciampi, 2006).

In Abbildung 4.24 A (0 Minuten-Wert vor Rifampicin-Behandlung) sieht man, dass
im W3110 Wildtypstamm vor dem hyperosmotischen Stress im rpoS Transkriptmuster
verstarkt trunkierte rpoS mRNA-Varianten auftreten, die in der entsprechenden
hyperosmotisch gestressten Probe (0 Minuten-Wert vor Rifampicin-Behandlung) weniger
prasent sind. Dies konnte theoretisch auf eine vorzeitige Termination der Transkription bei
ausbleibender oder ineffizienterer Translation in Abwesenheit des Stresses hindeuten.
Allerdings sind solche Effekte kaum von Abbaueffekten zu unterscheiden, da eine geringere
Translation in Abwesenheit des Stresses auch mit einem verstarkten Abbau der rpoS mRNA

151



152

Diskussion

einhergeht, was sicherlich auch zum verstarkten Auftreten der trunkierten rpoS Transkripte
beitragt. Ein &hnliches Bild ergibt sich aus Abbildung 4.29 (siehe auch weiter oben im Text).

Aus Abbildung 4.30 geht hervor, dass die Verdrangung des essentiellen NusG-Faktors
durch Uberexpression der NusG-NTD (Mooney et al., 2010) offenbar nicht ausreichend ist
bzw. in dem hier getesteten System zu ineffizient ist, um eine potenzielle Antitermination der
rpoS Transkription in ungestressten Zellen zu erzielen. Wére NusG an einer vorzeitigen
Transkriptionstermination beteiligt, so wére zu erwarten, dass die basalen rpoS mRNA-
Mengen in ungestressten Zellen héher sind und sich an jene der hyperosmotisch gestressten
Zellen angleichen. Das heif3t also, dass NusG mdglicherweise im Falle von rpoS nicht an
einem Antiterminationsmechanismen beteiligt ist, oder die NusG-Verdrangung ineffizient ist
und endogenes Vollangen-NusG immer noch Rho kontaktiert und die rpoS Transkription
vorzeitig terminiert. Ein anderer Erklarungsansatz wére, dass im Falle von rpoS Modell (i) zur
Antitermination durch Translation zutreffend ist (siehe weiter im Text oben). Die héheren
hyperosmotisch induzierten rpoS Transkriptmengen in Zellen, welche die NusG-NTD
Uberexprimieren (Abb. 4.30) resultieren wahrscheinlich daraus, dass die RNAP-
kontaktierende NusG-NTD die Transkriptionselongation verstarkt stimuliert (Mooney et al.,
2010).

Jedenfalls sollte eine mégliche Antitermination durch Translation tber Rho vermittelt
werden. Deshalb ware es fur weiterflihrende Untersuchungen notwendig, Rho zu inaktivieren.
Sowohl rho als auch nusG sind essentielle Gene, da sie die NusG-abh&ngige Rho-vermittelte
Termination der Transkription des rac Prophagen herbeifiihren (Cardinale et al., 2008).
Dessen kil Gen kodiert fur KilR, einen Inhibitor der Zellteilung. Interessanterweise kann nusG
in rac Prophagen-defizienten Zellen deletiert werden, wéhrend rho essentiell bleibt (Cardinale
et al.,, 2008). Daher musste Rho durch Zugabe des Rho-spezifischen Antibiotikums
Bicyclomycin inaktiviert werden (Peters et al., 2009) und die hyperosmotische Regulation der
rpoS mRNA dann in Anwesenheit von Bicyclomycin studiert werden. Hinweise auf eine
mogliche Beteiligung von Rho an einem putativen rpoS  Transkriptions-
Antiterminationsmechanismus liefert eine neuere Arbeit von Tran et al. (2011). In dieser
Arbeit wurde gezeigt, dass eine hns Mutante besonders sensitiv gegeniiber Bicyclomycin ist,
wahrend eine hfg Mutante gegeniber Bicyclomycin besonders resistent ist. H-NS und Hfg
sind Faktoren, welche die rpoS Translation negativ bzw. positiv regulieren (siehe 2.3.2.3).
Dementsprechend ist zu erwarten, dass hohere css-l\/lengen in der hns Mutante, bzw.
niedrigere in der hfg Mutante zu einer hoheren Sensitivitdt bzw. Resistenz gegenuber
Bicyclomycin flhren, falls Rho einen negativen Regulator von rpoS darstellen sollte. In
diesen Mutanten wire zu erwarten, dass die 6°-Mengen bei gleichzeitiger Rho-Inaktivierung
besonders hoch waren, was negative Effekte auf das zelluldare Wachstum mit sich bringen
konnte (Sigmafaktorkompetition).
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Die Kalteschockproteine und RNA-Chaperone der CspA-Familie (CspA-Cspl) sind als
Mediatoren der Transkriptions-Antitermination bei niedrigen Temperaturen weithin bekannt
(Phadtare und Severinov, 2010). Microarray-Studien mit csp Deletionsmutanten und
Transkriptions-Antiterminations-inkompetenten csp Varianten haben ergeben, dass die
Transkription einiger Gene bei einem Kalteschock von der Antiterminationsaktivitat dieser
Kélteschockproteine abhangig ist. Zudem ist auch die Expression von rpoS bei 15°C von der
Anwesenheit der Csp Kélteschockproteine abhangig. Fir CspE konnte demonstriert werden,
dass dieses Kalteschockprotein in der Lage ist, die transkriptionale Antitermination an Rho-
unabhéngigen Terminatoren herbeizufiihren (Phadtare und Severinov, 2010). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von CspC und CspE die rpoS mRNA und
o°>-Protein positiv regulieren (Phadtare und Inouye, 2001), aber die CspE-vermittelte positive
rpoS  Regulation  offenbar  posttranskriptional ~und  unabhdngig von  seiner
Antiterminationsaktivitat vermittelt wird (Phadtare et al., 2002). In Ubereinstimmung damit
haben Untersuchungen ergeben, dass CspE weder einen Einfluss auf die Menge der rpoS
MRNA, noch auf die hyperosmotische Regulation der rpoS Transkription hat (A. Possling und
R. Hengge unveroffentlichte Daten). Zukiinftige Experimente mdissen aber klaren, ob
maoglicherweise andere Csp Proteine an einem mutmaglichen Antiterminationsmechanismus
bei der Regulation der rpoS Transkription unter Stress beteiligt sind.

Kirzlich wurde publiziert, dass auch das RNA-Chaperon Hfq die Antitermination an
Rho-abhangigen Terminatoren vermitteln kann (Rabhi et al., 2011). Offenbar bildet Hfg mit
Rho einen Komplex aus und inhibiert dadurch die ATPase- und Helikase-Aktivitat von Rho in
vitro und in vivo. NusG scheint hierbei die Hfg-vermittelte Antitermination zu inhibieren. Die
Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass eine Beteiligung von Hfg an einem rpoS
Transkriptions-Antiterminationsmechanismus eher unwahrscheinlich ist. Ware dies der Fall,
ware zu erwarten, dass die ohnehin sehr niedrigen rpoS Transkriptmengen in einer hfq
Mutante vor und nach dem hyperosmotischen Shift sehr &hnlich sein sollten. Abbildung 4.26
demonstriert, dass dies nicht der Fall ist und die rpoS mRNA auch in Hfg-defizienten Zellen
immer noch hyperosmotisch induziert wird.

AuBerst interessante Schlussfolgerungen lasst eine Betrachtung der physiologischen
Regulation der RNase E-Aktivitat selbst zu. Die zellulare Menge und die Aktivitat von RNase
E unterliegen einer komplexen Regulation (Arraiano et al., 2010; Gottesman, 2011). Wie
auch bei anderen Ribonukleasen wird die zelluldre RNase E-Konzentration Uber einen
Feedback-Loop autoreguliert, indem RNase E den Abbau seiner eigenen mRNA moduliert
und so die zelluldren Mengen des Enzyms in einem begrenzten Rahmen halt (Arraiano et al.,
2010). Desweiteren wird die Aktivitat von RNase E von verschiedenen Protein-Inhibitoren
reguliert, ndmlich RraA und RraB (,,regulator of ribocuclease activity A and B*), sowie dem
ribosomalen Protein L4 (Arraiano et al. 2010; Gottesman, 2011). Diese Regulatorproteine
interagieren mit der C-terminalen Doméne von RNase E und inhibieren so den
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endonukleolytischen Abbau einer selektiven Gruppe von Transkripten (Lee et al., 2003; Gao
et al., 2006; Singh et al., 2009). Interessant ist dabei, dass die Transkription des rraA Gens
selbst unter der Kontrolle von Ec® steht und beim Eintritt in die stationare Phase aktiviert
wird, einhergehend mit einer verstarkten Akkumulation von RraA Protein (Zhao et al., 2006).
Zudem zeigen Microarray-Daten, dass die Uberexpression bzw. Deletion von rraA die
Akkumulation einer Reihe von Ec>-anhangigen Transkripten positiv bzw. negativ beeinflusst
(Lee et al., 2003) und auch die Stabilitit des rpoS Transkripts selbst durch die Uberexpression
von RraA oder die Depletion von RNase E positiv reguliert wird (Zhao et al., 2006). Das
Protein L4 der ribosomalen 50S-Untereinheit ist eines von mehreren ribosomalen Proteinen,
die als Komponenten der Translationsmaschinerie auch extraribosomale Funktionen
aufweisen (Wool, 1996). Es ist bekannt, dass einige Stress-responsive Proteine zusammen mit
einigen freien ribosomalen Proteinen unter induzierenden Stressbedingungen co-
akkumulieren (Singh et al., 2009). Die Arbeiten von Singh et al., (2009) haben gezeigt, dass
auch L4 ein Proteininhibitor der RNase E-Aktivitat darstellt und die Uberexpression von L4
zu einer verstarkten RNase E-abhdngigen Akkumulation von mRNAs fuhrt, deren Aktivitaten
in bakteriellen Stressantworten involviert sind, darunter auch die lon mRNA, sowie die rpoS
MRNA. Diese Befunde implizieren also, dass die RNase E-abhdngige Degradation von
MRNAs besonders in der stationdren Wachstumsphase, sowie unter Stressbedingungen
kritisch zu sein scheint. Von daher ware es denkbar, unter hyperosmotischen Stress die
Aktivitdt von RNase E (und dem Degradosom) in einem positiven Feedback-Loop in einer
RraA-abhéngigen Weise positiv zugunsten der Stabilitit der rpoS mRNA (Vollangen-
Transkript und trunkierte rpoS Fragmente) moduliert wird. Dies wirde die DsrA-unabhéngige
hyperosmotische Induktion der rpoS Vollangen-mRNA, sowie die Reduktion der trunkierten
rpoS Fragmente unter Osmostress erklaren (Abb. 4.24 und 4.29).

Grundsétzlich waren bei der positiven Regulation der rpoS Transkriptionselongation
unter Stress auch Rho-unabhéngige Antiterminationsmechanismen nicht auszuschlieRen. So
ist durchaus vorstellbar, dass hyperosmotischer oder Saurestress und die damit verbundenen
hohen Konzentrationen an lonen oder kompatiblen Soluten (z.B. K*, H* oder Trehalose) zu
alternativen Sekundarstrukturen im rpoS Transkript fuhren, die Antitermination herbeifiihren
konnten.

5.3 Ausblick

Diese Arbeit hat neue interessante Zusammenhange zwischen der Codon-Usage und der
Physiologie der bakteriellen Genexpression aufgezeigt. So konnten Stationdrphasen-
assoziierte Gene wie rpoS unter den limitierenden Bedingungen einen undkonomischen
Abbau ihrer Transkripte umgehen, indem sie ihre mRNA, zur verstarkten Beladung mit
Ribosomen, vermehrt mit raren Codons ausstatten.
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In zuklnftigen Experimenten sollte das oben dargestellte Modell naher untersucht und
gegebenenfalls verifiziert werden. Mittels ,,Ribosome-Footprinting*, basierend auf der Deep-
Sequenzierungsanalyse von Ribosomen-protektierten mRNA-Fragmenten (Ingolia et al.,
2009), sollten die Ribosomenprofile entlang der rpoS mRNA (Wildtyp versus Codonmutante)
ermittelt werden. Hierbei wirde sich zeigen, ob die rpoS mRNA des Wildtyps tatsachlich eine
hohere Ribosomendichte aufweist als jene der Codonmutante. Zudem konnte man die
Positionen der pausierenden Ribosomen genau bestimmen. Einfache Experimente hierzu
wéren auch RNA-Stabilitatsexperimente in Anwesenheit des Antibiotikums Kasugamycin.
Dieses Antibiotikum inhibiert die Translationsinitiation und erzeugt ,,nackte* Transkripte.
Basieren die rpoS mRNA Stabilitatsunterschiede (Wildtyp versus Codonmutante) auf einem
differentiellen Ribosomenverkehr, so wére zu erwarten, dass sich die Halbwertszeiten von
rpoS Wildtyp mRNA und jener der Codonmutante einander angleichen. Sind die nattrlich
auftretenden raren Codons in rpoS ein evolutionarer Selektionsvorteil (htéhere mRNA
Stabilitét), so ware es interessant, mehr ber die langfristigen Folgen der Substitution dieser
Codons durch die haufigeren zu erfahren. Hierzu kdnnten in Langzeitstudien mit stationare
Phase Kulturen mit Stdmmen, welche die chromosomale rpoS Codonmutante und den
isogenen rpoS Wildtyp exprimieren, die Auswirkungen der haufigen Codons in der Mutante
studiert werden. Wie wirken sich die Unterschiede in der Codon-Usage (Wildtyp versus
Codonmutante) auf das langfristige Uberleben aus? Gibt es langfristige Unterschiede in den
globalen Genexpressionsprofilen zwischen rpoS Wildtyp und Codonmutante? Zur
Beantwortung der letzten Frage koénnten entsprechende Microarray-Analysen beitragen.
Weiterhin sollten auch rare Codons in anderen stationare Phasen exprimierten Enzymen eines
co-evolvierten Isoenzympaares (TalA/TalB; TktB/TktA) durch die hdufigeren homologen
synonymen Codons des exponentielle Phasen Pendants substituiert werden. In sich
anschlieBenden RNA-Stabilitatsexperimenten mit dem Wildtyp und der héufigen Codon-
Variante konnte geklart werden, ob der positive Einfluss von raren Codons in
Stationdrphasen-Genen auf deren mRNA Stabilitat ein generelleres Ph&nomen ist. VVor allem
sollte hier auch geklart werden, ob das verstarkte Auftreten von raren Codons in allen
Stationarphasen-Genen zu beobachten ist.

Dartiber hinaus konnte in dieser Arbeit demonstriert werden, dass die SRNA DsrA die
hyperosmotische und ~ Saurestress-Induktion von o° vermittelt. In einem RNA-
Stabilitatsexperiment sollte geklart werden, ob die verstarkte Akkumulation von DsrA unter
hyperosmotischen Stress auf einer Stabilisierung der SRNA beruht. Die Tatsache, dass die
rpoS mRNA in einer dsrA, SRNA-Tripelmutante (rprA dsrA arcZ), sowie in einer hfq Mutante
immer noch hyperosmotisch induziert wird, impliziert einen Antiterminationsmechanismus,
der auf Ebene der Transkriptionselongation operiert. Entsprechend zeigt eine rpoS::gfp-
Fusion unter der Kontrolle eines konstitutiven nicht Osmo-sensitiven Promotors eine
hyperosmotische Induktion des rpoS::gfp-Hybridtranskripts. RNA-Stabilitidtsexperimente in
zukinftigen Studien missen klaren, ob die beobachtete Osmo-Induktion der rpoS Transkripte
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auf einer Stabilisierung beruht. Um zu analysieren, ob Rho in einem mutmaRlichen rpoS
Transkriptions-Antiterminationsmechanismus involviert ist, muss die hyperosmotische
Regulation der rpoS mRNA in Anwesenheit des Rho-inhibierenden Antibiotikums
Bicyclomycin studiert werden. Um den Einfluss von NusG an einem putativen
Antiterminationsmechanismus bei der transkriptionalen rpoS Regulation zu untersuchen,
sollte eine echte nusG Knockout-Mutante in einem rac (kil) Prophagen-defizienten Stamm
generiert werden und die hyperosmotische rpoS Regulation in diesem Stammhintergrund
analysiert werden. Auch andere Regulatoren in E. coli, wie beispielsweise die Csp
Kélteschockproteine sind charakterisierte Regulatoren der Transkriptions-Antitermination.
VVon daher waére es auch interessant die transkriptionale rpoS Regulation in Hintergriinden zu
untersuchen, die Deletionen in den Genen fur diese Regulatoren tragen.

Zudem sollte in zukinftigen Experimenten untersucht werden, ob eine mdgliche
Osmoregulation der RNase E (Degradosom-)- Aktivitdt Uber RraA an der positiven
Regulation der rpoS mRNA unter hyperosmotischem Stress beteiligt ist. Hierzu sollte eine
rraA Mutante generiert und die hyperosmotische rpoS Regulation in diesem Hintergrund
studiert werden.
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