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Abstract

In many bacteria, the RNA-chaperon Hfq functions in post-transcriptional regulation of
gene expression by small non-coding RNAs. Cyanobacteria harbour a subfamily of Hfq
homologs that is structurally conserved but exhibits divergent RNA-binding sites. In
Synechocystis sp. PCC6803, the inactivation of hfg (ssr3341) leads to a decreased accumu-
lation of a small set of RN'As and abrogates the assembly of type IV pili, which are crucial
for phototactic motility. In this work, the properties and the subcellular localization of
Hfq as well as their implications for differential transcript accumulation and phototactic

behaviour were investigated in this model organism.

A transcriptome-wide microarray analysis revealed that alongside the known mRNAs
two small non-coding RNAs as well as two of the three CRISPR/cas-systems are down-
regulated in an Hfq-dependent manner. Furthermore, mutational analysis demonstrated
that several conserved amino acids on the proximal surface of the Hfq hexamer but not
the structurally conserved RN A-binding sites are essential for Hfq-function. While RNA-
binding seems to be unlikely co-immunoprecipitation and yeast two-hybrid experiments
confirmed that the secretion ATPase PilB1 - the motor-protein of the type IV pilus
extension - is an interaction partner of Hfq. Fluorescence microscopy revealed that Hfq
is localized to the cytoplasmic membrane in a PilB1-dependent manner. Concomitantly,
Hfq-dependent transcript accumulation is abrogated in a pilB1 or pilC mutant, indicating
that localization of the Hfq-PilB1-complex to the pilus base is essential for motility and
RNA accumulation. Taken together, the results suggest that Hfq might regulate the activ-
ity of PilB secretion ATPases in cyanobacteria by an evolutionary conserved mechanism

based on protein-protein-interaction.



Zusammenfassung

In vielen Bakterien spielt das RNA-Chaperon Hfq eine wichtige Rolle fiir die posttran-
skriptionelle Regulation der Genexpression durch kleine nicht-kodierende RNAs.
Cyanobakterielle Hfq-Homologe bilden eine besondere Unterfamilie, die zwar strukturell
konserviert ist, aber RNA-Bindestellen mit divergierenden Eigenschaften aufweist. In
Synechocystis sp. PCC6803 fiihrt die Inaktivierung von hfg (ssr3341) zu einer Reduktion
einer kleinen Zahl von RNAs und zu einem Defekt der Biogenese der Type IV Pili, die
essentiell fiir die phototaktische Motilitat sind. In dieser Arbeit wurden die Eigenschaften
und die subzelluldre Lokalisation von Hfq, sowie deren Auswirkungen auf die differenti-
elle Transkriptakkumulation und das phototaktische Verhalten in diesem Modellorga-

nismus untersucht.

Eine Transkriptom-weite Microarray-Analyse zeigte, dass neben den bekannten mRNAs
zwei kleine nicht-kodierende RNAs und zwei der drei CRISPR/cas-Systeme Hfq-abhén-
gig herunterreguliert werden. Weiterhin konnte durch Mutationsstudien demonstriert
werden, dass konservierte Aminosduren auf der proximalen Oberfliche des Hfq-Hexa-
mers, nicht aber die strukturell konservierten RNA-Bindestellen fiir die Funktion von
Hfq essentiell sind. Wéhrend eine RNA-Bindung nicht wahrscheinlich ist, bestétigten
eine Co-Immunoprizipitation und Hefe-Zwei-Hybrid-Experimente, dass Hfq mit der
Sekretions-ATPase PilB1, dem Motorprotein der Typ IV Pilus Assemblierung, intera-
giert. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen belegten, dass Hfq in Abhéngigkeit von
PilB1 an der Cytoplasmamembran lokalisiert ist. Gleichfalls fiihrte die Inaktivierung von
pilB1 und pilC zu einem Verlust der Hfq-abhéngigen Transkriptakkumulation. Demzu-
folge muss davon ausgegangen werden, dass die Lokalisation des Hfq-PilB1-Komplexes
an die Pilusbasis essentiell fiir die Motilitdt und RNA-Akkumulation ist. Zusammenge-
nommen deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Hfq die Aktivitit der PilB Sekretions-
ATPasen in Cyanobakterien durch einen evolutiondr konservierten Mechanismus auf

Ebene der Protein-Protein-Interaktion reguliert.
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1 Einleitung

1.1  Uberblick

Cyanobakterien bilden ein Phylum innerhalb der Gram-negativen Bakterien, dessen Ver-
treter in vielfiltigen morphologischen Formen in beinahe allen Okosystemen anzutreffen
sind. Sie spielen auf Grund ihrer Befahigung zur oxygenen Photosynthese und Fixierung
von molekularem Stickstoff eine herausragende Rolle fiir den Kohlenstoff- und Stickstoff-
kreislauf in aquatischen Habitaten. Dariiber hinaus ist diese erdgeschichtlich sehr alte
Gruppe fiir die Sauerstoffanreicherung der Atmosphire verantwortlich und stellte nach
der Endosymbiontentheorie die Vorldufer der pflanzlichen Chloroplasten (Whitton und
Potts, 2000).

Das einzellige, motile Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC6803 (hiernach
Synechocystis) wurde 1968 aus einem SiifSwassersee in Kalifornien isoliert (Stanier ef al.,
1971). Eine besondere Bedeutung fiir die Forschung erlangte es, da es der erste photosyn-
thetische Organismus war, dessen Genom vollstindig sequenziert wurde (Kaneko et al.,
1996). Dabei zeigte sich, dass das Chromosom von 3,57 Mb sowie die vier grof3en (44-
120 kb) und drei kleinen (2,3-5,2 kb) Plasmide zusammengenommen fiir iber 3700 Gene
kodieren. Es lisst es sich auf Grund seiner natiirlichen Kompetenz leicht genetisch mani-
pulieren (Grigorieva und Shestakov, 1982) und ist neben der photoautotrophen Lebens-
weise auch zu heterotrophem Wachstum in der Lage (Anderson und Mclntosh, 1991).
Daher hat sich Synechocystis als wichtiger Modellorganismus fiir die Erforschung des
Stoffwechsels und speziell der Photosynthese sowie der Regulation und Adaption an ver-

dnderte Umweltbedingungen etabliert.

In Prokaryoten wurden vor allem in den letzten Jahren kleine, nicht-kodierende RNAs
identifiziert, die iiber Basenpaarungen mit verschiedenen Ziel-RNAs die Genexpression
modulieren kénnen (Gottesman und Storz, 2011). Dabei zeigte sich, dass in vielen bakte-
riellen Spezies das RNA-Chaperon Hfq eine elementare Rolle bei der posttranskriptionel-

len Genregulation durch kleine trans-kodierte regulatorische RNAs (sRNAs) spielt
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(Vogel und Luisi, 2011). Das Aufkommen fortschrittlicher Techniken, die das Sequenzie-
ren komplexer Transkriptome ermoglichte (next-generation sequencing; RNA-seq),
fithrte zur Identifizierung einer Vielzahl von nicht-kodierenden RNAs in praktisch allen
untersuchten Organismen (Wang ef al., 2009). Infolgedessen sind auch die posttranskrip-
tionelle Genregulation und die Funktion von Hfq als Vermittler von RNA-Interaktionen
verstarkt in den Fokus der Forschung geriickt. Auch in Synechocystis wurden tiber 300
putative sSRNAs detektiert (Mitschke et al., 2011) und die Bedeutung von Hfq fiir Regula-
tion der Motilitdt erkannt (Dienst et al., 2008). Trotz Aufklirung der Struktur des Hfq-
Proteins von Synechocystis und einer eingehenden Analyse einer Ahfq Mutante blieb bis-
lang dennoch ungeklart, durch welche molekularen Mechanismen Hfq die Motilitit in

diesem Modellorganismus beeinflusst.

1.2 Die phototaktische Motilitat von Synechocystis

Viele Cyanobakterien sind zur aktiven Fortbewegung befihigt. Neben der Ausbreitung
(und im Falle von symbiontischen Cyanobakterien dem Aufsuchen von Wirtsorganis-
men) bietet die aktive Bewegung vor allem auch die Moglichkeit, bei gednderten Umwelt-
bedingungen in ein vorteilhaftes Mikromilieu auszuweichen. Da Licht fiir die photosyn-
thetischen Cyanobakterien einen essenziellen Faktor darstellt, ist vor allem die Photota-
xis, d.h. die gerichtete Bewegung entlang eines Lichtgradienten ein hervorstechendes
Merkmal dieser Organismen, welches seit vielen Dekaden untersucht wird (Nultsch,
1973; Hdder, 1987). Hierzu bedienen diese Bakterien sich unterschiedlicher "Bewegungs-
apparate”. Viele filamentdse Cyanobakterien bewegen sich in Richtung der Lingsachse
des Filaments gleitend tiber feste Oberflichen (gliding motility), wihrend einige marine
Synechococcus-Arten sich schwimmend fortbewegen konnen (Read et al., 2007; Ehlers
und Oster, 2012). Die molekularen Mechanismen dieser Bewegungsapparate sind aber
weitgehend unbekannt. Vor allem Arten der Ordnung Chroococcales, zu der auch Sy-
nechocystis gehort, konnen sich dagegen durch kurze ruckartige Bewegungen (twitching

motility)' entlang fester Oberflichen fortbewegen (Stanier ef al., 1971). Fiir diese Art der

! Auf Grund der makroskopisch gleichférmig anmutenden Bewegung wird die twitching motility vor allem
in der alteren Literatur ebenfalls als gliding motility bezeichnet, obwohl ihr ein grundlegend anderer mole-
kularer Mechanismus zu Grunde liegt.
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Motilitat sind retraktile Typ IV Pili (T4P) an der Zelloberfliche verantwortlich, deren
Extension durch die Sekretions-ATPase PilB1 angetrieben wird. Die komplexe Regula-
tion der Phototaxis, an der u.a. Photorezeptoren und sekundire Botenstoffe beteiligt sind,

ist aber nur teilweise verstanden.

1.2.1 Phototaxis

Synechocystis-Zellen bewegen sich mittels twitching motility bei diffuser Lichteinstrah-
lung ebenso wie in Dunkelheit und zeigen unter unidirektionaler Lichteinstrahlung pho-
totaktisches Verhalten. Geschwindigkeit wie auch Orientierung der phototaktischen Be-
wegung sind abhingig von der Intensitit und der Wellenlinge des eingestrahlten Lichts.
Wihrend im Bereich des sichtbaren Lichts die Bewegungsgeschwindigkeit und Orientie-
rung der Zellen in Richtung der Lichtquelle (positive Phototaxis) unter Rotlicht
(~660nm) ihr Maximum erreicht und unter Blaulicht (~460nm) keine Phototaxis zu be-
obachten ist, bewegen sich Zellen unter UV-A Einstrahlung (~360nm) weg von der Licht-
quelle (negative Phototaxis) (Choi et al., 1999). Das phototaktische Verhalten lasst sich
dabei in drei Phasen untergliedern (Bhaya et al., 2006; Burriesci und Bhaya, 2008). Ein-
zelzellen bewegen sich langsam und zeigen ein schwach ausgeprégtes phototaktisches
Verhalten (Phase I), welches sich mit zunehmender Zelldichte verstirkt und zu einer An-
sammlung von Zellen in Lichtrichtung fithrt (Phase II). Bei ausreichender Zelldichte be-
wegen sich Gruppen von Zellen in makroskopisch sichtbaren fingerartigen Ausldufern
mit erhohter Geschwindigkeit entlang des Lichtgradienten (Phase III). Neben der grund-
legenden Bedeutung der nachfolgend besprochenen T4P sind sehr wahrscheinlich die
Sekretion von Extrazelluldren Polymeren Substanzen (EPS) zur Optimierung der Eigen-
schaften der zu iiberquerenden Oberfliche sowie evtl. auch ein direkter Zell-Zell-Kontakt
oder eine Form von quorum sensing fiir den Ubergang in die Phase III notwendig
(Burriesci und Bhaya, 2008; Ursell ef al., 2013). Die Fortbewegung ist nicht direkt an die
Photosynthese gekoppelt und die Energie wird wahrscheinlich durch oxidative Phospho-
rylierung, d.h. Zellatmung, bereitgestellt (Choi et al., 1999). Entsprechend steigert die Zu-
gabe von Glukose zum Medium die phototaktische Motilitat durch die vermehrte Ener-

giebereitstellung und/oder erhéhte EPS-Produktion (Bhaya et al., 2006).
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1.2.2 TypelV Pili

Die Zelloberfliche vieler einzelliger Cyanobakterien ist dicht mit haardhnlichen Anhdn-
gen, sogenannten Pili, besetzt (T. Vaara, 1982). Diese konnen bei Synechocystis in die
~6-8 nm dicken und >2 pm langen, flexiblen thick pili und die zahlreicheren, biirsten-
artigen ~2-3nm starken und 0,5-1 pm langen thin pili unterschieden werden (Abb. 1)
(Bhaya et al., 2000). Nur die thick pili sind essenziell fiir die twitching motility von Sy-
nechocystis (Bhaya et al., 1999). Thr Aufbau aus Pilin-Untereinheiten sowie die an der Bi-
ogenese beteiligten Proteine sind homolog zu den T4P anderer Gram-negativer Bakterien

(Bhaya et al., 2000; Yoshihara et al., 2001).

Abb. 1: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der Pili von Synechocystis. Die thick
pili (schwarzer Pfeil) und thin pili (weiBer Pfeil) sind markiert (Aufnahme aus Bhaya et al., 2000).

Eine Vielzahl von Studien und Vergleiche mit der gut untersuchten twitching motility von
Pseudomonas aeruginosa (von hier an P. aeruginosa) ergeben dabei folgendes Model fiir
die Funktionsweise der T4P in Synechocystis (Abb. 2) (Yoshihara und Ikeuchi, 2004;
Burrows, 2012). Die strukturelle Hauptuntereinheit der T4P bildet das als major pilin be-
zeichnete Protein PilAl. Dieses wird ebenso wie die weiteren (potentiellen) Pilusunter-
einheiten — die minor pilins PilA2-PilA11* - als Prapilin synthetisiert und in der Cyto-
plasmamembran verankert. Nachdem der N-Terminus (das sogenannte leader peptide)

durch die Pripilinpeptidase PilD innerhalb einer Prépilin-spezifischen Signalsequenz ab-

? Die Funktion der verschiedenen minor pilins in Synechocystis ist unbekannt und es ist nicht geklart, ob sie
in den Pilus integriert werden. Fiir die twitching motility sind lediglich PilA9-PilA11 essentiell.
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getrennt wird, polymerisieren die PilA-Untereinheiten in Folge einer Konformationsén-
derung des integralen Membranproteins PilC auflerhalb der inneren Membran. Dieser
energieabhidngige Schritt wird durch die Sekretions-ATPase PilB1° (siehe 1.2.3) angetrie-
ben. Der sich verlingernde Pilus wird durch einen Porenkomplex aus PilQ und weiteren
Proteinen {iber die duflere Membran transportiert und kann sich (iiber einen unbekann-
ten Mechanismus) an eine feste Oberfliche heften. Die eigentliche Bewegung der Zelle in
Richtung des Anheftungspunktes erfolgt durch die anschlieflende Depolymerisation und
Verkiirzung des Pilus mittels einer zweiten Sekretions-ATPase, welche sich aus PilT1

und/oder PilT2 Monomeren zusammensetzt.

Neben der Motilitdt sind die T4P in Synechocystis noch an der Aufnahme exogener DNA
im Rahmen der natiirlichen Kompetenz beteiligt (Yoshihara et al., 2001) und spielen
wahrscheinlich ebenfalls eine Rolle bei der Anheftung an andere Zellen und abiotische
Oberfldchen, der Biofilmbildung, der Infektion durch Phagen und bei der Elektronen-
tibertragung durch sogenannte "nanowires" (Mattick, 2002; Gorby et al., 2006).

? Neben pilBI (slr0063) kodiert auch pilB2 (sir0079) fiir ein PilB-Homolog. Dieses ist fiir die Pilusbiogenese
und Motilitat aber nicht relevant.
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Abb. 2: Modell der Type IV Pili und der regulatorischen Proteine in Synechocystis. Die Lokalisation
und die Interaktion der einzelnen Komponenten wurden aus Vergleichen mit den T4P und Chemotaxis-
proteinen anderer Gram-negativer Bakterien abgeleitet (vgl. 1.2.2). Die Gene fir Proteine der Pilus-Basis
(gelb) und des Porenkomplexes (beige) sind in vielen Cyanobakterien jeweils in einem Operon organi-
siert. Bisher wurde kein PilP-Homolog in Synechocystis identifiziert, welches den Proteinkomplex der
Cytoplasmamembran mit der Pore in der duBeren Membran verbindet. Die Sekretions-ATPase PilB1 ist
fur die Extension und PilT1 fiir die Retraktion des Pilus verantwortlich (vgl. 1.2.3). Eine Erlauterung der
regulatorischen Proteine findet sich in Abschnitt 1.2.4. Die Pfeile sind entsprechend der durch Photo-
konversion hervorgerufenen unterschiedlichen Absorptionsmaxima der Photorezeptoren eingefarbt.
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1.2.3 Die Sekretions-ATPasen

Die Sekretions-ATPasen PilB und PilT gehoren zu der Familie der type II/IV secretion
NTPases* (Planet et al., 2001). Proteine dieser Familie sind die molekularen Motoren fiir
den Proteintransport tiber die duflfere Membran durch Typ II- und Typ IV Sekretions-
systeme (T2SS bzw. T4SS) und der Assemblierung der T4P in Gram-negativen Bakterien,
wie auch der Assemblierung der Flagellen von Archaeen durch evolutiondr verwandte
Sekretionsapparate (Peabody, 2003). Kristallstrukturanalysen haben gezeigt, dass diese
Proteine aus einer N-terminalen Domidne (NTD) und einer C-terminalen Domine
(CTD) aufgebaut sind und zu ringférmigen Hexameren assemblieren (Yeo et al., 2000;
Robien ef al., 2003; Yamagata und Tainer, 2007). Innerhalb der GspE/PilB - Unterfamilie
lassen sich weiterhin die hoch konservierten N2 und C1 Subdomaénen, die an der Doma-
nen-Interaktion beteiligt sind und eine ATP-Bindestelle formen, von den variablen N1-
und C2-Subdominen unterscheiden (Robien ef al., 2003). Die cytoplasmatischen Sekre-
tions-N'TPasen interagieren mit einem oder mehreren integralen Membranproteinen des
Sekretionsapparats an der inneren Membran (Sandkvist et al., 1995; Py et al., 2001;
Crowther et al., 2004), wobei im Falle der T4P wahrscheinlich eine dynamisch wechselnde
Interaktion von PilB oder PilT mit dem integralen Membranproteinkomplex um PilC er-
folgt (Chiang et al., 2005; Bulyha ef al., 2009). Ihre Funktion als molekularer Motor erfor-
dert die Bindung und Hydrolyse von ATP nahe der N2-C1-Kontaktfldche. Diese fithrt zu
einer Konformationsinderung des Proteins, die iiber die N1-Doméne auf den Membran-
proteinkomplex tibertragen wird und in dessen Folge eine hydrophobe Pilin Untereinheit
aus der inneren Membran in den sich verlaingernden (Pseudo-)Pilus integriert wird
(Crowther et al., 2005; Craig et al., 2006; Yamagata und Tainer, 2007). Eine spezifische

Funktion fiir die variable C2-Domiine wurde bisher nicht beschrieben.

* PFAM: PF00437 (T2SE); oftmals auch als traffic ATPases bezeichnet
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1.2.4 Regulation der Pilusbiogenese und Phototaxis

Eine Vielzahl an Photorezeptoren, Proteinkinasen, sekundiren Botenstoffen und weite-
ren Faktoren sind an der Signaltransduktion, welche die Pilusbiogenese und die Motilitdt
steuert, beteiligt (Abb. 2). Bedingt durch die Komplexitit der Regulation wird diese aber

nur in Ansitzen verstanden.

Der alternative o-Faktor SigF ist sowohl fiir die Biogenese der T4P als auch der thin pili
essenziell (Bhaya et al., 1999) und fiir die Transkription des Pilin PilA1 verantwortlich
(Asayama und Imamura, 2008). Dariiber hinaus wurden mehrere Serin/Threonin-Kina-
sen (SpkA, SpkB und SpkE) mit der Transkription der Pripiline und deren posttranslati-
onaler Modifikation in Verbindung gebracht (Kamei ef al., 2001; Kamei ef al., 2003; Kim
et al., 2004; Panichkin et al., 2006).

Das Genom von Synechocystis codiert drei verschiedene Signaltransduktionssysteme
(tax1-3), die Homologien zu den Chemotaxis-Rezeptoren aufweisen, welche in vielen
Bakterien die Richtung der Flagellenrotation in Abhidngigkeit eines chemischen Stimulus
regulieren (einen detaillierten Uberblick iiber die Chemotaxis bietet Porter ef al., 2011).
Die cyanobakteriellen Systeme setzen sich aus dem Membranrezeptor TaxD, dem CheW-
Homolog TaxW, der Hybrid-Histidinkinase TaxAY, sowie den Antwortregulatoren
(response regulators) TaxY und TaxP zusammen. Gezielte Geninaktivierung zeigte, dass
das Tax3-System die Pilusassemblierung reguliert und das Tax1-System fiir die positive
Phototaxis erforderlich ist (Yoshihara et al., 2000; Bhaya, Takahashi, und Grossman,
2001; Yoshihara et al., 2002). Wihrend unbekannt ist, welches Signal TaxD1 rezipiert,
kann fiir TaxD3 eine Rolle als Blaulicht-Photorezeptor angenommen werden (Yoshihara
et al., 2004). Eine Funktion des Tax2-System in der Motilitdt von Synechocystis ist nicht

bekannt.

Ebenfalls an der Regulation der negativen Phototaxis sind die Lichtrezeptoren UirS und
PixD beteiligt. UirS aktiviert unter UV-Einstrahlung iiber eine Signalkaskade den
response regulator LsiR, welcher die Umkehr von positiver zu negativer Phototaxis be-
wirkt (Song et al., 2011). Durch Oligomerisierung reguliert der Blaulicht-Sensor PixD den
response regulator PixE, der ebenfalls an einer Umkehr der Phototaxis beteiligt ist

(Okajima et al., 2005; Yuan und Bauer, 2008).



Einleitung | 9

Dariiber hinaus sind die sekundiren Botenstoffe cAMP (cyclic adenosine monophos-
phate), sowie c-di-GMP (cyclic diguanylate monophosphate) an der Regulation der Moti-
litat beteiligt. Sowohl die cAMP synthetisierende Adenylatzyklase Cyal, als auch der
cAMP bindende Transkriptionsfaktor Sycrpl sind essenziell fiir das phototaktische Ver-
halten von Synechocystis (Terauchi und Ohmori, 1999; Yoshimura, Yoshihara, et al.,
2002). In einer Asycrpl-Mutante ist insbesondere die Transkription von zwei Operons
(slr1667-slr1668; slr2015-slr2018) beeintrdchtigt (Yoshimura, Yanagisawa, et al., 2002),
und es ist bekannt, dass die durch slr2015-slr2017 kodierten minor pilins PilA9, PilA10
und PilA11 fiir die Phototaxis unabdingbar sind (Bhaya et al., 2000). Interessanterweise
besitzen sowohl ApilA9-11-Mutanten, als auch eine AsycrpIl-Mutante thin pili und thick
pili auf der Zelloberfliche (Yoshimura, Yoshihara, et al., 2002; Yoshihara und Ikeuchi,
2004). Zudem zeigen Asycrpl und Acyal-Mutanten auf Zellebene weiterhin phototakti-
sches Verhalten, sind aber unféhig, in die makroskopisch sichtbare Phase 3 der Phototaxis
einzutreten (Bhaya ef al., 2006). Der sekundére Botenstoff c-di-GMP ist an der negativen
Regulation der Phototaxis durch Blaulicht beteiligt. Ein Anstieg des zellularen c-di-GMP
Spiegels durch die Blaulicht-abhingige Diguanylatzyklase-Aktivitit des Photorezeptors
Cph2 inhibiert die Phototaxis durch einen unbekannten Mechanismus (Savakis et al.,

2012).

1.3 Das RNA-Chaperon Hfq

Bereits 1968 wurde Hfq als Protein charakterisiert, welches einzelstrangige RNA bindet
und fiir die Replikation des Bakteriophagen QP in Escherichia coli (E. coli) notwendig ist,
woher sich auch der Name host _factor for RNA bacteriophage Q-beta ableitet® (Franze de
Fernandez et al., 1968; Shapiro et al., 1968; Franze de Fernandez et al., 1972). Es kristalli-
sierte sich allerdings erst im Laufe der letzten 15 Jahre heraus, dass Hfq zur weitverbrei-
teten Familie der RN A-bindenden LSm-Proteine ("like Sm") gehort und in vielen bakte-

riellen Phyla eine wichtige Rolle innerhalb der posttranskriptionellen Genregulation

> Hfq wird vor allem in frithen Publikationen auch als HE-I (host factor I) bezeichnet.
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durch kleine trans-codierte RNAs spielt. Neben der Bindung von RNAs ist aber auch die

Interaktion von Hfq mit anderen Proteinen an dieser Art der Genregulation beteiligt.

1.3.1 Struktur und RNA-Bindung

Hfq gehort zur evolutiondr sehr alten Familie der LSm-Proteine, die in allen drei Doma-
nen des Lebens konserviert sind, und deren charakteristisches Merkmal die Assemblie-
rung zu ringférmigen Oligomeren mit der Fahigkeit zur RNA-Bindung ist. Damit einher
geht ihre wesentliche Rolle bei der Prozessierung und Degradierung von RNAs (Beggs,
2005; Wilusz und Wilusz, 2005). Die prototypischen Vertreter dieser Familie sind die eu-
karyotischen Sm-Proteine, welche zu Heteroheptameren assemblieren und zusammen
mit den snRNAs (small nuclear RNAs) als zentrale Bestandteile der Spleiflosomen an der
Reifung eukaryotischer pra-mRNAs mitwirken. Die Quartirstruktur und RNA-Bin-
dungseigenschaften der LSm-Proteine werden durch zwei als Sm1 und Sm2 bezeichnete
Sequenzmotive und der durch diese bedingten hoch konservierten Tertidrstruktur, dem
sogenannten Sm-fold, bestimmt (Hermann ef al., 1995; Khusial et al., 2005). Diese Struk-
tur besteht aus einer N-terminalen a-Helix (a,), gefolgt von einem fiinfstrdngigen, anti-
parallelen B-Faltblatt (B.s), welches eine B-barrel Topologie aufweist (Abb. 3 a). Dabei um-
fasst das Sm1 Motiv die Faltblatter f,3 und das durch eine nicht konservierte Aminosiu-
resequenz variabler Linge verbundene Sm2 Motiv die Faltblitter 4.s. Wiahrend Amino-
sduren (AS) des Sm1 wie auch des Sm2- Motivs an der RNA-Bindung beteiligt sind (Abb.
4.), spielen Interaktionen zwischen AS der Sm2 Motive benachbarter Monomere wahr-
scheinlich eine entscheidende Rolle fiir die Oligomerisierung des Apoproteins (Abb. 3 b)
(Kambach et al., 1999; Collins et al., 2001).

Verschiedene Studien zeigten, dass ungefahr die Hilfte aller sequenzierten Bakterienge-
nome fiir Hfq-Homologe kodieren (Sun et al., 2002; Valentin-Hansen ef al., 2004) und
diese strukturell und funktionell mit den LSm-Proteinen aus Eukaryoten und Archaeen
verwandt sind (Meller et al., 2002; Zhang et al., 2002). Im Gegensatz zu anderen LSm-
Proteinen weisen die bakteriellen Hfq-Proteine aber eine abweichende AS-Konservierung
innerhalb des Sm2-Sequenzmotivs auf und assemblieren zu Homohexameren. Diese ha-

ben einen Durchmesser von ~ 70 A und eine Dicke von ~ 25 A und umschlieflen eine



Einleitung | 11

zentrale Pore von ~ 8-12 A (Brennan und Link, 2007). In E. coli und vielen anderen Bak-
terien ist das Hfq Protein zudem um eine variable C-terminale Region verldngert. Deren
Einfluss auf die RNA-Bindung und Riboregulation ist allerdings umstritten (Vecerek et
al., 2008; Olsen et al., 2010).

Abb. 3: Struktur bakterieller Hfq Proteine. Bandermodell eines E. coli Hfq (a) Monomers und des (b)
Hexamers (PDB: 1HK9)®. Neben der a-Helix (rot) sind die Sm1- (blau) und Sm2- (violett) Sequenzmotive
eingefarbt.

Das ringformige Hfq-Hexamer besitzt drei Oberflichen zur Bindung von RNAs. Dies
sind zum einen die proximale Seite, an welcher die N-terminale a-Helix exponiert ist, die
gegeniiberliegende distale Seite sowie der laterale Auflenbereich des Ringes (Abb. 4 a, b).
Die Co-Kristallisation” von Hfq-RNA Komplexen und Mutationsanalysen von einzelnen,
an der RNA-Bindung beteiligten AS trugen wesentlich zum Verstindnis dieser Interakti-
onen bei. Durch die Strukturanalyse von Staphylococcus aureus (hiernach S. aureus) Hfq
mit einem AUsG Oligoribonukleotid konnte gezeigt werden, dass einzelstrangige, AU-
reiche RNA-Sequenzen auf der proximalen Seite gebunden werden (Schumacher ef al.,
2002). Die meisten der an der RNA-Bindung beteiligten AS sind Teil der Sm1 und Sm2-
Motive und in den Schleifen zwischen B, und s sowie B4 und (s lokalisiert. Dabei bindet
jede Hfq-Untereinheit ein einzelnes Nukleotid, so dass sich die RNA kreisférmig um die

zentrale Pore anlagert. Diese "proximale Bindungstasche" spielt eine wesentliche Rolle bei

¢ Samtliche Proteinstrukturen wurden mit PyMOL generiert.
7 Der Verstandlichkeit halber wird in dieser Arbeit oftmals das lateinische Prifix ,,Co“ anstelle der deut-

schen Wortzusammensetzung ,,Ko-“ verwendet.
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der Erkennung und Bindung der Uridin-reichen 3'-Enden, {iber die viele SRNAs in Folge
einer Rho-unabhingigen Termination verfiigen (Sauer und Weichenrieder, 2011). Ent-
sprechend beeintrichtigen die Verkiirzung der Uridin-reichen 3'-Enden von sRNAs
(Otaka et al., 2011) sowie die gezielte Mutation einzelner AS der proximalen Bindungs-
tasche die Bindung von sRNAs durch Hfq (Mikulecky et al., 2004; Zhang et al., 2013).
Dariiber hinaus sind geladene AS auf der lateralen AufSenfliche des Hexamers ebenfalls
an der sRNA-Bindung durch Hfq beteiligt (Mikulecky et al., 2004; Sauer et al., 2012;
Zhang et al., 2013). Die distale Seite von Hfq ist dagegen essenziell fiir die Bindung von
mRNAs und Poly(A)-reichen RNAs (Mikulecky et al., 2004; Zhang et al., 2013). Die Kris-
tallstruktur von E. coli Hfq im Komplex mit einem Poly(A) Oligoribonukleotid (Link et
al., 2009) und die Sequenzanalyse verschiedener Hfq-abhéngig regulierter mRNAs (Beisel
et al., 2012; Salim et al., 2012) fithrten zu der Auffassung, dass fiir die RNA-Bindung auf
der distalen Seite von Hfq Poly(A-R-N)3-Sequenzmotive eine entscheidende Rolle spie-

len.

8 A = Adenin, R = Purin; N = beliebiges Nukleotid
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E. coli VVRBSRPVSHHSNNAGGGTSSNYHHGSSAQNTSAQQDSEETE
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N. meningitidis | VRARSVNLQHENRPQAAPASTLVQVETVQQPAE---- - - -
A. aeolicus | VEHERLE | EFEEAGVPGQG------=---ccccccemcuan-
B. subtilis FABOKNBQBELE---------c-ccccccccccccccacan-"
S. aureus GKQHL | YTVETEGQASTEBSEE-------ccccccccccccccccaan-
T. maritima | |IBSSYVMLMPKKQETAQEAETSENEGS------=-=-=-=---
L. interrogans | IBAK| IKLYTEEAKDNKDAAQG- - = - === ====cccou--
G. diazotrophicus VMBATPVVLFDPSRTEGATVDLTEKDLAGDADLL-------

Synechocystis 6803

distal

proximal lateral

Abb. 4: Sequenzvergleich und RNA-Bindestellen bakterieller Hfq Proteine. (a) AS-Sequenz-Align-
ment® bakterieller Hfq Proteine. Zunehmende Sequenzidentitat ist durch dunklere Grauschattierung
gekennzeichnet. Die Sekundarstruktur von E. coli Hfg (UniProt: POA6X3) ist dem Alignment vorange-
stellt und die Sm-Sequenzmotive sind durch graue Rahmen gekennzeichnet. AS Positionen, welche
nach Wang et al. (2013) und Sauer et al. (2012) an der RNA-Bindung in E. coli Hfq beteiligt sind, wurden
farbig eingerahmt (griin = proximale Bindestelle, blau = laterale Bindestelle, gelb = distale Bindestelle).
(b) Oberflachenmodell des Hfg-Hexamers im Komplex mit AUsA und A; RNAs (PDB: 4HT9). Die RNA-
Bindungsstellen sind farblich hervorgehobenen.

? Soweit nicht anders angegeben wurden alle Sequenz- Alignments mit ClustalW2 erstellt und mit Jal-

View visualisiert.
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1.3.2 Hfg-abhangige posttranskriptionelle Genregulation

Prokaryoten nutzen eine Vielzahl von Regulationsmechanismen, die auf nicht-kodieren-
den RNAs (non-coding RNAs; ncRNAs) oder den nicht-kodierenden Bereichen von
mRNAs (untranslated region; UTRs) beruhen und ebenfalls auf Ebene der RNA ihre Wir-
kung entfalten (Waters und Storz, 2009; Gottesman und Storz, 2011). Hierunter fallen die
crRNAs der CRISPR/Cas-Systeme', die exogene RNA- oder DNA-Molekiile spezifisch
erkennen und degradieren konnen, regulatorische Bereiche innerhalb der nicht transla-
tierten Regionen von mRNAs, wie Riboswitches und RNA-Thermometer, sowie kleine
regulatorische RNAs die ihre Funktion {iber die Bindung von Proteinen oder anderen
RNAs ausiiben. Bei den letztgenannten RNAs, die {iber Basenpaarungen mit Ziel-RNAs
ihre Funktion erfillen, unterscheidet man cis-codierte antisense RNAs (asRNAs) von den
trans-kodierten kleinen regulatorischen RNAs (small RNAs; sRNA). Wihrend die asR-
NAs zumeist vollstindig komplementdr zu einer einzigen Ziel mRNA sind, erkennen die
kleinen (50-500nt), hdufig hoch strukturierten sRNAs oftmals unterschiedliche Ziel-
mRNAs iiber kurze Sequenzabschnitte (seed region) und konnen lediglich imperfekte Ba-

senpaarungen mit diesen eingehen.

Das RNA Chaperon Hfq ist eine zentrale Komponente in der posttranskriptionellen Gen-
regulation durch diese trans-kodierten sRNAs. Es bindet sowohl sRNAs, wie auch ihre
Ziel mRNAs und ist fiir die Basenpaarungen zwischen den beiden RNA-Stringen mit
eingeschrankter Komplementaritit in vielen Fillen zwingend notwendig. Mechanistisch
kann dies sowohl durch Strukturinderung der gebundenen RNAs (Geissmann und
Touati, 2004; Ribeiro et al., 2012) als auch durch eine Erhohung der lokalen Konzentra-
tion und Steigerung der Assoziationsrate der interagierenden RNAs erklart werden
(Brescia et al., 2003; Soper et al., 2011). Die Regulation der Genexpression durch Hfq-
abhingige SRNAs kommt auf verschiedenen Wegen auf Ebene der Translation und der
RNA Stabilitit zustande (Aiba, 2007; Frohlich und Vogel, 2009). Einerseits kann die Bil-
dung einer SRNA:mRNA-Duplex, welche in den meisten Fillen innerhalb der ribosoma-

len Bindestelle (RBS) der 5-UTR der mRNA erfolgt, die Bindung der ribosomalen 30S-

10 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats und CRISPR-associated (cas) Gene
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Untereinheit und damit die Translationsinitiation und die Proteinbiosynthese verhin-
dern (Abb. 5 a). Strukturdnderungen der 5'-UTR in Folge der Duplexbildung kénnen an-
dererseits die RBS iiberhaupt erst fiir die Ribosomen zuginglich machen und hierdurch
die Genexpression erhohen (Abb. 5 b). Dariiber hinaus kénnen Ribonuklease (RNase)-
Schnittstellen in den Hfq:RNA-Komplexen oder einer SRNA:mRNA-Duplex maskiert
bzw. fiir die Degradation durch RNasen prisentiert werden (Abb. 5 ¢, d). So werden bei-
spielsweise einige SRNAs durch Hfq stabilisiert, wihrend mRNAs oftmals nach der Bil-
dung einer SRNA:mRNA-Duplex (z.T. zusammen mit der korrespondierenden sRNA)
durch RNase E degradiert werden (Massé et al., 2003; Prévost et al., 2011). Hfq kann die
RNA-Degradation auflerdem durch die Regulation der Polyadenylierung und des daran
gekoppelten exonukleolytischen Abbaus in 3'-5' Richtung beeinflussen (Abb. 5 e)
(Hajnsdorf und Régnier, 2000; Folichon et al., 2003; Mohanty et al., 2004; Folichon et al.,
2005).

Die Hfq-abhéngige posttranskriptionelle Genregulation wurde tiberwiegend in Gram-ne-
gativen Proteobakterien untersucht. Hfq bindet iiber 30 % der ca. 100 bekannten sSRNAs
in den Modellorgansimen E. coli und Salmonella enterica sowie eine grofle Zahl an
mRNAs (Zhang et al., 2003; Sittka et al., 2008). Die Inaktivierung von hfg in diesen Bak-
terien fiihrt zu pleiotropen physiologischen Effekten, wie z. B. verminderten Wachstums-
raten, eingeschrinkter Stresstoleranz, defekter Motilitat, veranderter Biofilmbildung so-
wie einer attenuierten Pathogenitit in den meisten virulenten Stimmen (Chao und Vogel,
2010; Sobrero und Valverde, 2012). Auf Grund der begrenzten Anzahl experimenteller
Studien war die Rolle von Hfq in Gram-positiven Bakterien lange ungewiss. Mittlerweile
wurden jedoch auch in dieser Bakteriengruppe die Bindung von sRNAs durch Hfq und
Hfq-abhingige Genregulation gezeigt (Nielsen et al., 2010; Dambach et al., 2013) und
eine Funktion von Hfq innerhalb der Stresstoleranz und Virulenz nachgewiesen
(Christiansen et al., 2004; Liu et al., 2010). Fiir die Ahnlichkeit der Gram-negativen und
Gram-positiven Hfq-Homologe spricht zudem, dass eine E. coli Ahfq Mutante durch die
heterologe Expression von Listeria monocytogenes Hfq komplementiert werden kann
(Nielsen ef al., 2010). Auf der anderen Seite kodieren eine ganze Reihe von sRNA expri-
mierenden Prokaryoten, wie z. B. Helicobacter pylori, Streptococcus pneumonia oder Pro-

chlorococcus sp. MED4, kein hfg Homolog. Das weist darauf hin, dass Hfq nicht generell
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tir die Funktion von sSRNAs benétigt wird (Axmann et al., 2005; Kumar et al., 2010;

Sharma et al., 2010)
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JL/J\’@
Ty

mRNA degradation

Abb. 5: Verschiedene Funktionen von Hfq innerhalb der posttranskriptionellen Genregulation.
(a) Eine Hfg-abhangige sRNA kann durch Basenpaarung mit der RBS einer Ziel-mRNA die Bindung der
ribosomalen Untereinheiten blockieren und so die Translation verhindern. (b) Sekundarstrukturen in-
nerhalb der 5-UTR einer Ziel-mRNA, welche die Ribosomenbindung blockieren, kdnnen durch Basen-
paarung mit einer Hfg-abhdngigen sRNA aufgehoben werden, so dass es zur aktiven Translation
kommt. (c) Hfq kann Ribonuklease-Schnittstellen (zumeist einzelstrangige RNase E-Schnittstellen inner-
halb der sRNAs) maskieren (d) oder aber Schnittstellen in sSRNA:mRNA-Duplexen fiir Ribonukleasen zu-
ganglich machen und so eine (Co-)Degradation der RNA(s) beglinstigen. (e) Hfq kann die Polyadenylie-
rung von mRNAs durch Poly(A)-Polymerase stimulieren und so den daran gekoppelten exonukleolyti-
schen Abbau hervorrufen. Abbildung aus Vogel und Luisi (2011).
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1.3.3 Protein-Interaktionspartner und Lokalisation

Im Gegensatz zu den Untersuchungen der Bindung von RNA durch Hfq, gibt es ver-
gleichsweise wenige Arbeiten zur Interaktion von Hfq mit anderen Proteinen. Lediglich
durch Studien in E. coli ist bekannt, dass Hfq mit einer ganzen Reihe von Proteinen in-
teragiert, die am RNA-Metabolismus beteiligt sind. So rekrutiert Hfq RNase E und andere
Proteine des Degradosoms, um gebundene RNAs zu degradieren (Morita et al., 2005;
Worrall et al., 2008; Ikeda et al., 2011), und reguliert im Komplex mit Poly(A)-Polymerase
(PAP I) und Polynukleotid-Phosphorylase (PNPase) die Polyadenylierung und den Ab-
bau von mRNAs und sRNAs (Mohanty et al., 2004; De Lay und Gottesman, 2011). Hfq
ist ebenfalls an der Regulation der Transkription beteiligt. So beeinflusst Hfq die Termi-
nation der Rho-abhéngigen Transkription durch Interaktion mit dem Faktor Rho (Rabhi
et al., 2011) und interagiert mit der RNA-Polymerase iiber das ribosomale Protein S1
(Sukhodolets und Garges, 2003; Windbichler et al., 2008). Des Weiteren wurde durch
umfangreiche Interaktionsstudien klar, dass Hfq direkt oder indirekt mit tiber 30 Protei-
nen in diversen (Multi-)Proteinkomplexen interagiert (Butland ef al., 2005; Arifuzzaman
et al., 2006). Die molekularen Grundlagen dieser Interaktionen sind aber bisher noch
weitgehend unbekannt. Wahrend fiir RNase E, PAP I und PNPase eine Interaktion mit
Hfq selbst nach einem rigorosen RNase-Verdau nachgewiesen werden konnte, so beein-
flusst die Anwesenheit von RNA dennoch die Ausbildung der o.g. Hfg-Protein-Komplexe
in vitro. Insbesondere ist nicht geklért, welche Bindungsstellen und AS von Hfq an diesen

Proteininteraktionen beteiligt sind.

Verschiedene Studien, in denen die subzelluldre Lokalisation von Hfq in E. coli unter-
sucht wurde, kamen zu keinem eindeutigen Ergebnis. Wéhrend in frithen Studien eine
Lokalisation im Bereich des Nukleoids oder im umgebenden Zytoplasma beschrieben
wurde (Kajitani et al., 1994; Azam et al., 2000), ergab eine spétere Studie, dass ein grofler
Teil der Hfg-Proteine mit der Zellmembran assoziiert ist (Diestra et al., 2009). Aktuelle
Untersuchungen zeigen eine Co-Lokalisation von Hfq mit anderen Proteinen des RNA-
Metabolismus in spiralférmigen Strukturen entlang der Zellperipherie (Taghbalout et al.,
2014). Die Lokalisation von Hfq an der bakteriellen Membran wird auch durch die Be-
obachtung gestiitzt, dass die Hfq-abhingige Regulation des ptsG Transkripts von der

Membranlokalisation der mRNA und der co-translationalen Translokation des Proteins
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abhingig ist (Kawamoto ef al., 2005). Allerdings ist weiter ungeklért, welche Faktoren zu
einer spezifischen und méglicherweise dynamischen subzelluliren Lokalisation von Hfq

beitragen.

1.3.4 Hfqund sRNAs in Cyanobakterien

Die Sequenzen bekannter Hfq-Homologe aus Cyanobakterien sind intern hoch konser-
viert, unterscheiden sich aber substanziell von den Sequenzen anderer bakterieller Hfq
Proteine (Valentin-Hansen ef al., 2004). Die Auflosung der Kristallstruktur von Hfq aus
Synechocystis und Nostoc sp. PCC 7120 zeigte jedoch, dass die cyanobakteriellen Hfq-
Proteine eine klassische Sm-Faltung aufweisen und die typische homohexamere
Ringstruktur eingehen (Boggild et al., 2009). Die elektrochemischen Eigenschaften der
Proteinoberfliche und insbesondere der proximalen RNA-Bindungstasche von Synecho-
cystis Hfq unterscheiden sich wiederum von den Eigenschaften der bisher untersuchten
Hfq-Proteine. Weiterhin bindet das Protein bekannte Hfq-bindende sSRNAs aus Entero-
bakterien nur mit sehr geringer Affinitdt und ist nicht geeignet, eine E. coli hfq Mutante
zu komplementieren (Beggild et al., 2009). Die erste umfassende Analyse der Funktion
von Hfq in einem Cyanobakterium wurde von Dr. Dennis Dienst in dem Modellorganis-
mus Synechocystis durchgefiithrt (Dienst ef al., 2008; Dienst, 2010). Auffilliges Merkmal
einer Ahfg-Mutante waren die Abwesenheit der T4P und die Abnahme der thin pili an
der Zelloberfliche sowie der damit einhergehende Verlust der phototaktischen Motilitét
und natiirlichen Kompetenz (Abb. 6 a, b). Dariiber hinaus konnte durch Microarray-
Analysen eine verdnderte, zumeist reduzierte Transkriptakkumulation von 31 mRNAs in
der Ahfg-Mutante nachgewiesen werden. Darunter befanden sich die Transkripte des
slr2015-slr2018 Operons (PilA9-PilA11) sowie weitere Transkripte, die durch den cAMP-
abhingigen Transkriptionsfaktor Sycrpl kontrolliert werden und damit einen direkten
Bezug zur Motilitdt (nicht aber zur Pilusbiogenese) haben (vgl. 1.2.4). Au8erdem wurden
durch ein tilingarray zwei Hfq-abhédngige putative SRNAs (Hprl und Hpr3) identifiziert,
deren Akkumulation und im Fall von Hpr3 auch Prozessierung Hfq-abhidngig sind (Abb.
6 ¢). Zwar konnte in einem Gelshift-Experiment eine Interaktion zwischen Hpr3 und Hfq
nachgewiesen werden, deren Affinitét lag aber um mehrere Groflenordnungen unter der

Affinitdt bekannter SRNA-Hfq Interaktionen aus E. coli. Die Untersuchung von Ahprl
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und Ahpr3 Deletionsmutanten bzw. einem Hpr3 Uberexpressor legen aber nahe, dass sie
nicht an der Regulation der Motilitdt und Pilusbiogenese beteiligt sind (teilweise unver-
offentlichte Daten). Auch eine anderweitige Funktion dieser sSRNAs ist nicht bekannt.
Neben den beiden genannten Hprs sind in den letzten Jahren viele weitere SRNAs in Sy-
nechocystis identifiziert worden (Georg et al., 2009; Voss et al., 2009; Mitschke et al.,
2011). An welchen Regulationsvorgingen diese beteiligt sind und inwieweit Hfq dabei

eine Rolle spielt, ist aber weitgehend ungeklart.

@ ® ©§§

WT Ahfq WT Ahfq

gz
' .~ |Hpr3

Abb. 6: Phanotyp einer Ahfq Mutante von Synechocystis. (a) Transmissionselektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen von negativkontrastierten Zellen zeigen den Verlust der T4P an der Zelloberflache der
Ahfq Mutante (schwarzer Balken = 0,5 um). (b) Der Verlust der phototaktischen Motilitatim Ahfg Stamm
lasst sich in einem Phototaxis-Assay nachweisen (c) Die verdanderte Transkriptakkumulation der sSRNA
Hpr3 im Northern Blot (Abb. a, c: modifiziert nach Dienst (2010)) .

Die einzige weitere funktionelle Analyse eines cyanobakteriellen Hfq-Homologs erfolgte
in dem filamentdsen, stickstoftfixierenden Cyanobakterium Nostoc sp. PCC7120. In die-
sem Stamm ist Hfq an der Regulation der Stickstoffassimilation beteiligt und die Deletion
von hfq tithrte im Gegensatz zum Wildtyp (hiernach WT) zu einer Differenzierung von
Heterozysten'' in Anwesenheit von Nitrat (Puerta-Fernandez und Vioque, 2011). Im
Vergleich zu den weit reichenden Effekten einer Inaktivierung von hfg in vielen anderen
Bakterien, zeigen Ahfg Mutanten in Cyanobakterien nur zu relativ geringen phanotypi-
schen Verdnderungen. Insgesamt ist es daher fraglich, inwieweit Hfq innerhalb der
Cyanobakterien eine zentrale Rolle fiir die posttranskriptionelle Genregulation spielt und

ob die Fihigkeit zur RNA-Bindung konserviert ist.

! Differenzierte Zellen innerhalb eines Filaments, die auf die Fixierung von molekularem Stickstoff spezi-
alisiert sind.
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Die bisherigen Studien zur Funktion des RNA-Chaperons Hfq in Synechocystis legten
nahe, dass die phototaktische Motilitit bzw. die Pilusbiogenese der T4P in diesem Orga-
nismus durch einen Hfq-abhdngigen posttranskriptionellen Regulationsmechanismus
gesteuert wird. Es war allerdings nicht bekannt, welche regulatorischen sSRNAs daran be-
teiligt sind. Ebenso wenig war geklart, welche Ziel-Gene eines solchen Regulationspro-

zesses letztendlich den Verlust der T4P verursachen.

Ausgangspunkt dieser Arbeit war daher die Analyse eines Transkriptom-weiten
Microarrays zur Detektion von Hfq-abhingigen sRNAs, die den Einfluss von Hfq auf die
phototaktische Motilitat erkldren konnen. Angesichts der atypischen Eigenschaften der
putativen RNA-Bindestellen von Synechocystis Hfq stellte des Weiteren die Identifizie-
rung von funktionellen AS ein zentrales Ziel dieser Arbeit dar. Dafiir wurden verschie-

dene Hfq-Varianten mit AS-Austauschmutationen charakterisiert.

Weiterhin wurde nach moglichen Protein-Interaktionspartnern von Hfq gesucht, da
nicht auszuschlieflen war, dass solche einen entscheidenden Einfluss auf die Hfq-Funk-
tion haben. Dabei konnte eine Assoziation von Hfq mit der Sekretions-ATPase PilB1
nachgewiesen werden. In Folge dessen sollten die funktionelle Relevanz dieser Interak-
tion, sowie ihr Einfluss auf die subzellulare Lokalisation von fluoreszenzmarkierten Hfq-

Varianten genauer untersucht werden.
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2 Material & Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien und Gerate

Fiir alle Puffer und Losungen wurde ausschlieSlich Wasser (H.O) verwendet, welches
durch ein Milli-Q Integral Water Purification System von MERCK MILLIPORE (Darmstadt)
gereinigt wurde. Soweit nicht gesondert angegeben, wurden die verwendeten Chemika-
lien und Reagenzien von den Firmen CARL ROTH (Karlsruhe) oder SIGMA-ALDRICH
(Taufkirchen) bezogen. Die Namen und Bezugsquellen von Enzymen und Kits sind in
den entsprechenden Unterkapiteln angegeben. Soweit dies notwendig erschien, werden
dort auch die Namen, Spezifikationen und Bezugsquellen von Geriten und Verbrauchs-
materialien genannt. Es besteht eine grof3e Wahrscheinlichkeit, dass genannte Unterneh-
men zum Zeitpunkt der Drucklegung von den Mutterkonzernen der deutschen Nieder-
lassungen von GE HEALTHCARE (Solingen) oder THERMO FISCHER SCIENTIFIC (Schwerte)

iibernommen worden sind ;)

2.1.2 Software und Datenbanken

DNA und Proteinsequenzen einzelner Gene wurden von CyanoBase (www.ge-
nome.microbedb.jp/cyanobase) oder der Protein Knowledgebase (UniProt)
(www.uniprot.org/) bezogen. Proteinstrukturen stammen aus der Protein Data Bank
(PDB) (www.rcsb.org/pdb). Fiir genomweite Analysen wurde auf die die Integrated
Microbial Genomes (IMG) bzw. die NCBI GenBank Datenbank zuriickgegriffen. Ver-

wendete Software ist in Tab. 1 aufgefiithrt und ihre Verwendung im Text vermerkt.

2.1.3 Mikroorgansimen

Zu Beginn der Arbeit vorliegende Synechocystis Stamme und kommerziell erwerbliche E.

coli und Saccharomyces cerevisiae (Hefe-) Stimme sind in Tab. 2 aufgefiihrt.



Tab. 1: Verwendete Software
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Name Adresse Referenz
PyMOL www.pymol.org/ The PyMOL Molecular Graphics Sys-
tem, Version 1.5.0.4 Schrodinger, LLC
Consurf www.consurf.tau.ac.il/ Ashkenazy et al. (2010)
Phyre2 www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/ Kelley und Sternberg (2009)
BLAST www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  Altschul et al. (1990); Camacho et al.
(2009)
HMMER www.hmmer.janelia.org/ HMMER 3.0, Howard Hughes Medical
Institute, distributed under GPLv3
Jalview www.jalview.org/ Waterhouse et al. (2009)
ClustalW2 www.clustal.org/ Larkin et al. (2007)
InterPro www.ebi.ac.uk/interpro/ Jones et al. (2014)
MEME www.meme.nbcr.net/meme/ Bailey und Elkan (1994)
Tab. 2: Verwendete Mikroorganismen
Name Beschreibung/relevanter Genotyp Referenz

Synechocystis sp. PCC6803

WT

Ahfq
Aycf34x
FLAG-ycf34

Motiler und durch natiirliche Kompetenz transformierbarer
Wildtyp Stamm, welcher urspriinglich von Prof. S. V. Shestakov
(Lehrstuhl fiir Genetik, Staatliche Universitat Moskau, Russ-
land) zur Verfiigung gestellt wurde

Insertionsmutante; ssr3341°, Cm®

Insertionsmutante; ssr1425  mit chromosomaler Py.;-FLAG-
Ycf34-Expressionskasette im pSK-Ort; Km®, Cm®

Saccharomyces cerevisiae

PJ69-4a

PJ69-4a

MATa trp1-901 leu2-3, 112 ura3-52 his-200 gal4A gal80A
LYS2:: GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2 :: GAL7-lacZ
MATa trpl-901 leu2-3, 112 ura3-52 his-200 gal4A gal80A
LYS2 :: GALI-HIS3 GAL2-ADE2 met2 :: GAL7-lacZ

Escherichia coli

DHb5a

J53 (RP4)

recAl, endAl, hsdR17(ry", my"), supE44, thi-1, gyrA96, relA,
phoA (phi) 80d lacZ(AM15)A(lacZYA-argF) U1690

R*, met, pro (RP4: Amp, Tc, Km, Tra*, IncP)

Kaneko et al., 1996
Trautmann et al.,

2012

Dienst et al., 2008
Wallner et al. 2012

James et al., 1996

James et al., 1996

Hanahan, 1983

Wolk et al., 1984




2.1.4 Verwendete Plasmide
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Zu Beginn dieser Arbeit vorliegende sowie kommerziell erwerbliche Plasmide sind in

Tab. 3 aufgefiihrt.

Tab. 3: Verwendete Plasmide

Name Beschreibung/relevanter Genotyp Referenz

pJET1.2 blunt-Klonierungsvektor; Amp® THERMO FISCHER S.
pUC4K Klonierungsvektor; Amp®, Km® Vieira und Messing (1982)
pDrive TA-Klonierungsvektor; Amp®, Km®? QIAGEN

pDrive-hfq pDrive-Derivat mit 1111bp kfg Insert; Amp~, Km® Dienst et al. (2008)
pVZz321 mobilisierbarer shuttle-Vektor; IncQ, mob*, Km?, Cm®  Zinchenko ef al., 1999

pVZ321-Strep

pUR

pSK9

pSK9-Km
pSDCO01
pSK-FLAG-ycf34

pXG10-SF

pEYFP-Hiss-Sp®

pGAD424

pGBTK

pVZ321 Derivat mit aadA-Kasette in Xbal; IncQ, mob*,
Km®, Cm®, Strep®

pVZ321-Derivat flr die Ppety gesteuerte Expression von
FLAG-Fusionsproteinen; IncQ, mob*, KmR,StrepR

Vektor fiir die chromosomale Integration einer Py ge-
steuerte Expressionkassette; Cm®, Amp®

pSK9-Derivat mit nptIl in EcoRl; Km®, Amp®
pSK9-Derivat mit oop-Terminator in BglIl; Cm*

pSK9-Derivat fiir die P,y gesteuerte Expression eines
FLAG-Ycf34-Fusionsproteins; Km®, Amp®

Vektor mit linker-gfp Sequenz; Cm®

Expressionsvektor mit eyfp aus pEYFP (CLONETECH);
Strep®, Km®

unveroffentlicht

Wiegard et al. (2013)

Kuchmina et al. (2012)

unveroffentlicht
Savakis ef al. (2012)
Wallner et al. (2012)

Corcoran et al. (2012)

Birungi et al. (2010)

GAL4 Aktivierungsdomane Vektor; GAL4(768-881)AD, CLONETECH

leu2, Amp®

GAL4 DNA-Bindedomane Vektor; GAL4(1-147)DNA-
BD, trpl, Km®

Yoshimura et al. (2004)

2.1.5 Synthetische Oligonukleotide

Synthetische Oligonukleotide wurden von SIGMA-ALDRICH, EUROFINS MWG OPERON

(Ebersberg) oder GATC BIOTECH (Konstanz) bezogen und sind in Tab. 4 aufgefiihrt.
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Tab. 4: Synthetische DNA-Oligonukleotide

Name

Sequence (5> 3’)

DNA-Oligonukleotidsonden

5S-rev
CRISPR1repeat
CRISPR1Spacer2
CRISPR2 5Strich
CRISPR2repeat
CRISPR2Spacer6
CRISPR3repeat
CRISPR3Spacer15

ACTTGGCATCGGACTATTGT
GTTTCAGTCCCGATCGCCGGGATTAGTAGAAGGAAAG
CTGATAGATCGTAGCGGAATGCTATGGGATGCCTTAGTT
TTAACGATTTGTTACGTACTGAAAACATAACAATAA
GTTTCAGTCCCCTGACGGGGAAAAGAGGGTGTTGAAC
TTGTCGAGCTTAGTAGTGTGGTTTCTTTGCCGGATAACG
AGGTTTCCAATCAATTAATTTCTCCTACGAGTGGAGAC
AACCAAAATGAGTTAATCTATCACGCATATTAATTTAAT

in vitro Transkriptsonden

Hprl11-P-fw
Hprll-rev-T7
Hpr3Y-fw
Hpr3-rev-T7
Hpr8-P-fw
Hpr8-rev-T7
slr1667-fw
slr1668-rev-T7
ssr2848-fw
ssr2848-rev-T7

Klonierungen
MI13-fw
M13-rev

ad4g

ad4g as
g91a_g92a_g93c
g91a_g92a_g93c_as
al27g cl128a
al27g_cl28a_as
gl30a_t132a
gl30a_tl132a_as
hfq-EcoRI-fw
hfq-BamHI-rev
hfq-Ndel-fw

ATGAGGGCAGGATTCAAAAA
TAATACGACTCACTATAGGGTTCGGAAACTAACCCTGTGC
GAAATTCCGGGATGTTTT
TAATACGACTCACTATAGGGGCACAACGAAGGCTTGCCGA
TTCCTAGGATGGGACTGTGC
TAATACGACTCACTATAGGGTCCAAGGCCTAGAAGCAAAA
CCCTAGTCGGTTTTGGCTCT
TAATACGACTCACTATAGGGGGCACTTGTTCGGCAATAAT
GCCCTCAAGCGGAAAATTAC
TAATACGACTCACTATAGGGATCGATAGGCGACGGACATA

GAGCGGATAACAATTTCACACAGG
GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA
CAGTGTCCGCCAAGTACGGCTTTTGATCAAGGATC
GATCCTTGATCAAAAGCCGTACTTGGCGGACACTG
GTGGAAATCAAACTACTAACGAACGATTCCCTCTTCGGCACCATT
AATGGTGCCGAAGAGGGAATCGTTCGTTAGTAGTTTGATTTCCAC
CACCATTCGTTGGCAAGATGACGATGGCCTAGGGCTA
TAGCCCTAGGCCATCGTCATCTTGCCAACGAATGGTG
TCGTTGGCAAGATACCAAAGGCCTAGGGCTAGTCG
CGACTAGCCCTAGGCCTTTGGTATCTTGCCAACGA
CAGAATTCAGCAGATTTGATAGC
GAGGATCCCTAACGGCGGGGAG
GCATATGAGCAGATTTGATAGCGGA
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Name

Sequence (5> 3’)

hfq-BglII-rev
FLAG-fw

FLAG-rev

synHfq_Ec_f
synHfq_Ba_r
synPilB_Sm_f
synPilB_366_Ps_r
synPilB_367_Sm_f{
synPilB_Ps_r
synPilB_633_Sm_f
synPilB_Al-r
synPilB_A1-f
synPilB_A2-r
synPilB_A2-f
hfqYFPNde
hfqYFPXho
eYFPXho
eYFPBgIII
Ndel-eYFP-fw
eYFP-EcoRI-rev
hfq-Eco-fw
hfq-BamHI-rev
XholI-L-sfGFP-fw
BglII-L-sfGFP-rev
Ndel-pilB-fw
Xhol-pilB-rev
sycrpl-EcoRI-fw
sycrpl-BamHI-rev
sl11533-fw
delta0845-BgllII-rev
delta0845-BglII-fw
s110823-rev

GAGATCTTTCTTGGATGCTCATGGG

TATGGATTATAAAGATCATGATGGCGATTATAAAGATCATGATATTGAT-
TATAAAGATGATGATGATAAAGG

TACCTTTATCATCATCATCTTTATAATCAATATCATGATCTT-
TATAATCGCCATCATGATCTTTATAATCCA

GCGAATTCATGAGCAGATTTGATAGC
GCGGATCCCTAACGGCGGGGAGTAATG
GCCCCGGGGATGACATCTTCCTCCTC
GCCTGCAGTTACCGGGCGGCCAATTCCC
GCCCCGGGGCCCTATGGCTTAATGTTGG
GCCTGCAGTTAGCTAAACCGGGAAGTC
GCCCCGGGGACCGGACTGGAGTCAGAAATGCG
CAGCCGTACGAGCGGTTAAAGCACTC
CCGCTCGTACGGCTGCGGCGGAACTGC
ATGGCATAGGGAGCATCAAGCCATTCC
GATGCTCCCTATGCCATGACTTCCCGG
CCATATGAGCAGATTTGATAGC
CCTCGAGACGGCGGGGAGTAATG
GCCTCGAGGTGAGCAAGGGCGAGGAG
GCAGATCTTTACTTGTACAGCTCGTC
CACATATGGTGAGCAAGGGC
GGAATTCCTTGTACAGCTCGTCCATG
CAGAATTCAGCAGATTTGATAGC
GAGGATCCCTAACGGCGGGGAG
CTCGAGGGATCCGCTGGCTCCG
AGATCTTTATTTGTAGAGCTCATCCATGC
CATATGACATCTTCCTCCTCTTCC
CTCGAGGCTAAACCGGGAAGTCATGC
ACTGCGGAATTCGGCACTAGTCCCCA
GCTGACGGATCCTCAGGAAATTAGATCTTC
GCTAAGCTTTCCAGCCAAAC
GACAGATTTCCTCCGAGATCTATCGTTGAGGGGAAGATGG
TTCCCCTCAACGATAGATCTCGGAGGAAATCTGTCCCCTA
TGCTGGGACTAATGGGGATA
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2.2 Kultivierungsbedingungen und Medien

2.2.1 Kultivierung von Synechocystis

Die Kultivierung von Synechocystis erfolgte bei 30°C in BG11-Fliissigmedium (Rippka et
al., 1979) unter Zusatz von 10 mM TES-Puffer (pH 8,0). Wenn nicht anders angegeben
wurden die Kulturen im Erlenmeyerkolben unter stindigem Schiitteln (150 rpm) bei ei-
ner konstanten Belichtung mit Weifllicht von ca. 50 pE - m™- s angezogen (Leuchtmittel:
Phillips MASTER TL-D Super 80 18W/840 oder Osram EL40 SS W/37). Fiir Versuche
mit Stimmen, die ein rekombinantes Genprodukt unter Kontrolle des Cu**-reprimierba-
ren pet] Promotors exprimieren sollten, wurde CuSOs-freies BG11 Medium verwendet.
Die Selektion von Mutanten und die Stammbhaltung erfolgte in Zellkulturschalen auf
BG11-Festmedium (BG11, 0,75 % (w/v) Agar, 0,15 % (w/v) Na,S,0s). Entsprechend der
in den verschiedenen Synechocystis Mutanten verwendeten Selektionsmarker wurden den
Medien Antibiotika in folgenden Konzentrationen beigemengt: 40 ug ml' Kanamycin
(Km), 7 ug ml"* Chloramphenicol (Cm), 10 ug ml" Streptomycin (Strep), 10 ug ml* Zeo-
mycin (Zeo). Fir die Stammsammlung wurden alle neu generierten Stamme in 1 ml Kryo-
medium (0,5x BG11, 8 % (v/v) DMSO) resuspendiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80 °C gelagert.

100 x BG11-Stammldsung (autoklaviert)
25mM CaCl2x 2 H20

3mM C¢HsO; (Zitronensaure)

1,77 M NaNOs3

30 mM MgSO4x 7 H20

0,3 mM Na2-EDTA

BG11-Kulturmedium (autoklaviert)

10 ml 1" 100 x BG11-Stamml6sung

1 mll" Na:COszStammldsung

I mll' K:HPOsx 3 H20 Stammlosung

1 mll* Fe (III) (NHa)2-Citrat Stammlésung
1 mll" Spurenelemente-Mix

10 ml I'* TES-Puffer (pH 8,0)

Spurenelemente-Mix (sterilfiltriert)
2,86 gl* H3BO:3

1,81 gl MnClx4 H20

0,222 g1* ZnSO4x 7 H20

0,390 g I'' NazMoO4x 2 H20

0,079 g1t CuSOsx 5 H20

0,049 g1 Co (NO3)2x 6 H20

Weitere Stammlésungen

190 mM Na2COs (autoklaviert)

180 mM KzHPOQO4x 3 H20 (autoklaviert)

30 mM Fe (IIT) (NHa)2-Citrat (sterilfiltriert)
1M TES-Puffer (pH 8,0)
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Antibiotika-Stammlo6sungen (sterilfiltriert)

40 mg ml Kanamycin

7 mg ml* Chloramphenicol (in Ethanol)
10 mg ml™* Streptomycin

10 mg ml* Zeomycin

2.2.2 Kultivierung von E. coli

E. coli Kulturen wurden in lysogeny broth Medium (LB) nach Lennox (CARL ROTH) bei
37°C kultiviert. Die Anzucht erfolgte entweder als Flissigkultur unter stindigem Schiitteln
(220 rpm) oder auf LB-Festmedium (LB, 1,5 % Agar) im Brutschrank. Entsprechend der
plasmid-kodierten Resistenzen wurden den Medien Antibiotika in den nachfolgend ge-
nannten Konzentrationen beigemengt: 20 pg ml"' Km, 24 ug ml"* Cm, 20 ug ml* Strep,
100 pug ml! Ampicillin (Amp).

Antibiotika-Stamml6sungen (sterilfiltriert)

20 mg ml™ Kanamycin

24 mg ml™! Chloramphenicol (in Ethanol)
20 mg ml™ Streptomycin

100 mg ml™ Ampicilin (in 50 % Ethanol)

2.2.3 Phototaxis-Assay

Motilitat und phototaktisches Verhalten verschiedener Synechocystis Mutanten wurde
auf modifiziertem BG11-Festmedium (0,5 % (w/v) Agar, 0,2 % (w/v) Glukose, 10 mM
TES, 0,15 % (w/v) Na,$;05) in einem Lichtgradienten untersucht. Dafiir wurden jeweils
3 ul Zellsuspension in gleichmafligen Abstinden auf eine quadratische BG11 Platte auf-
getropft und nach 2-3 d Inkubation unter diffusem Weifllicht (~50 uE m?s™) fir 7-10 d
unidirektional belichtet (<5 pE - m™? s™). Die entsprechenden Lichtverhiltnisse wurden
erreicht, indem die Platten in einer intransparenten Box mit einer einzelnen seitlichen

Offnung verpackt wurden.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmid-DNA fiir Klonierungsexperimente wurde durch die alkalische Lyse nach
Birnboim und Doly (1979) gewonnen. Zellen einer 5 ml Ubernachtkultur wurden durch
Zentrifugation (10 min, 3500 g, 4°C) geerntet, in 350 ul Puffer P1 resuspendiert und in
ein Eppendorfgefafl iiberfiihrt. Die alkalische Lyse erfolgte durch Zugabe von 350 pl Puf-
fer P2 und vorsichtigem Mischen. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden die Ansitze
durch 350 pl Puffer P3 neutralisiert und 15 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden
chromosomale DNA und Proteine abzentrifugiert (15 min, 16.000 g, 4°C), der Uberstand
in ein neues Eppendorfgefafs iberfithrt und die Plasmid-DNA durch Zugabe von 0,7x
Volumen Isopropanol bei -20°C fiir 2h gefillt. Die Plasmid-DNA wurde durch 30 min
Zentrifugation bei 4°C und 16.000 g sedimentiert, mit 500 l eiskaltem 75 %igem Ethanol
gewaschen und erneut abzentrifugiert (5 min, 16.000 g, 4°C). Das erhaltene DNA-Pellet
wurde anschlieflend bei RT getrocknet, in 30 bis 50 ul H,0 resuspendiert und bei -20°C
gelagert. Fiir die Praparation groflerer Mengen von low-copy Plasmiden auf Basis des
pVZ-Vektors wurden mehrere Ansétze parallel verarbeitet, die gewonnene Plasmid-DNA

anschlieflend vereinigt und durch eine erneute Isopropanolfillung aufkonzentriert.

Puffer P1 (pH 8,0)
50 mM Tris-HCl; 10 mM Na2EDTA; 100 pg ml” RNase A

Puffer P2
200 mM NaOH; 1 % (w/v) SDS

Puffer P3 (pH 5,5)
Kaliumacetat 3 M

2.3.2 Transformation von E.coli

Im Rahmen der verschiedenen Klonierungsstrategien wurden neu generierte Plasmide
mittels Hitzeschock in chemisch kompetente E. coli DH5a Zellen eingefiihrt. Hierfiir
wurde der vollstindige Ligationsansatz (siehe 2.3.7) mit 200 ul frisch auf Eis aufgetauten,
chemisch kompetenten Zellen (nach der Methode von Hanahan (1983)) gemischt und

nach 15 min Inkubation fiir 2 min einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Nach weiteren
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5 min auf Eis wurden die Zellen in 0,8 ml LB-Medium bei 37°C inkubiert. Die Inkubati-
onsdauer fiir high-copy Plasmide betrug 45 min, fiir low-copy Plasmide hingegen 90 min.
Anschlieflend wurden 100 pl der Kultur auf LB-Platten mit dem entsprechenden Antibi-
otikum ausplattiert und iiber Nacht (ii.N.) inkubiert. Transformanten wurden auf neue
LB-Platten {iberimpft und mittels Colony-PCR (siehe 2.3.5) bzw. Restriktionsanalyse
(siehe 2.3.6) tiberpriift.

2.3.3 Transformation von Synechocystis

Fiir die Transformation von Synechocystis nach Grigorieva und Shestakov (1982) wurden
10 ml einer exponentiell wachsenden Fliissigkultur (OD750am ~0,6-0,8) durch Zentrifuga-
tion fiir 5 min bei 3000 g und RT geerntet und zusammen mit 1 ug Plasmid-DNA in ca.
100 ul des Uberstands resuspendiert. Nach 4 h Inkubation bei RT unter indirektem Ta-
geslicht wurden die Zellen auf BG11-Festmedium ausplattiert und fiir 2 d bei 30°C unter
Weifllicht (~40 uE m™ s™') inkubiert. AnschlieSend wurden am Rand der Zellkulturschale
400 pl des selektiven Antibiotikums mit 1/5 der unter 2.2.1 angegebenen Standardkon-
zentration unter das Medium gegeben. Sobald nach 10-15 d Transformanten entlang ei-
nes schmalen Bandes optimaler Antibiotikumkonzentration sichtbar wurden, wurden
diese sukzessiv auf BG11-Festmedium mit steigender Antibiotikumkonzentration tiber-
impft bis die Standardkonzentration erreicht wurde. Abschlief}end wurde die korrekte
homologe Rekombination und vollstindige Segregation der Mutante durch eine PCR be-

statigt.

2.3.4 Konjugation von Synechocystis

Der Transfer von Plasmiden auf Basis des autonom replizierenden Vektors pVZ321 aus
E. coli DH50 Stammen in Synechocystis wurde iiber eine ,Drei-Eltern-Kreuzung“ mit
Hilfe des konjugativen Plasmids RP4 aus E. coli ]53-RP4 durchgefiihrt. Zu diesem Zweck
wurden je 250 pl einer Ubernachtkultur der beiden E. coli Stimme in 10 ml LB-Medium
ohne Antibiotikum bei 37°C fiir 180 min vermehrt, durch Zentrifugation fiir 5 min bei
RT und 1000 g geerntet und in 1 ml LB resuspendiert. Anschliefend wurden die beiden
E. coli- Stamme im Verhiltnis 1:1 gemischt, erneut bei RT und 1000 g fiir 5 min abzent-

rifugiert, das Pellet in 100 ul LB aufgenommen und fiir 1 h bei 30°C ohne zu schiitteln
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inkubiert. Nach Zugabe von ca. 1 ml einer WT Synechocystis-Kultur (OD7sonm 0,6-1,0)
zum E. coli-Ansatz wurde das Bakterienpellet bei RT und 1000 g fiir 5 min abzentrifugiert
und in 30 pl BG11 resuspendiert. Dieser Konjugationsansatz wurde auf eine HATF-Nit-
rocellulose Membran (SCHLEICHER & SCHULL, Dassel) aufgetropft, welche auf BG11/LB-
Festmedium (BG11 mit 5 % (v/v) LB-Medium) auflag. Nach 2 d Inkubation bei 30°C un-
ter Weif3licht (~40 uE m™ s') wurden die Zellen mit 100 pl BG11 vom HAFT-Filter ge-
waschen und Transkonjuganten auf BG11-Festmedium mit der Hilfte der unter 2.2.1 an-
gegebenen Antibiotikakonzentration selektioniert. Nach ca. 2 Wochen wurden resistente

Klone auf BG11-Platten mit normaler Antibiotikakonzentration tiberimptft.

2.3.5 Polymerase Chain Reaktion (PCR)

Die fehlerfreie Amplifikation von DNA fiir Klonierungen sowie die Amplifikation von
PCR-Fragmenten ohne A-Uberhang fiir die Synthese von RNA-Sonden mittels in vitro
Transkription erfolgte durch Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase (THERMO FISCHER
SCIENTIFIC) in 50 pl Ansétzen. Alle anderen PCR-Reaktionen wurden mit Dream-Taq
Polymerase (THERMO FISCHER SCIENTIFIC) in 20 ul Ansédtzen durchgefithrt. Die Reakti-
onsbedingungen wurden entsprechend der Schmelztemperatur der Primer, der erwarte-
ten Liange des PCR Produkts und der verwendeten Polymerasen nach Angaben der Her-
steller variiert. Fiir die Generierung von Mutationen durch ,.error-prone-PCR* wurden
zusitzlich die Mg*-Konzentration erhoht, die Nukleotidzusammensetzung verdndert
und dem Ansatz MnCl, zugesetzt (5 mM MgClz; 0,2 mM dATP und dGTP; 1 mM dCTP
und dTTP; 0,3 mM MnCl; 5U Dream Taq). PCR-Produkte wurden fiir die weitere Ver-
wendung mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits (QIAGEN) nach Herstellerproto-
koll gereinigt. Zur Uberpriifung wurden die PCR-Produkte anschlielend elektrophore-

tisch aufgetrennt und bei Bedarf fiir die weitere Verwendung extrahiert (siehe 2.3.8).

Zur Uberpriifung transformierter Einzelkolonien, der so genannten ,,colony PCR* wur-
den E. coli Zellen direkt zum Dream-Taq-Reaktionsansatz gegeben, wihrend Sy-
nechocystis Zellen vorher fiir 5 min bei 98°C in H2O lysiert und ein Aliquot des Lysats

zum Reaktionsansatz pipettiert wurden.
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2.3.6 Restriktionsverdau und Dephosphorylierung

Die Restriktion von DNA erfolgte mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen
(THERMO FISCHER SCIENTIFIC). Wenn nicht anders angegeben wurde ~1 pg DNA unter
Verwendung der vom Hersteller angegebenen Puffer, Enzymmengen und Reaktionsbe-
dingungen in 20 ul Reaktionsansitzen fiir 2 h inkubiert. Um die Rezirkulierung einfach
geschnittener Plasmid-Vektoren zu verhindern, wurden diese unter Verwendung von
Calf Intestinal Alkaline Phosphatase oder FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase
(beide THERMO FISCHER SCIENTIFIC) dephosphoryliert. Dazu wurden den Herstelleranga-
ben entsprechende Mengen Enzym direkt in den Restriktionsansatz pipettiert und das
Enzym anschlieflend durch 5-minfitiges Erhitzen auf 75°C inaktiviert. DNA-Fragmente
wurden anschlieflend mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und fiir die weitere Verwen-

dung extrahiert (siehe 2.3.8).

2.3.7 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren erfolgte mit T4-DNA-Ligase
(THERMO FISCHER SCIENTIFIC). Hierzu wurden 25-100 ng Plasmid DNA und die 5-fache
molare Menge insert-DNA zum Reaktionsansatz (2,5 U T4-DNA-Ligase, 1x T4-DNA-
Ligase Reaktionspuffer, ad 20 ul H2O) hinzugegeben und bei 4°C @i.N. inkubiert. Die Li-
gation von PCR-Produkten in den Klonierungsvektor pJET1.2 erfolgte mit dem CloneJET

PCR Cloning Kit (THERMO FISCHER SCIENTIFIC) nach Angaben des Herstellers.

2.3.8 Gelelektrophorese und Extraktion von DNA

Fir die elektrophoretische Auftrennung von DNA wurden horizontale Agarosegele ge-
gossen. Fiir DNA-Fragmente >250 bp wurden 0,8 % (w/v) Agarosegele und fiir kleinere
DNA-Fragmente 3 % (w/v) NuSieve Agarosegele mit 1x TAE-Puffer und 0,2 ug ml"
Ethidiumbromid gegossen. Nach dem Zusatz von 1x Ladepuffer erfolgte die Auftrennung
in 1x TAE-Puffer bei einer konstanten Spannung von 5-10 V cm™ in horizontalen Per-
fectBlue Gelkammern (PEQLAB). Als Groflenstandard diente eine GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder oder eine GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder (beide THERMO FISCHER

SCIENTIFIC). Die Auftrennung wurde unter UV-Licht mit einem DeVision G Geldoku-
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mentationssystem (DECON) analysiert, und DNA-Fragmente wurden bei Bedarf mit ei-
nem Skalpell ausgeschnitten, mit einem QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN) aus dem

Gel extrahiert und in 30 ul H,O aufgenommen.

50x TAE buffer (pH 8,3)
2 M TRIS; 1 M Essigsaure; 50 mM EDTA

6 x Ladepuffer
30 % (v/v) Glycerol; 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylencyanol; 1 mM EDTA

2.4 Klonierungsstrategien & Konstruktion von Plasmiden

2.4.1 pVZ-hfq#AA

Die Konstruktion von Hfg-Varianten mit zielgerichteten AS-Austauschmutationen
(QI5R, G31N, T43D, D44K) basierte auf der overlap-extension-PCR Methode (Ho et al.,
1989). Als Matritze diente der Vektor pDrive-hfq, der ein 1111bp DNA-Fragment mit
dem hfq ORF und den angrenzenden Promotor- und Terminatorregionen enthielt (Tab.
3). Zundchst wurden in zwei separaten PCR-Reaktionen mit jeweils einem vektorspezifi-
schen Primer (M13-fw bzw. M13-rev) und einem genspezifischen Primer, welcher die
gewiinschte Mutation enthielt (QI5R: a44g, ad44g as; G3IN: g9la g92a g93c,
g9la_g92a_g93c_as; T43D: al27g cl128a, al27g_cl28a_as, D44K: gl30a_t132a,
gl30a_t132a_as), die entsprechenden Nukleotid-Tripletts mutiert. Anschlieflend wurden
beide PCR-Produkte in einer dritten PCR-Reaktion mit den Primern M13-fw und M13-
rev fusioniert. Das resultierende PCR-Fragment wurde in den Klonierungsvektor pJET1.2
subkloniert und zur Uberpriifung sequenziert. Ein DNA-Fragment mit dem mutierten
hfq Gen und den flankierenden Bereichen wurde mit den Restriktionsendonukleasen PstI
und Sall aus dem pJET1.2-Vektor ausgeschnitten und den ebenso geschnittenen, konju-
gativen Vektor pVZ321 ligiert. Die resultierenden Plasmide (pVZ-hfqQ15R; pVZ-
hfqG31N; pVZ-hfqT43D; pVZ-hfqD44K) wurden durch Konjugation in einen Synecho-
cystis Ahfg-Stamm transferiert und Exkonjuganten auf BGI11-Festmedium mit Ka-

namycin selektioniert.
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2.4.2 pUR-hfg#AA

Fiir die Generierung von zufilligen Nukleotidaustauschen innerhalb der kodierenden Se-
quenz von hfq wurde diese aus chromosomaler DNA durch eine error-prone-PCR (vgl.
2.3.5) mit den Primern hfq-EcoRI-fw und hfq-BamHI-rev amplifiziert. Die (mutierten)
PCR-Produkte wurden in den Klonierungsvektor pJET1.2 subkloniert. Anschlieflend
wurde Plasmid-DNA aus allen resultierenden E. coli Klonen in einem einzigen Ansatz
isoliert und mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI verdaut. Die Ligation
des hfg-kodierenden Fragments in den ebenfalls EcoRI und BamHI geschnittenen Expres-
sionsvektor pUR (Tab. 3) fithrte zu einer Plasmid-Bibliothek (pUR-hfg#AA), in welcher
zufillig mutierte hfg-Sequenzen am 5°-Ende von einer 3xFLAG-Sequenz und dem kup-
fersensitiven petJ-Promotor und am 3’-Ende vom oop-Terminator des A Phagen flankiert

wurden.

2.4.3 pSK-FLAG-hfq

Fiir die Co-Immunoprizipitation von Hfg-Interaktionspartnern wurde eine FLAG-Hfq
Expressionskassette in einen neutralen Ort des Synechocystis Ahfq-Stammes inseriert. Da-
tiir wurde die kodierende Sequenz von hfg inkl. des 200 bp stromabwirts gelegenen Be-
reichs durch die Primer hfq-Ndel-fw und hfq-BgllI-rev amplifiziert und in den Klonie-
rungsvektor pJET1.2 subkloniert. Anschlieflend wurde das Fragment mit den Restrikti-
onsendonukleasen Ndel und Bg/II aus dem pJET1.2-Vektor ausgeschnitten und in den
ebenso geschnittenen, integrativen Vektor pSK9-Km (Tab. 3) ligiert. Nachfolgend wur-
den Aliquots der Oligonukleotide FLAG-fw und FLAG-rev gemischt, durch 5 min Erhit-
zen und langsames Abkiithlen auf RT hybridisiert und in den mittels Ndel linearisierten
pSK-hfq Vektor ligiert (pSK-FLAG-hfq). Dieses Konstrukt wurde sequenziert, mittels
Elektroporation (Thiel und Poo, 1989) in die Synechocystis Ahfq Mutante transferiert und

resultierende Klone wurden auf BG11-Festmedium mit Km selektioniert.

2.4.4 pVZ-eYFP-Hfq und pVZ-Hfq-eYFP

Fiir Lokalisationsstudien wurde Hfq mit dem enhanced Yellow Fluorescent Protein (eYFP)
fusioniert. Fiir die C-terminale Fusion von eYFP an Hfq wurde hfg mit den Primern

hfqYFPNde und hfqYFPXho aus chromosomaler DNA von Synechocystis und eyfp mit
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den Primern eYFPXho und eYFPBgIII aus dem Plasmid pEYFP-Hiss-Sp* (Tab. 3) ampli-
tiziert und in den Klonierungsvektor pJET1.2 subkloniert. Anschlieflend wurden nachei-
nander das eyfp-Fragment iiber die angefiigten Xhol und BglII-Restriktionsschnittstellen
und das hfg-Fragment iiber die angefiigten Ndel und XhoI-Restriktionsschnittstellen aus-
geschnitten und in den pSK9 basierten Expressionsvektor pSDCO01 (Tab. 3) ligiert. Die
Expressionskassette mit der hfg-eyfp Fusion unter Kontrolle des petJ-Promotors wurde
mit der Restriktionsendonuklease Pvull ausgeschnitten und in eine Smal-Schnittstelle
des konjugativen Vektors pVZ321-Km (Tab. 3) ligiert (pVZ-Hfq-eYFP). Fiir die N-ter-
minale Fusion wurde hfg mit den hfq-Eco-fw und hfq-BamHI-rev und eyfp mit den Pri-
mern Ndel-eYFP-fw und eYFP-EcoRI-rev amplifiziert und in den Klonierungsvektor
pJET1.2 subkloniert. AnschliefSend wurden nacheinander das eyfp-Fragment {iber die an-
gefligten Ndel und EcoRI-Restriktionsschnittstellen und das hfg-Fragment iiber die ange-
tigten EcoRI und BamHI-Restriktionsschnittstellen ausgeschnitten und in den entspre-
chend geschnittenen Expressionsvektor pUR (Tab. 3) ligiert (pVZ-eYFP-Hfq). Beide Kon-
strukte wurden durch Konjugation in verschiedene Synechocystis Stimme transferiert

und Exkonjuganten auf BG11-Festmedium mit Strep selektioniert.

2.4.5 pVZ-hfq#AA-eYFP

Zur Untersuchung der Lokalisation der nicht funktionellen Hfq AS-Mutanten wurden
zuerst die mutierten hfg Sequenzen mit den Primern hfqYFPNde und hfqYFPXho aus
den entsprechenden Konstrukten (siehe 2.4.2) amplifiziert und in den Klonierungsvektor
pJET1.2 subkloniert. Anschlielend wurden nach dem unter 2.4.2 fiir die C-terminale
eYFP-Fusion beschriebenen Verfahren vorgegangen und die Konstrukte (pVZ-hfq#AA-
eYFP) nach der Uberpriifung mittels Sequenzierung durch Konjugation in einen Sy-

nechocystis Ahfq-Stamm transferiert.

2.4.6 pSK-PilB1-sfGFP

Fiir Lokalisationsstudien wurde PilB1 mit dem superfolder Green Fluorescent Protein
(stGFP) fusioniert. Dafiir wurde die gfp Sequenz inkl. eines 12 AS grofien N-terminalen
linker mit den Primern XhoI-L-sfGFP-fw und BglII-L-stGFP-rev aus dem Plasmid
pXG10-SF und die pilB1 Sequenz mit den Primern Ndel-pilB-fw und XhoI-pilB-rev aus



Material & Methoden | 35

chromosomaler Synechocystis DNA ampilfiziert. Diese Fragmente wurden anschlieflend
wie unter 2.4.4 beschrieben in den integrativen Expressionsvektor pSDCO01 kloniert (pSK-

PilB1-sfGFP).

2.4.7 pUR-FLAG-sycrp1

Fiir Komplementationsstudien wurde der Transkriptionsfaktor Sycrpl als FLAG-Fusi-
onsprotein in trans iberexprimiert. Dafiir wurde sycrpI mit den Primern sycrpl-EcoRI-
fw und sycrpl-BamHI-rev amplifiziert und in den Klonierungsvektor pJET1.2 subklo-
niert. Nach Verdau mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI wurde das
sycrpl Fragment in den ebenfalls EcoRI und BamHI geschnittenen Expressionsvektor pUR
ligiert (pUR-FLAG-sycrpl). Das mittels Sequenzierung iiberpriifte Konstrukt wurde kon-

jugativ in verschiedene Synechocystis Stimme transferiert.

2.4.8 prey-Plasmide fiir Y2H-Interaktionsstudien

Fiir die Y2H-Interaktionsstudien wurden WT Hfq wie auch die nicht-funktionellen Hfg-
AS-Mutanten in voller Lange mit der Gal4- Aktivierungsdoméne fusioniert. Dafiir wurde
hfq aus chromosomaler DNA bzw. aus den entsprechenden Konstrukten (siehe 2.4.2) mit
den Primern hfq-Eco-fw und hfq-BamHI-rev amplifiziert, in den Klonierungsvektor
pJET1.2 subkloniert, iiber die angefiigten EcoRI und BamHI-Restriktionsschnittstellen
ausgeschnitten und in den entsprechend geschnittenen Vektor pGAD424 (Tab. 3) ligiert.
Die Konstrukte wurden mittels Sequenzierung iiberpriift und zur Transformation des

Hefestamms PJ69-4a (Tab. 2) genutzt (siehe 2.6.6).

2.4.9 bait-Plasmide fiir Y2H-Interaktionsstudien

Fir die Y2H-Interaktionsstudien wurde WT Hfq wie auch verschiedene Dominen der
Motor ATPase PilB1 mit der Gal4-DNA-Bindedomaéne fusioniert. Dafiir wurden hfg in
voller Lange sowie die entsprechenden PilB1-Doménen mit geeigneten Primern aus chro-
mosomaler DNA von Synechocystis amplifiziert (PilB1-N: synPilB_Sm_f und syn-
PilB_366_Ps_r; PilB1-C: synPilB_367_Sm_f und synPilB_Ps_r; PilB1-C2%: syn-
PilB_633_Sm_f und synPilB_Ps_r) und in den Klonierungsvektor pJET1.2 subkloniert.



Material & Methoden | 36

Der Austausch der konservierten Cysteine in der PilB1-C2* Domine erfolgte durch In-
verse PCR mit den Primern synPilB_Al-r und synPilB_A1l-f sowie synPilB_A2-r und
synPilB_A2-f. Die kodierenden Sequenzen wurden anschlieflend iiber die angefiigten
Smal und PstI-Restriktionsschnittstellen ausgeschnitten und in den entsprechend ge-
schnittenen Vektor pGBTK (Tab. 3). Die Konstrukte wurden mittels Sequenzierung

tiberpriift und zur Transformation des Hefestamms PJ69-4a (Tab. 2) genutzt (sieche 2.6.6).

2.4.10 Inaktivierung von slr0845

Die flankierenden 5°- und 3°-Bereiche des ORF slr0845 wurden mit den Primern sll1533-
fw und delta0845-Bglll-rev bzw. delta0845-BgllI-fw und sll0823-rev amplifiziert, via
overlap-extension-PCR mit den Primern sll1533-fw und sll0823-rev fusioniert und in den
TA-Klonierungsvektor pDrive kloniert. Anschlieflend wurde dieser iiber die BglII-
Schnittstelle linearisiert und die BamHI geschnittene Km-Resistenzkassette aus dem Vek-
tor pUC4K in die Schnittstelle ligiert. Nach Uberpriifung der Sequenz des Konstrukts
(pDrive-Aslr0845) wurde dieses durch Transformation in einen Synechoyctis WT Stamm

eingebracht.

2.4.11 Inaktivierung von pilB1 und pilC

Fiir die Generierung der Insertionsmutanten ApilB1 und ApilC wurde Synechocystis W'T
bzw. Ahfq x Hfq-eYFP Stamm mit genomischer DNA aus slr0063::zeo oder pilC:aadA
Mutanten des Synechocystis-Stamms GT transformiert. Diese DNA wurde von Roman
Sobotka (Department of Phototrophic Microorganisms, Academy of Sciences, Trebon)

bereitgestellt.

2.5 RNA-Methoden

Um eine Kontamination der Proben mit RNasen zu verhindern und einer méglichen au-
tokatalytischen Degradierung der RNA entgegenzuwirken, wurden, wenn nicht anders
angegeben, ausschlieSlich sterile, vorgekiihlte Einweggefifle sowie Pipettenspitzen mit

Filter und DEPC-behandeltes H,O verwendet.
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2.5.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Synechocystis

Fiir die Extraktion von Gesamt-RNA wurde die PTGX-Methode von Pinto et al. (2009)
leicht abgewandelt. Zunachst wurden Zellen aus ca. 30 ml Fliissigkultur mit ca. 0,7 Volu-
men Eis gemischt und abzentrifugiert (3.5000 g, 10 min, 4°C), in etwas Uberstand resus-
pendiert und in einem 2 ml ReaktionsgefafS erneut abzentrifugiert (12.000 g, 5 sec, 4°C).
Anschlieflend wurden die Zellen sofort in 1 ml PTGX durch ausgiebiges Vortexen aufge-
16st und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Der weitere Zellaufschluss erfolgte durch
Erhitzen auf 95°C fiir 10 min bei wiederholtem Vortexen. Nach 5 min Inkubation auf Eis
wurde 100 pl 1-Bromo-3-chloropropan zugesetzt, erneut fiir 30 sec gevortext und 5 min
bei RT inkubiert. Anschlieflend erfolgte die Phasentrennung durch Zentrifugation bei
4°C und 16.000 g fiir 10 min. Die obere wissrige Phase wurde abgenommen und die darin
geloste RNA durch die Zugabe von 1x Volumen eines Gemischs von in Wasser gesittig-
tem Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol (pH 4,5-5) im Verhiltnis 25:24:1 und an-
schliefSender Zentrifugation bei 4°C und 16.000 g fiir 5 min nachextrahiert. Nach Zugabe
von 1x Volumen Isopropanol zum wissrigen Uberstand wurde die RNA fiir 2 h bei -20°C
prazipitiert und das Prazipitat bei 4°C und 16.000 g fiir 30 min abzentrifugiert. Anschlie-
end wurde das Pellet mit 400 pl eiskaltem 75 % Ethanol gewaschen, erneut fiir 5 min
zentrifugiert, der Uberstand restlos entnommen und das Pellet nach kurzem Lufttrock-

nen in 30 ul H20 resuspendiert.

2.5.2 Denaturierende Elektrophorese von RNA in Formaldehyd-Agarosegelen

Die elektrophoretische Auftrennung von Gesamt-RNA erfolgte in denaturierenden Aga-
rosegelen (1,3 % (w/v) Agarose; 5 % (v/v) Formaldehyd-Losung (37 %); 1x MEN-Puftfer)
bei einer konstanten Spannung von 5 V cm™ in 1x MEN-Puffer in einem PerfectBlue Gel-
system (PEQLAB). Vor der Auftrennung wurden die RNA-Proben mit 1x RNA-Ladepuf-
fer(+) versetzt und bei 95°C fiir 5 min denaturiert und 1 min auf Eis abgekiihlt. Als Gro-
lenmarker diente eine RiboRuler High bzw. Low Range RNA Ladder (THERMO FISCHER
SCIENTIFIC). Die Auftrennung wurde unter UV-Licht mit einem Geldokumentationssys-

tem (siehe 2.3.8) analysiert.

10x MEN-Puffer (pH 7,0)
200 mM MOPS; 10 mM EDTA; 50 mM Natriumacetat
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2x RNA-Ladepuffer(+)
2,5 % (w/v) SDS; 95 % (v/v) Formamid (deionisiert); 0,5 mM Na2-EDTA; 0,1 % (w/v) Xylencyanol; 0,1 %
(w/v) Bromphenolblau; 0,4 % (w/v) Ethidiumbromid

2.5.3 Denaturierende Harnstoff-PAGE von RNA

Fiir die Analyse von sSRNAs und anderen kleinen Transkripten (<500nt) wurde Gesamt-
RNA durch denaturierende Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) in einer
vertikalen PerfectBlue Twin Gelapparatur (PEQLAB) aufgetrennt. Der Gellauf erfolgte bei
einer konstanten Stromstirke von 10 mA in 1x TBE-Puffer. Vor der Auftrennung wurden
die RNA-Proben mit 1x RNA-Ladepuffer(-) versetzt und bei 95°C fiir 5 min denaturiert
und 1 min auf Eis abgekiihlt. Als Grofienstandard wurde eine RiboRuler Low Range RNA
Ladder (THERMO FISCHER SCIENTIFIC) verwendet. Nach dem Lauf wurden die Gele 20 min
mit Ethidiumbromid (0,2 pg ml" in 0,5x TBE) gefirbt, iiberschiissiges Ethidiumbromid
durch 10 min Waschen in 0,5x TBE wieder entfernt und die Auftrennung unter UV-Licht

mit einem Geldokumentationssystem (siehe 2.3.8) analysiert.

Harnstoff-Polyacrylamidgel (10 ml)
1 ml 10x TBE-Puffer

5g Harnstoff

2,5ml  Rotiphorese Gel 40 (19:1) (CARL ROTH)
ad 9,9 ml ddH20

100ul  APS

10yl TEMED

10x TBE
Rotiphorese 10x TBE Buffer (CARL ROTH)

2x RNA-Ladepuffer(-)
2,5 % (w/v) SDS; 95 % (v/v) Formamid (deionisiert); 0,5 mM Na,-EDTA; 0,1 % (w/v) Xylencyanol; 0,1
% (w/v) Bromphenolblau

2.5.4 NorthernBlot

Es wurden Aliquots der Gesamt-RNA wie oben beschrieben aufgetrennt und anschlie-
3end auf eine positiv geladene Hybond-N* Nylonmembran (GE HEALTHCARE) transfe-

riert. Der Transfer erfolgte fiir Agarosegele durch Kapillar-Blotting #i.N. mit 10x SSC als
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Transferpuffer und fiir Polyacrylamidgele durch ein Semi-Dry-Verfahren mit einem Per-
fectBlue 'Semi-Dry'-Elektroblotter (PEQLAB). Fir das Semi-Dry-Verfahren wurden
Membran, Filterpapier und Gel fiir 10 min in 0,5x TBE-Puffer (siehe 2.5.3) dquilibriert
und die RNA anschliefSend bei einer konstanten Stromstirke von 10 mA cm™? V fiir
45 min transferiert. Durch UV-Bestrahlung mit 120 m] cm? (CX-2000 Crosslinker; UVP)

wurde die RNA mit der Membran quervernetzt.

10x SSC Puffer (pH 7,0)
1,5 M NaCl; 150 mM Natriumcitrat

2.5.5 Synthese radioaktiv markierter Sonden

Die Synthese der mit [a-**P]dCTP radioaktiv markierten dsDNA-Sonden erfolgte mit
dem Rediprime II DNA Labeling Kit (GE HEALTHCARE) nach Angaben des Herstellers.
Fiir RNA-Sonden wurden, ebenfalls nach Herstellerangaben, in vitro Transkripte mit ei-
nem MAXIscript T7 Kit (GE HEALTHCARE) synthetisiert und mittels [a-**P]UTP markiert.
Als Matrize dienten DNA-Fragmente, welche mittels PCR aus genomischer Synechocystis
DNA amplifiziert, elektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Gel extrahiert wurden.
Matrizen-DNA fiir die in vitro Transkription wurde dabei durch einen Uberhang des re-
versen Primers wihrend der Amplifikation eine T7-Promotor-Sequenz angefiigt. In eini-
gen Fillen wurden synthetisch hergestellte DNA-Oligonukleotide als Sonden eingesetzt.
Dazu wurden 10 U T4 Polynukleotid Kinase (THERMO FISCHER SCIENTIFIC), 2 ul 10x Puf-
fer A, 3 pl [y-**P]dATP und 2,5 ul DNA-Oligonukleotid (10uM) in einem 20 pl Reakti-
onsansatz fiir 30 min bei 37°C inkubiert und die Reaktion durch 1 ul EDTA (0,5 M) ge-
stoppt. Alle markierten Sonden wurden iiber Illustra MicroSpin G-25 Columns (GE

HEALTHCARE) aufgereinigt, um nicht inkorporierte Nukleotide zu entfernen.

2.5.6 Northern Blot Hybridisierung

Die Hybridisierung der Northern Blot Membranen mit radioaktiv markierten Sonden er-
folgte in Church-Puffer im Hybridisierungsofen unter stindiger Rotation. Dabei betrug
die Temperatur fiir dsSDNA- und RNA-Sonden 65°C und fiir DNA-Oligonukleotidson-

den 45°C. Die unspezifisch gebundenen Sonden wurden durch stringentes Waschen mit
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SDS/SSC-Puffer von den Membranen entfernt. Bei dsDNA- und RNA-Sonden fiir 15 min
bei RT in Waschlosung I und anschlieflend bei 65°C fiir jeweils 15 min in Waschlosung I
und II, bei DNA-Oligonukleotidsonden fiir 15 min bei RT in Waschlésung III und an-
schliefSend bei 45°C fiir jeweils 15 min in Waschlésung III und IV. Abschlieflend wurde
die Membran in Plastikfolie eingeschweift. Die Detektion der Hybridisierungssignale er-
folgte mit einem Phosphoimager (Molecular Imager PharosFX System; Bio-Rad Labora-

tories) unter Verwendung der Software Quantity One (Bio-Rad Laboratories).

Church-Puffer (pH 7,2)
50 % (v/v) Formamid (deionisiert)
7 % (w/v) SDS

250 mM NaCl

120 mM NaPO,

Waschldsung | Waschldsung Il

0,5 % (w/v) SDS in 2x SSC 0,1 % (w/v) SDS in 0,1x SSC
Waschldsung Il Waschldsung IV

1 % (w/v) SDS in 2x SSC 0,5 % (w/v) SDS in 1x SSC

2.5.7 Microarray-Hybridisierung & Auswertung

Vor der Hybridisierung wurde Gesamt-RNA mit TURBO DNase (LIFE TECHNOLOGIES)
nach Angaben des Herstellers behandelt. 3 ug RNA wurden anschlieflend mit 2,4 ul Cy3
und 2 pl Labeling Solution des ULS labeling kit for Agilent gene expression arrays (KREA-
TECH) bei 85 °C fiir 15 min inkubiert und nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.
1,65 ug RNA mit einer Markierungseffizienz zwischen 2-3 % wurde daraufhin wie vom
Hersteller fiir 4x44k one color microarrays (AGILENT) vorgesehen fragmentiert und hybri-
disiert. Das Auslesen der Signale und die Datenerfassung erfolgten mit einem AGILENT
G2565CA Microarray Scanner und der zugehorigen Feature-Extraktion Software. Die
(Quantil-)Normalisierung der Medianwerte und statistische Auswertung der differenzi-
ellen Transkriptakkumulation erfolgte durch Limma (linear models for microarray data)
mit der Software R nach einem Skript welches von Dr. Jens Georg (AG Hess, Albert-

Ludwigs-Universitit Freiburg) zur Verfiigung gestellt wurde.
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2.6 Biochemische Methoden

2.6.1 Bestimmung des Chlorophyligehalts

Die Bestimmung des Chlorophyllgehalts aus Zellextrakten erfolgte nach der Methode von
MacKinney (1941). Hierfiir wurde Chlorophyll aus 10 pl Extrakt in 990 pl 80 %igen Ace-
ton (Verdiinnungsfaktor = 100) durch 30 min Inkubation bei 4°C im Dunkeln extrahiert.
Anschlieflend wurden unldsliche Bestandteile abzentrifugiert (16000 g, 5 min, 4°C) und
die Absorption des Chlorophyll. bei 665 nm (Acss) gegen eine 80 % (v/v) Aceton-Losung
vermessen. Die Berechnung des Chlorophyllgehalts erfolgte nach folgender Formel:

Chlorophyll, [ug mI'] = Agesnm - 100 / 86,86 - 100 (Verdiinnungsfaktor)

2.6.2 Co-Immunoprazipitation von Hfg-Interaktionspartnern

Alle Puffer wurden auf Eis gekiihlt und alle Schritte bei 4°C bzw. auf Eis durchgefiihrt. Es
wurden jeweils 500 ml Fliissigkultur in Cu**-freiem BG11-Medium unter Zusatz von
0,2 % Glukose und Begasung mit 5 % CO; (in Luft) in Photobioreaktoren (,,Blubberkol-
ben®) angezogen. Nach mehrmaligem Verdiinnen wurden die Zellen in der stationdren
Wachstumsphase (OD7s0 ~ 3.0) durch Zentrifugation (3500 g, 10 min, 4°C) geerntet, in
10 ml CoIP-Puffer gewaschen, erneut zentrifugiert (3500 g, 10 min, 4°C) und das Zellpel-
let in 2x Volumen CoIP-Puffer resuspendiert, welchem ein Inhibitorcocktail (Protease-
und RNase-Inhibitoren) zugesetzt wurde. 1 ml Aliquots der Zellsuspension wurden mit
jeweils 800 pl Glasperlen (@ = 0.1-0.11 mm und 0.25-0.5 mm im Verhéltnis 1:1) in einer
Schwingmiihle (RETSCH) fiir 10 min bei 25.000 Hz aufgeschlossen und nach dem zwei-
maligen Abzentrifugieren (3000 g, 3 min, 4°C) der Zelltriimmer und Glasperlen wieder
vereinigt. Nach Messung des Chlorophyllgehalts (siehe 2.6.1) wurde das Gesamtextrakt
durch Zugabe von n-Dodecyl-8-D-Maltoside im Verhiltnis 20:1 (Detergenz zu Chloro-
phyll) und Inkubation fiir 40 min auf Eis solubilisiert. Ab hier wurden Aliquots aller fol-
genden Schritte fiir die spatere Analyse in gleiche Volumina 2x SDS-Ladepuffer bzw. 1 ml
IPGX aufgenommen. Die festen Bestandteile des Zellextrakts wurden durch Zentrifuga-
tion (16000 g, 30 min, 4°C) sedimentiert und das losliche Extrakt mit 100 ul ANTI-FLAG
M2 Affinity Gel (SIGMA-ALDRICH) in einem Rotator (18 rpm min™) bei 4°C fiir 2 h inku-

biert. Die Affinititsmatrix wurde anschlieffend durch Zentrifugation (800 g, 5 min, 4°C)
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sedimentiert und dreimal mit 1 ml CoIP-Puffer gewaschen. Das gewaschene Pellet wurde
in 200 ul H,O aufgenommen und jeweils zur Hilfte in 100 pl 2x SDS-Ladepuffer bzw. 1
ml IPGX tberfiithrt. Die entnommen Proteinproben wurden mittels SDS-PAGE analy-
siert (siehe 2.6.3), und aus den PGTX-Proben wurde RNA isoliert (siehe 2.5.1).

ColP-Puffer (sterilfiltriert) (pH 7,0)
50 mM HEPES; 5 mM MgCl,; 25 mM CaCl,; 150 mM NaCl; 10 % (v/v); Glycerol; 0,1 % (w/v) Tween 20

Inhibitorcocktail
5 mg ml" e-Amino-n-capronséure; 250 ug ml™" AEBSF; 625 pg ml™! p-Benzamidin-Hydrochlorid;
20 U ml* RiboLock RNase Inhibitor (THERMO FISCHER SCIENTIFIC)

2.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) wurde auf Basis des Tricin-Puffersystems nach Schiagger (2006) oder des Glycin-
Puffersystems nach Laemmli (1970) durchgefiihrt. Vor dem Auftragen wurden die Pro-
teinproben mit 1x Probenpuffer versetzt und fiir 5 min bei 95°C oder im Falle von solu-
bilisierten Zellextrakten fiir 40 min bei 50°C denaturiert und die Proteinaggregate abzent-
rifugiert (16000 g, 5 min, RT). Die Auftrennung in vertikalen Mini-PROTEAN Tetra Cell
- Elektrophorese-Kammern (B10-RAD) erfolgte bei einer konstanten Stromstirke von
20 mA (Schigger) oder einer konstanten Spannung von 150 V (Laemmli). Zur Abschit-
zung des apparenten Molekulargewichts wurden 8 pl Protein Marker VI (10-245) prestai-
ned (APPLICHEM) aufgetragen. Nach erfolgter Auftrennung wurden die Proteine entwe-
der auf eine PVDF-Membran transferiert (siehe 2.6.4), oder die Gele wurden fiir 15 min
in Fixierlosung (50 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Essigsdure) inkubiert, fiir 1 h in Coomas-
sie-Losung gefarbt, in 10 %iger Essigsdaure entfirbt und mit Hilfe eines Scanners dokumen-

tiert.

4x Probenpuffer
250 mM Tris/HCI (pH 6,8); 40 % (w/v) Glycerol; 8 % (w/v) SDS; 0,4 M DTT; 0,4 % (w/v) Bromphe-
nolblau

Coomassie-Losung
0,25 % (w/v) Coomassie blue R-250; 50 % (v/v) Methanol; 7,5 % (v/v) Essigsdure
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2.6.4 Immunoblot-Analyse (Western-Blot)

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch ein Semi-Dry-Verfahren
mit einem PerfectBlue ‘Semi-Dry'-Elektroblotter (PEQLAB) auf eine PVDF-Membran
transferiert und dadurch immobilisiert. Dafiir wurde die Membran fiir 2 min in Methanol
aktiviert und nach zweimaligem Spiilen mit H,O genau wie auch Gel, Membran und Fil-
terpapier fiir 10 min in den entsprechenden Puffern RotiBlot 1 (CARL ROTH) dquilibriert.
Die Blotting-Apparatur wurde nach Herstellerangaben zusammengebaut und der Trans-
fer bei konstant 5 V fiir 90 min durchgefiihrt. Anschlieflend wurden freien Bindestellen
auf der PVDF-Membran durch Inkubation fiir 1 h in einer 5 %igen Milchpulverldsung in
TBS-T abgesittigt und die Membran mit TBS-T gewaschen (3x 10 min, RT). Fiir den spe-
zifischen Nachweis von FLAG-Fusionsproteinen wurde die Membran mit Anti-FLAG
Antikorpern bei 4°C iN inkubiert und erneut gewaschen. HRP-gekoppelte Antikorper
wurden direkt detektiert, wihrend Membranen mit nicht-gekoppelte Antikérpern erneut
gewaschen und mit einem sekundiren Antikorper 1 h bei RT inkubiert wurden. Im An-
schluss erfolgte die Entwicklung: Entweder mittels CheLuminate-HRP PicoDetect (AP-
PLICHEM) Substraten nach Herstellerangaben, wobei Chemilumineszens durch das kurz-
zeitige Belichten (ca. 1 min) eines Hyperfilm-Rontgenfilms (GE HEALTHCARE) detektiert
wurde, andernfalls durch die chromogene Reaktion (10-30 min bei RT) der alkalischen
Phosphatase mit 66 pl BCIP-Losung und 115 ul NBT-Losung in 10 ml AP-Puffer. Der

Farbniederschlag wurde mit einem optischen Scanner dokumentiert.

TBS-T
100 mM Tris/HCI (pH 7,5); 150 mM NaCl; 0,1 % (w/v) Tween 20

HRP-gekoppelter FLAG-Antikorper
Monoclonal ANTI-FLAG M2-Peroxidase (HRP) antibody (SIGMA-ALDRICH) 1:3000 in TBS-T

FLAG-Antikorper
ANTI-FLAG antibody produced in rabbit (SIGMA-ALDRICH) 1:5000 in TBS-T

AP-gekoppelter sekundarer Antikorper
Anti-Rabbit IgG-Alkaline Phosphatase antibody produced in goat (SIGMA-ALDRICH) 1:20000 in TBS-T

BCIP-L6sung
10 mg ml™* BCIP in H,O

NBT-Losung
10 mg ml" NBT in 70 % (v/v) DMF
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AP-Puffer
100 mM Tris/HCI (pH 9,5); 100 mM NaCl; 5 mM MgCl,

2.6.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Proteinkonzentrationen von Zellextrakten wurden nach der Methode von Lowry be-
stimmt. Dazu wurden zunéchst Duplikate von je 5 ul Zellexrakt sowie bekannte Mengen
von BSA (0-100 pg) in 1 ml H,0 verdiinnt. Nach Zugabe von je Probe 25 ul 2 % DOC und
30 pl 40 % TCA wurden die Proteine durch Zentrifugation (16000 g, 10 min, 4°C) gefillt
und in 1 ml frisch angesetzter Losung C resuspendiert. AnschlieSend wurden die Proben
mit 100 pl einer 1:1 Lésung von Folin & Ciocalteu’s Phenol-Reagenz (CARL ROTH) in H,O
versetzt und die Absorption der Losungen nach 45 min Inkubation bei RT im Dunklen
bei 750nm bestimmt. Aus den gemittelten Absorbtionswerten der Duplikate wurde mit

Hilfe einer BSA-Eichgerade die Proteinkonzentration berechnet.

Losung C
2 % K-Na-Tartat; 1 % CuSO, x 5H,0; 0,1 M NaOH, 2 % Na,CO;

2.6.6 Protein-Interaktionsstudien mit dem Hefe-Zwei-Hybrid-System (Y2H)

Die Transformation der Hefestimme und die Spezifititstests wurden von Dr. Satoru
Watanabe (Department of Bioscience, Tokyo University of Agriculture, Japan) durchge-
fithrt. Dazu wurden zunichst die haploiden Hefestimme entgegengesetzter Paarungsty-
pen mit den entsprechenden Plasmiden nach der PEG/LiAc/ssDNA-Methode (Gietz et
al., 1995) unter Auslassung von 10 % DMSO transformiert (PJ69-4a mit pGBTK-basier-
ten bait-Plasmiden, PJ69-4a mit den pGAD424-basierten prey-Plasmiden). Anschlieflend
erfolgte die Paarung der Transformanden fiir 5 h bei 30°C auf YPAD-Festmedium (1 %
Hefeextrakt, 2 % Pepton, 0.004 % Adeninsulfat, 2 % Glukose) und die Selektion diploider
Zellen auf synthetic complete (SC) Festmedium ohne Leucin und Tryptophan (SC-LW)
bei 30°C fiir 3-7 Tage (Amberg ef al., 2005). Die Spezifische Interaktion der exprimierten
Fusionsproteine wurde unter ansonsten gleichen Bedingungen durch zusétzliches Weg-

lassen von Adenin (SC-LWA) getestet.
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2.6.7 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzaufnahmen wurden von Prof. Conrad Mullineaux (School of Biological
and Chemical Sciences, Queen Mary University of London, Grof3britannien) mit einem
konfokalen Laserscanning-Mikroskop TCS SP5 (LEICA) bei RT durchgefiihrt. Fiir alle Bil-
der wurde ein Ol-Immersions-Objektiv mit einer numerischen Apertur von 1.4 verwen-
det. Bei der Visualisierung von Zellen, die ausschliefllich ein eYFP-Fusionsproteinen ex-
primierten, wurde bei einer Anregungsellenldnge (Ax) von 496 nm simultan die Emission
(Ae) von eYFP bei 520-540 nm und von Chlorophyll bei 670-720 nm aufgenommen. Die
Co-Lokalisation von PilB1-sfGFP und Hfq-eYFP wurde nacheinander detektiert (stGFP:
Aa= 488 nm; A = 503-515 nm) (eYFP: Ax= 514 nm; Ax = 520-540 nm). Intensitatswerte

wurden mit ImageJ (National Institutes of Health) quantifiziert.
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3 Resultate

3.1 Analyse der Hfg-abhangigen Transkriptakkumulation

3.1.1 Microarray-Analyse zur Identifizierung Hfg-abhangiger sRNAs

Untersuchungen zur verdnderten Transkriptakkumulation in der Ahfq Mutante wurde
bereits von Dienst et al. (2008; 2010) durchgefiihrt. Diese Analysen beruhten auf einem
Microarray und einem Tiling-Array, deren Sonden zusammengenommen die Tran-
skripte der annotierten ORFs und einen Teilbereich (ca. 40 %) der intergenischen Regio-
nen (IGR) des Synechocystis Chromosoms abdeckten. Im Rahmen dieser Arbeiten wur-
den vor allem mRNAs identifiziert, deren Abundanz in Ahfgq im Vergleich zum WT ab-
nahm. Wahrscheinlich auf Grund der fehlenden Abdeckung vieler IGRs wurden aller-
dings nur zwei Hfq-abhéngige putative sSRNAs (Hpr1; Hpr3) nachgewiesen. Der Einfluss
von Hfq auf die Akkumulation von plasmidkodierten Transkripten konnte ebenfalls
nicht aufgeklirt werden. In Folge einer umfassenden Analyse des Transkriptoms von Sy-
nechocystis durch RNA-seq (Mitschke et al., 2011) steht mittlerweile ein neues
Microarray-Design zur Verfiigung, welches sowohl chromosomal als auch plasmidko-
dierte ORFs und die Mehrzahl aller detektierten ncRNAs abdeckt. Dieses wurde einge-
setzt um erstmals den Einfluss von Hfq auf das gesamte Transkriptom von Synechocystis
zu erfassen. Fiir einige Hfq-abhéngige akkumulierende RNAs wurde eine Regulation
durch den Transkriptionsfaktor Sycrpl beschrieben (Dienst et al., 2008). Um die Wech-
selbeziehung der beiden Regulons besser zu verstehen, wurde in einem unabhéngigen

Microarray zusitzlich die Transkripakkumulation einer Asycrpl Mutante’? analysiert.

Fir die Microarray-Analyse wurde Gesamt-RNA aus je drei (zwei) WT und Ahfgq
(Asycrpl) Fliissigkulturen der logarithmischen Wachstumsphase (OD7sonm = 0,6) isoliert,

direkt mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markiert und die Replikate getrennt hybridisiert.

12 Die sycrp1::Km Insertionsmutante wurde in Zusammenarbeit mit Frau Olga Siadat (AG Wilde, JLU Frei-
burg) im Rahmen ihrer Dissertation konstruiert.
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Sonden mit einer fold change (FC) = +2 und einem p-Wert < 0,3" wurden als signifikant
eingestuft und fiir das jeweilige RNA feature (Gen, ncRNA, hypothetische UTR etc.) ge-
mittelt. In der Ahfqg Mutante zeigten 40 RNA features eine z.T. stark verringerte Akku-
mulation (Tab. 5) und 8 RNA features eine moderate Erh6hung der Transkriptmenge (
Tab. 6). Bei der Hybridisierung des Asycrpl Microarrays kam es zu einem nicht abschlie-
8end gekldrten technischen Fehler, der ein extrem niedriges Signal/Hintergrund-Verhilt-
nis der Fluoreszenzsignale zur Folge hatte. Fiir einen Grofiteil der RNAs war daher keine
Aussage iiber die Transkriptakkumulation moglich. Insbesondere stark akkumulierende
Transkripte, deren Signale sich deutlich vom Hintergrund unterschieden, konnten jedoch
detektiert und zum Teil als differenziell reguliert erkannt werden. Fiir ein besseres Ver-
stindnis der cAMP/Sycrp1-regulierten Transkription wurden die Microarray-Ergebnisse

zusdtzlich mit den bekannten Sycrpl-Bindestellen verglichen (Tab. 5).

Tab. 5: (ndchste Seite) RNAs mit reduzierter Transkriptakkumulation in Ahfq. Vergleich der Tran-
skriptakkumulation gegenuiber dem WT wahrend der logarithmischen Wachstumsphase (OD7sonm = 0,6).
Co-transkribierte Gene von bekannten Operons sowie benachbarte, gleichartig regulierte Gene (puta-
tive Operons) sind gruppiert und durch gepunktete Linien getrennt. * Sofern eine signifikante Verande-
rung der Transkriptakkumulation in der Analyse von Dienst et al. (2008, 2010) festgestellt wurde, ist die
entsprechende fold change in Klammern angegeben. ** fold change der Transkripte in einer Asycrp1
Mutante gegeniliber dem WT, sowie Hinweise auf eine cAMP/Sycrp1-abhédngige Regulation der entspre-
chenden Gene/Operons: (Y) Verringerte Akkumulation in einer Asycrp1-Mutante (Yoshimura et al.,
2002); (O), (H) Verifizierte Bindung von Sycrp1 stromaufwarts des Gen-Locus durch Omagari et al. (2008)
oder Hedger et al. (2009).

3 Der hohe p-Wert war vertretbar, da i) alle so ermittelten Sonden Teil eines hypothetischen polycistroni-
schen Transkripts waren, welches durch mindestens eine Sonde mit einem p-Wert von < 0,05 als differen-
ziell akkumulierend erkannt wurde und ii) die fold changes der mRNA-Sonden mit p-Werten zwischen 0,05

und 0,3 weitgehend mit den Werten von Dienst et al. (2008) iibereinstimmen.
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Gen Genprodukt FC[log.]" InterPro Klassifizierung Sycrp1™
chromosomale mRNAs
slr1667  cccS hypothetical protein -5,70 (-5,61) - -2,27 (Y,H,0)
slr1668  cccP periplasmic protein -3,76 (-4,86) PapD-like
ssr2786 hypothetical protein -3,08 -
5512848 unknown protein -3,05 (-3,65) - (0)
NC-298 Hpr2 hypothetical protein -2,56 (-4,11) - -2,08
NC-520 hypothetical 5-UTR -2,26 -
slr2015  pilA9 type 4 pilin-like protein -1,41 (-2,01)  Prokaryotic N-terminal methylation site -3,15 (Y)
slr2016  pilA10 type 4 pilin-like protein -1,47 (-2,47)  Prokaryotic N-terminal methylation site
slr2017  pilAll type 4 pilin-like protein -1,60 Prokaryotic N-terminal methylation site
slr2018 unknown protein -1,57 (-2,17) -
slr0442 unknown protein -1,93 (-1,72) - (Y,H,0)
slr1764  capA similar to tellurium re- -1,70 (-1,77)  TerD domain
sistance protein TerE
slr0226 unknown protein -1,53 - -1,17
slr1788 unknown protein -1,50 -
slr1789 unknown protein -1,19 -
NC-189 hypothetical 5-UTR -1,43 -
slr0105 hypothetical protein -1,07 CobQ/MinD/ParA nucleotide binding domain
slr0106 unknown protein -1,06 (-1,18)  Rho termination factor, N-terminal
slr0179 hypothetical protein -1,32 Dynamin, GTPase domain
slr0869 hypothetical protein -1,20 Dynamin, GTPase domain (0)
slr0870 hypothetical protein -1,23 KGK
sll0327 unknown protein -1,20 -
sll1292  taxY2 two-component response  -1,19 Signal transduction response regulator,
regulator CheY subfamily receiver domain
sll1429 unknown protein -1,05 (-1,32)  Restriction endonuclease type IV, Mrr
putative SRNAs
NC-232/NC-247  Hprll 4,19 - 3,37 (0)
NC-425 Hpr8/SyR14 2,17 - -1,31
CRISPR/Cas Systems
CRISPR3 crRNAs -3,98 - -2,49
CRISPR2 crRNAs -3,64 - -2,39
NC-16 hypothetical 5-UTR -1,38 -
sll7067  ¢cmr2/cas10 unknown protein -1,27 -
slI7065  c¢sm3/cas7 unknown protein -1,10 Protein of unknown function, RAMP
sli7064 unknown protein -1,25 CRISPR-associated protein A791736
sli7063  cas7 unknown protein -1,33 CRISPR-associated RAMP BGP1436
sli7062  csm6 unknown protein -1,55 CRISPR-associated protein APE2256
sll7075  cas6-2b unknown protein -1,31 -
sli7070 unknown protein -1,29 -
sli7089  cmr3 unknown protein -1,13 CRISPR-associated protein, Cmr3
sli7087  cmrd unknown protein -1,11 CRISPR-associated RAMP Cmr4
sll7086 unknown protein -1,27 -

sli7085  cmr6 unknown protein -1,49

Protein of unknown function, RAMP
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Negativ regulierte Transkripte

Es zeigte sich, dass der tiberwiegende Teil der differenziell akkumulierenden Transkripte
in Ahfq eine im Vergleich zum WT geringere Abundanz aufweist. In Ubereinstimmung
mit den fritheren Analysen von Dienst et al. (2008) finden sich unter den am stirksten
reduzierten chromosomalen mRNAs die Transkripte der (putativen) Operons slr1667-
ssr2786 und slr2015-2018 bzw. der Gene ssr2848 und slr0442. Fiir diese Loci wurde eine
Bindung des cAMP-abhingigen Transkriptionsfaktors Sycrpl an die Promotorregion
vorhergesagt und die Sycrpl-abhéngige Regulation teilweise auch verifiziert (siehe Tab. 5
»Sycrpl®). Zudem war auch die Menge des hpr2-Transkripts stark vermindert. Der Se-
quenz fehlt zwar ein Startcodon, sie kodiert aber in einem moglichen Leserahmen mit
Homologien zu einem kleinen, in diversen Cyanobakterien konserviertem Protein und
ist daher eher als kryptisches, proteinkodierendes Gen und nicht als SRNA einzustufen
(Dienst, 2010). Interessanterweise ist die Transkriptakkumulation von Hpr2 in der
Asycrpl-Mutante ebenfalls vermindert. Ein Sequenzvergleich der Promotorregion mit
der Konsensussequenz aller bis dato validierten Sycrpl-Bindestellen ergab zwei mogliche
Sycrpl-Bindestellen 47 bp bzw. 63 bp stromaufwirts des Hpr2 Transkriptionsstarts (nicht
gezeigt). Neben diesen bereits bekannten Hfq-abhéngigen Transkripten wurden einige
neue mRNAs identifiziert, deren Akkumulation in Ahfg negativ betroffen war. Allerdings
ist die genaue Funktion dieser Gene nicht bekannt und fiir keines wurde ein Einfluss auf
die Phototaxis beschrieben. Bemerkenswerterweise finden sich jedoch mit slr0226 und
dem Operon slr0869-slr0870 zwei weitere Kandidaten des Sycrpl Regulons darunter. Eine
eingehendere Beschreibung der am starksten regulierten Transkripte und die Verifikation
der Hfg-abhingigen Regulation dieser mRNAs findet sich bei Dienst (2008, 2010) und

wird hier nicht genauer betrachtet.

Die Transkriptmenge von zwei RNAs, welche auf Grund der verfiigbaren Transkrip-
tomdaten, genomischen Lokalisation und der Abwesenheit von Protein-kodierenden Le-
serahmen als putative sSRNAs eingestuft wurden, war in Ahfg ebenfalls stark reduziert.

Entsprechend der von Dienst eingefithrten Nomenklatur werden diese im weiteren Text
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als Hpr8" und Hprll (Hfg-dependent, putative sRNA) bezeichnet. Fiir Hprl konnte -
wahrscheinlich auf Grund der geringen Signalintensitit - keine signifikante Anderung
der Transkriptakkumulation festgestellt werden, und Hpr3 wird durch das verwendete

Microarray nicht detektiert.

Das neue Microarray umfasste auch Sonden fiir Gene, welche auf den Plasmiden von
Synechocystis lokalisiert sind. Auffillig war, dass lediglich fiir Transkripte des Plasmids
pSYS-A - nicht jedoch fiir diejenigen der anderen Plasmide - eine Hfq-abhéngige Regu-
lation beobachtet wurde. Interessanterweise ist ausschlieflilich die Akkumulation von
crRNAs, welche durch Prozessierung aus den pra-crRNAs der Loci CRISPR2 und
CRISPR3 herstammen, sowie von mRNAs der benachbarten cas-Gene betroffen. Unter
den letztgenannte finden sich insbesondere die Transkripte derjenigen cas-Gene, welche
tiir Homologe des CRISPR/Cas Effektor-Komplexes kodieren und deren Proteinpro-
dukte mit den crRNAs interagieren (Makarova et al., 2011; Scholz et al., 2013).

Positiv regulierte Transkripte

Fiir einige wenige Transkripte konnte in Ahfq eine moderat erhéhte Abundanz detektiert
werden (siehe Tab. 6). Darunter befinden sich keine putativen sRNAs, im Gegensatz zu
den negativ regulierten Transkripten aber mehrere asRNAs. Am starksten reguliert waren
hierbei die asRNAs slr0144-as1 und slr2099-as3. Es konnte allerdings keine signifikante
Verdnderung der komplementiren (Ziel-)mRNAs nachgewiesen werden. Auch wurde
die Akkumulation weder dieser beiden asRNAs noch der komplementdren mRNAs in
den Untersuchungen von Dienst durch Hfq signifikant beeinflusst. Ebenso wurden auch
die anderen positiv regulierten Transkripte, die zudem nur eine relativ niedrige fold
change aufwiesen, nicht in den vorherigen Untersuchungen detektiert. Zudem findet sich
fir keine der positiv regulierten RNAs ein Hinweis auf eine Sycrp1-abhéngige Transkrip-

tion.

4 Nach der Nomenklatur von Voss et al. (2009) wird Hpr8 als SyR14 (Synechocystis ncRNA) bezeichnet.
Um die Bezeichnung einheitlich zu halten und die Hfq- Abhéngigkeit herauszustellen, wird in dieser Arbeit
aber die Nomenklatur von Dienst (2010) verwendet.
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Tab. 6: RNAs mit erhohter Transkriptakkumulation in Ahfq. Vergleich der Transkriptakkumulation
gegeniiber dem WT wahrend der logarithmischen Wachstumsphase (OD7sonm = 0,6). Zur Erlauterung
siehe Tab. 5.

Gen Genprodukt FC(log2) InterPro Klassifizierung Sycrp1
slr0144-asl1 asRNA 1,61 -

slr2099-as3 asRNA 1,43 -

sll1201 hypothetical protein 1,31 hypothetical protein CHP01784

sll1675 hypothetical protein 1,29 Glyoxalase/fosfomycin resistance/dioxygenase

sll1825 hypothetical protein 1,23 Short-chain dehydrogenase/reductase SDR
sll0574-as2 asRNA 1,18 B

ssr2153 unknown protein 1,09 -

s110260 hypothetical protein 1,07 CBS domain; FAD-binding, type 2

3.1.2 Verifizierung der Hfq-abhangigen Akkumulation von ncRNAs

Hpr11

Hprll wird auf dem chromosomalen [-]-Strang zwischen den auf dem [+]-Strang gele-
genen Genen slr1822 (Endonuklease 1I1) und sir1732 (Hypothetisches Protein) kodiert
(Abb. 7 a). Mit einer FC von -4,19 ist es die im Ahfg-Stamm am starksten regulierte SRNA.
Die hohe Anzahl der cDNA reads (Mitschke et al., 2011) wie auch die hohe Intensitit der
Microarray Signale' legen zudem nahe, dass es eine der am starksten exprimierten SRNAs
in Synechocystis ist. Dementsprechend konnte mit einer transkriptspezifischen Sonde im
Northern Blot eine abundante RNA-Bande von ungefiahr 80 nt im WT nachgewiesen wer-
den, wihrend das Transkript in der Ahfq Mutante kaum mehr nachweisbar war (Abb. 7
b). Eine cAMP/Sycrpl-abhingige Regulation von Hpr11 ist sehr wahrscheinlich. Zum ei-
nen war Hprl11 auch in der Asycrpl-Mutante negativ reguliert, und dariiber hinaus konn-
ten Omagari et al. (2008) eine vorhergesagte Sycrpl Bindestelle 56 bp stromaufwirts des

Transkriptionsstarts von Hprl1 durch ein Gel-Shift Experiment verifizieren.

> Die Signalintensititen der Hpr11-Sonden im WT entsprechen ca. 30-50 % derjenigen der am stirksten
akkumulierenden tRNA und sie fallen in das oberste 0,3 %-Quantil der im Microarray gemessenen Signal-
intensitaten.



Resultate | 52

@ @ Hpr11

WT Ahfq
sorazz
-4,19
+0,10 Hpr11l +0,28
} 2047 reads ~ 80nt »| —-
85nt —
- .
5S rRNA

Abb. 7: Northern Blot Verifikation der Hfg-abhingigen Akkumulation von Hpri11. (a)
Schematische Reprasentation des hpr11 Locus. Oberhalb ([+]-Strang) und unterhalb ([-]-Strang) der
gestrichelten Linie sind im gleichen Maf3stab die Anreicherung von cDNA reads aus einer RNA-seq
(Mitschke et al., 2011) dargestellt. Daneben ist die maximale Anreicherung und Ausdehnung der reads
angegeben. Die logarithmischen Zahlenwerte des im Microarray ermittelten fold change sind fur die
einzelnen Gene angegeben. (b) Northern Blot Analyse mit radioaktiv markierter Hpr11-Sonde. 8 ug Ge-
samt-RNA aus einer Flussigkultur in der logarithmischen Wachstumsphase (OD7sonm = 0,6) wurden durch
eine 10 % Harnstoff-PAGE aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Eine Hybridisierung
mit einer 55 rRNA Sonde diente zur Ladekontrolle. Die Gro3e des detektierten Transkripts wurde durch
Uberlagerung der Membran mit den Gelbanden einer Low Range Riboruler RNA Ladder abgeschatzt.

Hpr8

Die kodierende Sequenz von Hpr8 liegt auf dem chromosomalen [+]-Strang zwischen
den Genen slr1213 (AraC subfamily response regulator uirR) und slr1214 (PatA-type
response regulator IsiR) (Abb. 8 a). Die Northern Blot Hybridisierung mit einer Hpr8-
Sonde zeigte, dass im WT drei Banden von ungefahr 90, 200 und 500 nt Linge akkumu-
lieren (Abb. 8 b). Im Ahfg-Stamm akkumulierten die beiden grofien Banden im geringe-
ren Mafle, wihrend die kleine Bande im Gegensatz zum W'T gar nicht auftrat. Dies spricht
fiir eine Hfq-abhéngige Prozessierung und/oder Stabilisierung von Hpr8. Obwohl die
Transkriptomdaten fiir die starke Akkumulation einer kleinen sRNA sprechen, ist es
wahrscheinlich, dass diese zusammen mit dem stromabwiérts gelegenen IsiR (slr1214) co-
transkribiert wird. So aktiviert die Bindung von UirR an die Promotorregion von hpr8
die Expression von IsiR in Folge von UV-Stress (Song et al., 2011). Auflerdem zeigen beide
Transkripte in verschiedenen Microarray-Studien jeweils ein gleichartiges Verhalten
(Daten nicht gezeigt). Somit kommt fiir Hpr8 auch eine Funktion als cis-regulatorisches

Element der 5°-UTR von IsiR infrage. Zur Detektion eines potentiellen Co-Transkripts,
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wurde die Akkumulation von Hpr8 in Kulturen, die vor Isolation der Gesamt-RNA fiir
jeweils 2 h verschiedenen Lichtbedingungen ausgesetzt waren, analysiert (Abb. 8 ¢). Im
Einklang mit der Rolle von UirR als UV-lichtgesteuertem Transkriptionsfaktor war Hpr8
sowohl nach UV- wie auch allgemeinem Lichtstress hochreguliert und durch Dunkelheit
nicht betroffen. Es war jedoch kein lingeres Co-Transkript von hpr8 und slr1214 zu de-

tektieren.
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Abb. 8: Northern Blot Verifikation der Hfg-abhdangigen Akkumulation von Hpr8. (a) Schematische
Reprasentation des hpr8-Locus und (b) Northern Blot Analyse der Hpr8 Akkumulation in WT und Ahfq.
Vergleiche Abb. 7 a, b firr eine genauere Beschreibung. (c) Northern Blot Analyse der Hpr8-Akkumula-
tion unter verschiedenen Lichtbedingungen. Es sind jeweils biologische Duplikate von WT und Ahfg
Kulturen dargestellt. Flussigkulturen (ODsonm = 0,6) wurden fiir jeweils 2h unter ,Normal“-Licht (NL)
(~50 UE m?sT), Dunkelheit (D), Lichtstress (HL) (~175 uE m?2s™) und UV-Stress (~85 UE m2 s™) inkubiert
und Gesamt-RNA (3 pg) auf einem 1,3 % denaturierendem Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylon-
membran transferiert und mit einer radioaktiv markierten Hpr8-Sonde hybridisiert. Die Gel-Bande der
16S rRNA diente zur Ladekontrolle. Die GroRe des detektierten Transkripts wurde durch Uberlagerung
der Membran mit den Gelbanden einer High Range Riboruler RNA Ladder abgeschatzt.
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crRNAs

Um den Einfluss von Hfq auf die crRNAs zu untersuchen, wurde die Akkumulation von
Transkripten aller drei CRISPR Loci mittels Northern Blot analysiert. Dafiir wurde mit
einer Sonde gegen einen spezifischen spacer jeweils eine abundante crRNAs und mit einer
Sonde gegen die sich wiederholenden repeat Sequenzen die Gesamtheit der pra-crRNAs
des entsprechenden CRISPR Locus detektiert. Fiir CRISPR2 wurde RNA zusitzlich mit
einer Sonde gegen die distinkte leader Sequenz hybridisiert. Wie aus Abb. 9 b hervorgeht
ist die Akkumulation des CRISPR1 spacer2 in der Ahfq-Mutante nicht verringert und die
Menge der verschiedenen Prozessierungsstufen der pra-crRNAs sogar leicht erhoht. Fiir
die Transkripte der CRISPR2 und CRISPR2-Loci ist dagegen in Einklang mit den
Microarrray Daten eine Verminderung der crRNA Akkumulation in der Ahfg-Mutante
nachweisbar. Dabei unterscheidet sich jedoch der Einfluss von Hfq auf die Akkumulation
zwischen den verschiedenen Loci. Fiir CRISPR2 ist keine Veranderung der Akkumula-
tion der leader Sequenz oder der pra-crRNA auszumachen, und auch die Menge der Vor-
stufen (>50 nt) der von spacer 6 (C256) abgeleiteten crRNA ist in Ahfq nur geringfiigig
niedriger als im WT. Lediglich die (kleine) reife crRNA ist in Ahfg nicht mehr nachweis-
bar, und es scheint als sei ausschliefSlich ein spiter Prozessierungsschritt oder die Stabili-
sierung der crRNA von Hfq abhingig zu sein. Im Gegensatz dazu sind im Vergleich zum
WT in der Ahfg-Mutante nur sehr schwache Signale von CRISPR3 kodierten pra-crRNA
zu erkennen. Entsprechend sind die Abundanz der von spacer 15 (C3S15) abgeleiteten
Vorstufen in Ahfq stark reduziert und die reife crRNA sowie einige Prozessierungspro-

dukte iiberhaupt nicht nachzuweisen.

Die unterschiedliche Transkriptakkumulation von CRISPR2 kodierten pra-crRNAs und
crRNAs wie auch die Abwesenheit einzelner Prozessierungsprodukte von CRISPR2 und
CRISPR3 kodierten crRNAs lassen darauf schlieflen, dass die Prozessierung und nicht die
Transkription der CRISPR-Loci Hfq-abhingig ist.
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Abb. 9: Northern Blot Analyse der Akkumulation von crRNAs in Ahfq. (a) Schematische
Reprasentation der CRISPR2 und CRISPR3 Loci. Die logarithmischen Zahlenwerte des im Microarray
ermittelte fold change sind fir die einzelnen Gene angegeben. Hfg-regulierte Gene sind grau (FC > 1)
bzw. hellgrau (FC 0,5 - 1) und nicht regulierte Gene (FC < 0,5) weil3 dargestellt. (b) Vergleichende
Northern Blot Analyse von (pré-)crRNAs der drei verschiedenen CRISPR Loci in WT und Ahfq. 5 ug Ge-
samt-RNA aus einer Flissigkultur in der logarithmischen Wachstumsphase (OD7sonm = 0,6) wurden durch
eine 10 % Harnstoff-PAGE aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Es wurden radioaktiv
markierte DNA-Oligonukleotidsonden zur Detektion der jeweiligen direct repeat (DR), spezifischer
spacer (S) und der CRISPR2 leader-Sequenz eingesetzt. Eine 55 rRNA Hybridisierung diente als Ladekon-
trolle. Die GroRe der detektierten Banden wurde durch Uberlagerung der Membran mit einer Low Range
Riboruler RNA Ladder abgeschatzt.
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3.2 Hfqund das Sycrp1-Regulon

3.2.1 Analyse der cAMP/Sycrp1-abhangigen Transkriptakkumulation

Die Synthese des second messenger cAMP durch die Adenylat-Cylase Cyal und der Tran-
skriptionsfaktor Sycrpl (Synechocystis cAMP-receptor protein) sind fiir das phototakti-
sche Verhalten von Synechocystis unabdingbar (Terauchi und Ohmori, 1999; Yoshimura,
Yoshihara, et al., 2002). Der cAMP/Sycrpl-Komplex reguliert jedoch nicht die Pilusbio-
genese oder Motilitdt auf Zellebene, sondern scheint an der Steuerung des Gruppenver-

haltens von motilen Biofilmen beteiligt zu sein (Bhaya et al., 2006).

Unter Beriicksichtigung aller bisher verfiigbaren Daten ist davon auszugehen, dass knapp
tiber die Halfte der in der Ahfg Mutante negativ regulierten Transkripte direkt oder indi-
rekt durch Sycrpl reguliert werden (vgl. Tab. 5). Es ldsst sich daher mutmafien, dass die
verdnderte Transkriptakkumulation in Ahfq generell auf einen Beeintrichtigung der
cAMP/Sycrpl-gesteuerten Genexpression zuriickzuftihren ist. Um dem nachzugehen,
wurde die Akkumulation von Sycrpl-abhingigen mRNAs sowie Hpr8 und einer
CRISPR3 crRNA, fiir die bisher keine Sycrpl-abhingige Regulation nachgewiesen wur-
den, in Ahfq und Asycrpl verglichen. Wie aus der Northern Blot Analyse von Gesamt-
RNA hervorgeht, ist die Akkumulation der beiden mRNAs mit der ausgeprégtesten Tran-
skriptreduktion in Ahfg (slr1667 und ssr2848) wie auch der beiden ncRNAs in Ahfg und
Asycrpl in gleichem Mafle verringert (Abb. 10). Insbesondere hervorzuheben ist, dass das
kleine, putative Prozessierungsprodukt von Hpr8 nicht in AsycrpI akkumulierte, und die
Verdnderung der Transkriptakkumulation in Ahfq und Asycrpl absolut identisch war.
Auch stimmen diese Ergebnisse mit dem Asycrpl-Microarray tiberein, in welchem fiir
CRISPR2 crRNAs, Hprl1 und slr0226 ebenfalls eine Verringerung der Transkriptmengen
festgestellt wurde. Somit ist es wahrscheinlich, dass die veranderte Transkriptakkumual-
tion in der Ahfq Mutante in weiten Teilen auf eine Stérung der cAMP/Sycrpl abhingigen

Genexpression zuriickzufithren ist.
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Abb. 10: Vergleich der Hfg- und Sycrp1-abhdngigen Transkriptakkumulation. Northern Blot Ana-
lyse ausgewahlter Transkripte. Gesamt-RNA wurde aus Flussigkulturen in der logaritmischen Wachs-
tumsphase (OD7sonm = 0,6) isoliert. Fiir die Detektion der mRNAs slr1667 und ssr2848 wurden 3 ug RNA
auf einem 1,3 % denaturierendem Agarosegel und fiir die ncRNAs Hpr8 und C3515 5 ug RNA auf einem
10 % Harnstoff-PAGE aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nylonmembran erfolgte die Hybridisie-
rung mit radioaktiv markierten Sonden. Die Gel-Bande der 16S rRNA bzw. eine Hybridisierung mit einer
5S rRNA Sonde diente zur Ladekontrolle.

3.2.2 Komplementationsversuch mit FLAG-Sycrp1

Eine solche Dysfunktion konnte potentiell durch eine Hfg-abhingige Regulation der
sycrpl- bzw. cyal-Expression erklart werden. In den verfiigbaren Microarray-Daten fin-
den sich jedoch keine Hinweise auf eine Verringerung der entsprechenden Transkripte
in der Ahfq Mutante. Auflerdem waren frithere Versuche von Dienst (2010) zur Wieder-
herstellung der Phototaxis in einer Ahfqg Mutante durch die Zugabe von exogenem
cAMP?, sowie die Uberexpression der sycrpl RNA nicht erfolgreich. Dabei wurde in Er-
mangelung eines Sycrpl-Antikorpers allerdings keine Analyse auf Proteinebene durch-
gefithrt. Um einen Einfluss von Hfq auf die Translation von Sycrpl auszuschlieflen, sollte
in einem analogen Experiment daher zusitzlich die Expression eines funktionellen
Sycrpl-Proteins in der Ahfqg Mutante verifiziert werden. Zu diesem Zweck wurde das

Plasmid pUR-FLAG-sycrpl mittels Konjugation sowohl in die Ahfg- als auch in die

!¢ Die Gabe von exogenem cAMP ist ausreichend, um das phototaktische Verhalten in einer Acyal Mutante
wiederherzustellen (Bhaya et al., 2006).
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Asycrpl-Mutante eingebracht (Ahfq x FLAG-sycrpl und Asycrpl x FLAG-sycrplI). Dies
erlaubte die induzierbare Expression eines Sycrpl-Fusionsproteins mit N-terminalem

FLAG-Epitop.

Die Untersuchung des phototaktischen Verhaltens der resultierenden Stimme zeigte,
dass das Fusionsprotein unter Expressionsbedingungen das phototaktische Verhalten
von Asycrpl, nicht aber von Ahfq wiederherstellen konnte (siehe Abb. 11 a). Im Vergleich
mit einem Synechocystis WT Stamm, der lediglich einen Leervektor ohne FLAG-Expres-
sionskassette enthielt, zeigte Asycrpl x FLAG-sycrpl sogar eine leicht erhhte Geschwin-
digkeit im Phototaxis-Assay. Eine Wiederholung des Experiments mit unabhéngigen

Klonen bestidtigte die hier gezeigten Ergebnisse.
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Abb. 11: Versuch der Komplementierung von Ahfq durch FLAG-Sycrp1. Es wurden Ahfg und
Asycrp1 Stamme die ein FLAG-Sycrp1 Fusionsprotein unter Kontrolle des durch Kupfer reprimierbaren
petJ-Promotors exprimiert. (@) Phototaxis-Assay auf 0,5 % BG11-Platten ohne Kupfer und unter Zusatz
von 2 uM CuSO; (b) Western-Blot-Analyse der Proteinexpression. 15 ul Gesamtextrakt aus Flussigkultu-
ren (BG11 + 0,2 % Glukose; OD7sonm = 1,0) wurde auf einem 4-16 % Tris-Tricine-SDS-Gradientengel auf-
getrennt und auf eine PYDF-Membran transferiert. Die Detektion des Fusionsproteins (~29kD) erfolgte
mit einem FLAG-Antikorper. Als GroBenstandard diente ein Prestained Protein Marker VI (APPLICHEM).
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Des Weiteren wurde die FLAG-Sycrpl Expression in Ahfq x FLAG-sycrpl und Asycrpl x
FLAG-sycrpl untersucht. Eine vergleichende Western-Blot-Analyse von Zellextrakten
zeigte, dass das Fusionsprotein in beiden Stimmen in voller Lange translatiert wird und
sich das Expressionsniveau nicht wesentlich unterscheidet (siehe Abb. 11 b). Folglich
kann der Defekt in der Phototaxis der Ahfg-Mutante nicht durch eine Hfq-abhingige

posttranskriptionelle Regulation der Sycrpl-Translation erklirt werden.

3.3 RNA-Bindestellen und funktionelle AS von Hfq

3.3.1 Hfqg-abhangige ncRNAs binden nicht mit hoher Affinitat an Hfq

In verschiedenen bakteriellen Spezies konnte eine stabile Assoziation von ncRNAs mit
Hfq durch Co-Immunoprizipitation nachgewiesen werden (Zhang et al., 2003; Torres-
Quesada et al., 2010; Berghoff et al., 2011). In einem vergleichbaren Experiment wurde
versucht die Bindung von ncRNAs, welche in Synechocystis Hfq-abhéngig akkumulieren,

an affinitdtsgereinigtem Hfq zu verifizieren.

Fiir die spezifische Aufreinigung wurde ein rekombinantes Hfq Fusionsprotein mit einem
N-terminalen 3XxFLAG-Epitop eingesetzt. Zu diesem Zweck wurde die Ahfg Mutante mit-
tels Elektroporation mit dem integrativen Vektor pSK-FLAG-hfq transformiert. Der re-
sultierende Stamm Ahfq x FLAG-Hfq ermdoglichte die Expression von FLAG-Hfq unter
Kontrolle des Cu**-reprimierbaren petJ-Promotors (Ppet]) von einem neutralen Ort im
Chromosom. Die Funktionalitdt des FLAG-Hfq Proteins wurde zunéchst mit einem Pho-
totaxis-Assay iiberpriift. In Abb. 12 a ist zu erkennen, das der Stamm Ahfq x FLAG-hfq
bei Induktion der FLAG-Hfq Expression unter Kupfermangel phototaktische Motilitit
zeigt, und das Fusionsprotein somit in der Lage ist, den nicht motilen Phanotyp der Ahfq
Mutante zu komplementieren. Um die unspezifische Anreicherung von ncRNAs durch
das 3xFLAG-Epitop oder die verwendete Affinitidtsmatrix auszuschlieflen, wurde die Co-
Immunoprizipitation ebenfalls mit einem Kontrollstamm durchgefiihrt. Dieser expri-
mierte das kleine Photosynthese-Hilfsprotein Ycf34 mit N-terminalen 3xFLAG Epitop
unter Kontrolle von Ppet] vom gleichen chromosomalen Integrationsort (siehe Tab. 2).

Fir die Co-Immunoprazipitation Hfq-gebundener ncRNAs wurden die beiden o.g.
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Stimme in kupferfreiem Medium angezogen, in der stationdren Phase (OD7sonm ~ 3,0)
geerntet und die Fusionsproteine durch eine anti-FLAG-Affinitdtsmatrix aus den solubi-
lisierten Zellextrakten erfolgreich aufgereinigt (Abb. 12 b). Gesamt-RNA wurde aus Ali-
quots verschiedener Aufreinigungsschritte isoliert und die Akkumulation der Hfq-ab-
hangigen sSRNAs Hpr3, Hpr8, Hpr11 und der crRNA C2S6 durch Northern Blot Analyse
untersucht (Abb. 12 ¢). Die Beobachtung, dass alle Transkripte im Stamm Ahfg x FLAG-
hfq detektiert werden konnten und die Transkriptmenge sich nicht oder nur minimal von
derjenigen im Kontrollstamm unterscheidet, weist darauf hin, das FLAG-Hfq auch auf
Ebene der Transkriptakkumulation funktionell ist. Es konnte jedoch keine spezifische
Aufreinigung von Hfq-gebundenen ncRNAs in der Elutionsfraktion nachgewiesen wer-
den. Lediglich fiir Hpr11 wurde ein schwaches Signal detektiert, welches aber in Anbe-
tracht der allgemein starken Hprl1 Transkriptakkumulation und der gleichzeitigen Auf-
reinigung von Hpr11 mit dem FLAG-Ycf34 Kontrollprotein als unspezifisch einzustufen
ist. Somit kann zumindest fiir die untersuchten ncRNAs eine hochaffine Bindung an Hfq

nicht bestitigt werden.
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Abb. 12: Co-Immunoprazipitation von ncRNAs durch FLAG-Hfq. (a) Die Expression eines rekombi-
naten FLAG-Hfg-Fusionsproteins auf Cu?*-freien Phototaxis-Platten komplementiert den nicht-motilen
Phanotyp der Ahfg Mutante. (b) Co-Immunoprézipitationsexperiment mit Ahfg x FLAG-hfg und einem
Aycf34 x FLAG-ycf34 Kontrollstamm. Die Zellen wurden in 500 ml BG11 - Cu®* unter Zusatz von 0,2 %
Glukose und Begasung mit 3 % CO, bis OD7sonm ~ 3.0 angezogen und FLAG-Fusionsproteine mit einer
anti-FLAG Affinitatsmatrix aus solubilisiertem Extrakt aufgereinigt. Es wurden jeweils Proben des solu-
bilisierten Extrakts (SE), des Durchflusses (FT), der Waschfraktion (Wasch) sowie die gesamte Affinitats-
matrix analysiert. Die Aufreinigung von FLAG-Hfq (10,5 kDa) und FLAG-Ycf34 (12,3 kDa) wurde nach
Auftrennung von 1/40 der entnommenen Aliquots in einer 16 % Tris-Tricine-PAGE durch Western Blot
Analyse mit einem FLAG Antikorper verifiziert. (c) Aus den restlichen Proben wurde Gesamt-RNA extra-
hiert und die Anreicherung von ncRNAs nach Auftrennung in einer 10 % Harnstoff-PAGE durch
Northern Blot Analyse mit Transkript-spezifischen, radioaktiv markierten Sonden untersucht.
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3.3.2 Atypische Hfg-Homologe sind in fast allen Cyanobakterien konserviert

Auf Grund der im Vergleich zu anderen Bakterien divergierenden AS-Zusammensetzung
wurden cyanobakterielle Hfq-Homologe in der ersten systematischen Analyse der phylo-
genetischen Verbreitung von Hfq durch Sun et al. (2002) tibersehen. Erst spater wurden
Hfq kodierende Gene in einigen Cyanobakterien identifiziert (Valentin-Hansen et al.,
2004) und die Struktur der Hfq Proteine aus Synechocystis und Nostoc sp. PCC7120 auf-
geklart (Boggild et al., 2009). Es erfolgte jedoch keine umfassende Analyse der Konservie-
rung von cyanobakteriellen Hfq Proteinen durch die jeweiligen Autoren. Ferner wurden
in der Zwischenzeit weitere Strukturen von Hfq im Komplex mit RNA aufgeklart und die
Anzahl der sequenzierten cyanobakteriellen Genome durch die Verdffentlichung des
CyanoGEBA Datensatzes (Shih ef al., 2013) beinahe verdoppelt. Um die Hfq-Funktion in
Synechocystis genauer zu beleuchten, erfolgte daher ein systematischer Vergleich der
strukturellen Konservierung von funktionellen AS zwischen cyanobakteriellen und bak-
teriellen Hfq-Proteinen im Allgemeinen. Dafiir wurden zunichst Afg Gene in Cyanobak-
terien mittels BLAST Suche identifiziert". Es zeigte sich, dass 115 von 132 Genomen je-
weils fiir ein Hfq-Homolog kodieren, von denen die Mehrzahl eine Lange von 70-74 AS
aufwiesen (vgl. Schuergers et al. (2014)). Einige Homologe besaflen dariiber hinaus vari-
able N- oder C-terminale Sequenzerweiterungen von ~7-20 AS. Vor allem in obligaten
Symbionten und Vertretern des Genus Prochlorococcus (mit Ausnahme der Stimme
MIT 9303 und MIT 9312) wurde kein Homolog gefunden. Ausgehend von einem mul-
tiplen Sequenz-Alignment dieser Proteine wurde die Konservierung der einzelnen AS mit
ConSurf berechnet (Abb. 13 a) und mit der allgemeine Sequenzkonservierung von bak-
teriellen Hfq-Proteinen anhand der Oberflichenmodelle von Synechocystis Hfq und
E. coli Hfq verglichen'® (Abb. 13 b). Es ist bemerkenswert, dass in den cyanobakteriellen
Hfq Proteinen mit Ausnahme von G36 alle der am stérksten konservierten AS zur proxi-

malen Oberfliche des Hexamers beitragen. Diese AS der N-terminalen a-Helix und des

17 Standard PSI-BLAST - Als Startsequenzen dienten annotierten cyanobakteriellen Hfq-Homologen (Ta-
xonomy ID: 1117; KEGG Orthology K03666).

8 Als Basis fir die Berechnung der allgemeine Konservierung dienten Cluster (90 % Identitat) aller
UniProtKB Eintrége fir Hfq (InterPro Family: 005001). Um eine Verfilschung durch iiberreprasentierte
Sequenzen naher Verwandtschaft zu vermeiden erfolgte eine Normalisierung auf Basis des phylogeneti-
schen Stammbaums der Hfq-Homologe (neighbour joining BLOSSUM 62)
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invariablen WQD-Motifs liegen in unmittelbarer raumlicher Ndhe und bilden eine — nur
von dem vorstehenden N-Terminus unterbrochene - kreisformige Fliche rund um die
proximalen RNA-Bindungstaschen (zur Abgrenzung von der restlichen Oberfliche wird
dieser Bereich im weiteren Verlauf dieser Arbeit als ,proximaler Ring“ bezeichnet). Die
Konservierung im Bereich der proximalen RNA-Bindung ist dagegen gering. Dies betrifft
vor allem positiv geladene AS im Sm2 Motiv, welche das Phosphat-Riickgrat binden, so-
wie Reste der {3,-Ps Schleife, welche die Nukleinbase stabilisieren kénnten. Im Unter-
schied dazu sind die entsprechenden AS rund um die zentrale Pore, die in E. coli und
S. aureus an der Bindung von Uracil-Nukleotiden beteiligt sind (Schumacher et al., 2002;

Wang et al., 2013), allgemein hoch konserviert.

Eine Diskrepanz der Konservierung kann man auch fiir die AS der distalen RNA-Bin-
dungsstelle beobachten. Insbesondere die Positionen der Serin- und Threoninreste inner-
halb des Bs-Faltblatts", die in allen bekannten Hfq-RNA-Kristallstrukturen Wasserstoft-
briickenbindungen mit einer RNA-Nukleinbase eingehen, sind in Cyanobakterien durch
ein Alanin (A64) substituiert bzw. nicht konserviert (T65). Eine Konservierung von meh-
reren benachbarten, positiv geladenen AS, wie sie fiir die laterale RNA-Bindestelle cha-

rakteristisch ist, konnte ebenso wenig beobachtet werden.

Zusammengenommen ldsst sich somit feststellen, dass die in verschiedenen Gram-nega-
tiven und Gram-positiven Bakterien strukturell und funktionell charakterisierten RNA-

Bindungsstellen in Cyanobakterien auf Ebene der AS-Sequenz nicht konserviert sind.

3.3.3 Die RNA-Bindungsstellen sind nicht essentiell fiir die Funktion von

Synechocystis Hfq

Bereits in vorherigen Arbeiten war es nicht maglich, eine hoch affine Bindung von Sy-
nechocystis Hfq an sSRNAs zu belegen (Boggild ef al., 2009; Dienst, 2010) . Die Autoren
fithrten dies u.a. auf die negative Oberflichenladung der proximalen RNA-Bindetaschen

zuriick. Dariiber hinaus gelang es in dieser Arbeit ebenso wenig, eine spezifische Bindung

19860, T61 in E. coli Hfq; S61, T62 in S. aureus und B. subtilis (Link et al., 2009; Someya et al., 2012;
Horstmann et al., 2012)
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von ncRNAs an Hfq nachzuweisen. Unter Beriicksichtigung der fehlenden Sequenzkon-
servierung muss daher die RNA-Bindung insbesondere durch die RNA-Bindungsstellen
angezweifelt werden. Um diese Annahme zu bestétigen, wurden verschiedene Hfq Vari-
anten mit Einzel-AS Austauschmutationen konstruiert. Die proximale RNA-Bindetasche
wurde in den Hfq-Varianten T43D und D44K iiber das Einbringen veranderter Ladungen
mutiert. In G31IN wurde der am stérksten konservierte Bereich der distalen RNA-Binde-
tasche iiber eine Verdnderung der sterischen Konformation umgeformt. Dariiber hinaus
wurde auch der hoch konservierte proximale Ring mutiert. Dies erfolgte {iber den Aus-
tausch QI5R, da dieser die Interaktionsfahigkeit der konservierten Oberfldche mafigeb-
lich beeinflussen sollte (personliche Kommunikation Cheryl Kerfeld - US Department of
Energy, Joint Genome Institute, USA). Da die Ahfq Mutante nicht transformierbar war,
wurden diese Hfq-Varianten mit Hilfe der konjugierbaren Vektoren pVZ-hfg#AA in die
Ahfg Mutante transferiert und auf ihre Fihigkeit, den Phanotypen zu komplementieren,
getestet. Die Expression der mutierten Hfq-Varianten fiihrte in allen vier Stimmen zur
Wiederherstellung der phototaktischen Motilitdt (Abb. 13 ¢). Da ein direkter Zusammen-
hang zwischen Motilitat und verdnderter Transkriptakkumulation in der Ahfg Mutante
bisher nicht bewiesen ist, wurde auch die Transkriptmenge und Prozessierung der Hfq-
abhingigen sSRNA Hpr8 untersucht®. Wie aus einer Northern-Blot-Analyse hervorgeht,
akkumulieren Hpr8 sowie das putative Prozessierungsprodukt in den Stimmen, welche
die mutierten Hfq-Varianten exprimieren, auf WT Niveau (Abb. 13 d). Diese Daten stiit-
zen die Annahme, dass die putativen RNA-Bindetaschen keine RNA binden und generell
nicht von grundlegender Bedeutung fiir die Funktion von Hfq in Synechocystis sind. Aber
auch der Q15R Austausch des konservierten proximalen Rings wirkte sich nicht auf die

Hfq-Funktion aus.

2 Die Wahl fiel auf Hpr8, da keine Sycrp1-Bindestelle in der hpr8 Promotorregion gefunden wurde und die
Transkriptakkumulation offenkundig mit der Hfq-abhéngigen Prozessierung im Zusammenhang stand.
Die Transkriptakkumulation in den nachfolgend beschrieben Experimenten wurden aber teilweise auch
fiir ssr2848, slr2015 und slr1667 bestimmt. Diese bestétigten in allen untersuchten Fallen die Ergebnisse fiir
Hpr8.
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Abb. 13: Konservierung von funktionellen AS und Mutationsanalyse der putativen RNA-Bindeta-
schen. (a) Die entsprechend der Konservierung in Cyanobakterien eingefarbte AS-Sequenz von Hfq aus
Synechocystis. Die Sekunddrstruktur (PDB: 3hfo) und AS-Austauschmutationen sind schematisch darge-
stellt. Die Positionen von AS, die in Hfg-Proteinen anderer Bakterien an der RNA-Bindung beteiligt sind
(vgl. Abb. 4), wurden durch folgende Symbole markiert: * proximale RNA-Bindetasche; e distale RNA-
Bindetasche; + laterale RNA-Bindestelle. (b) AS-Konservierung von cyanobakteriellen Hfg-Homologen
dargestellt auf dem Oberflachenmodell von Synechocystis Hfq im Vergleich mit der generellen Konser-
vierung bakterieller Hfg-Homologe anhand von E. coli Hfq (PDB: 4ht9). Firr E. coli Hfq ist ein einzelnes
gebundenes U (proximal) bzw. ein AAA-Oligonukleotid (distal) und fiir Synechocystis die Lage der ent-
sprechenden Bindetasche gezeigt (gelb). (c) AS-Austauschmutanten von Hfq. Synechocystis Stammen
die ausschlieBlich eine mutierte Hfg-Variante exprimieren, zeigen gerichtete Bewegung zur Lichtquelle
im Phototaxis-Assay. (d) Northern Blot Analyse mit radioaktiv markierter Hpr8-Sonde nach Auftrennung
von 10 ug Gesamt-RNA in einer 10 % Harnstoff-PAGE. Eine 55 rRNA Hybridisierung diente zur Ladekon-
trolle.
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3.3.4 AS des proximalen Rings sind essentiell fiir die Hfq-Funktion

Zufallsbasierte Mutagenese zur Identifizierung funktioneller AS

Da die klassischen RNA-Bindetaschen offenbar nicht relevant fiir die Hfq-Funktion in
Synechocystis sind, sollten fiir ein besseres Verstandnis des Regulationsmechanismus zu-
nichst funktionelle Strukturelemente ermittelt werden. Dazu wurde eine zufallsbasierter
Mutagenese des hfg Gens durchgefithrt und in resultierenden Mutanten nach Einzel-AS-
Austauschen gesucht, welche die Hfq-Funktion unterbinden. Eine schematische Darstel-

lung dieses Screenings ist in Abb. 14 dargestellt.

Zunichst wurde die genomische hfq Sequenz mittels error prone-PCR mutiert (Abb. 14
a) und in den mobilisierbaren Expressionsvektor pUR kloniert (Abb. 14 b). Dies ermog-
lichte die Expression der Hfq-Varianten durch den regulierbaren pet/-Promotor sowie
die Detektion iiber die Fusion eines N-terminalen FLAG-Epitops. Diese pUR-hfg#AA
Derivate wurden konjugativ in den Ahfg Stamm transferiert und die Motilitat der Exkon-
juganten direkt auf Selektionsplatten mit niedriger Agarosekonzentration (0,5 %) iiber-
priift (Abb. 14 ¢). Eine - auf Grund der unscharfen Koloniegrenzen nicht niher bestimmte
- Mehrzahl der Klone zeigte motiles Verhalten und exprimierte somit ein funktionelles
Hfq Protein. Daneben konnten aber 116 nicht-motile Klone identifiziert werden. Um si-
cherzustellen, dass die eingefiigt Mutation nicht zu einem vorzeitigen Translationsstop
oder einer instabilen Proteinfaltung fithrt, wurde die Expression der mutierten Hfq-Pro-
teine in diesen Klonen iiberpriift. In 38 Klonen konnte die Expression eines Fusionspro-
teins der korrekten Grofle tiber das FLAG-Epitop im Western Blot verifiziert werden
(Abb. 14 d). Eine anschlieflende Sequenzanalyse ergab, dass 8 dieser Klone fiir ein Hfq-
Protein mit einer einzelnen AS-Austauschmutation kodierten (Abb. 14 €). In den anderen
Klonen, die nicht weiter analysiert wurden, waren dagegen zwei oder mehr AS mutiert.
Die zufallsbasierte Mutagenese fithrte somit zu folgenden nicht funktionellen AS-Aus-

tauschen: R3S, P9T, Q15H, 118F, R39H, W40R, D42N und V58E.
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Abb. 14: Strategie zur Identifizierung funktioneller AS. (a) Zuféllige Nukleotidaustauschmutationen
wurden durch eine error prone PCR in hfq eingefiihrt. (b) Mutierte hfqg Sequenzen wurden in den FLAG-
Expressionsvektor pUR kloniert und dieser in Ahfq konjugiert. (c) Die Motilitat der Exkonjuganten wurde
auf BG11-Festmedium (0,5 % Agar) Gberprift. (d) In nicht-motilen Klonen wurde die stabile Expression
des FLAG-Hfq Fusionsproteins durch Western-Blot Analyse liberpriift. Daflir wurden Zellextrakte auf ei-
nem 12 % SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und das Fusionsprotein
mit einem FLAG-Antikorper detektiert. (e) Eine Sequenzierung zeigte, dass acht der stabil exprimierten,
nicht funktionellen Fusionsproteine eine einzelne AS-Austauschmutation aufwiesen.
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Charakterisierung der nicht-funktionellen Hfg-Varianten

Die Stimme mit den o.g. AS-Austauschmutationen wurden anschliefSend genauer iiber-
priift. Fiir sieben Hfq-Varianten konnte durch ein Phototaxis-Assay der véllige Verlust
des motilen Verhaltens bestitigt werden (Abb. 15 a). Zusitzlich konnten in einer
Northern Blot-Analyse fiir diese Staimme eine verminderte Akkumulation und eine feh-
lende Prozessierung von Hpr8 — vergleichbar mit dem Ahfg-Stamm - nachgewiesen wer-
den (Abb. 15 b). Abweichend von der anfinglichen Beobachtung konnte R3S den Ahfg-
Phinotyp teilweise komplementieren und zeigte lediglich eine verringerte phototaktische
Motilitat. Obwohl die Akkumulation von Hpr8 im Ganzen eher derjenigen der nicht-
funktionellen Hfq-Varianten entsprach, konnte fiir R3S dennoch eine schwache Bande
auf Hohe des Hpr8 Prozessierungsprodukts detektiert werden. Auffillig ist auch, dass
Q15H den Ahfq Phanotyp nicht komplementieren konnte, wihrend der oben gezeigte
Austausch Q15R die Funktion nicht beeintrichtigte. Dies mag darauf zuriickzufithren
sein, dass der Imidazolring des Histidins grof3ere sterische Einschrankungen fiir evtl. auf-
tretende Makromolekiil-Interaktionen mit sich bringt. Bemerkenswerterweise sind abge-
sehen von R39 alle hier identifizierten AS in cyanobakteriellen Hfq-Homologen hoch
konserviert und mit Ausnahme von V58 entlang einer Furche auf der Oberfldche expo-
niert (Abb. 15 ¢). Unter Beriicksichtigung der vorausgegangenen Untersuchungen ist so-
mit anzunehmen, dass nicht die bekannten RNA-Bindestellen, sondern der proximale

Ring die entscheidende funktionelle Oberfliche von Synechocystis Hfq darstellt.
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Abb. 15: Analyse der nicht-funktionellen Hfg-Varianten mit Einzel-AS-Austauschmutationen. (a)
Phototaxis-Assay der Hfg-Varianten. Es wurden jeweils 3 pl einer Zellsuspension auf Phototaxisplatten
aufgetropft und fiir 10 d unidirektional belichtet. (b) Northern Blot Analyse des Hpr8 Transkripts. 10 ug
Gesamt-RNA aus einer Flissigkultur in der logarithmischen Wachstumsphase (OD7sonm = 0,6) wurden
durch eine 10 % Harnstoff-PAGE aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Eine 55 rRNA
Hybridisierung diente als Ladekontrolle. (c) Oberflaichenmodell der proximalen Seite von Synechocystis
Hfg. Mit Ausnahme von V58E sind die Seitenketten aller identifizierten funktionellen AS an der proxi-
malen Oberflache exponiert (siehe Ausschnitt). Q41 ist die einzige AS dieser Region, die im vorausge-
gangenen Screening nicht identifiziert wurde.
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3.4 Protein-Interaktionspartner von Hfq

3.4.1 Hfqinteragiert mit der T4P Sekretions-ATPase PilB1

Die putativen RNA-Bindungstaschen spielen augenscheinlich keine Rolle fiir die Funk-
tion von Synechocystis Hfq und es konnte keine Bindung von ncRNAs an Hfq nachgewie-
sen werden (vgl. 3.3.1 und 3.3.3). Zudem ist die Ladungsverteilung der Proteinoberflache
tir die RNA-Bindung ungeeignet (Boggild et al., 2009). Vor diesem Hintergrund ist zu
mutmaflen, dass Hfq in Synechocystis im Gegensatz zu kanonischen Hfq Proteinen eine
Funktion abseits der Bindung von RNA erfiillt. So kénnte die Agglomeration von hoch
konservierten, funktionell kritischen AS auf einer Seite des Hfq Hexamers im proximalen
Ring (vgl. 3.3.4) eine potentielle Interaktionsfliche fiir Protein-Protein Wechselwirkun-
gen darstellen. Um dieser Hypothese nachzugehen, wurde mittels Co-Immunoprizipita-
tion versucht, Komplexe von Hfq mit Proteininteraktionspartnern aus solubilisierten Zel-
lextrakten zu isolieren. Die Aufreinigung erfolgte aus 500 ml Kulturen des Stammes
Ahfg x FLAG-hfq sowie des Kontrollstammes Aycf34 x FLAG-ycf34 parallel zu der Co-
Immunoprizipitation von ncRNAs (siehe 3.3.1). Es wurden jedoch Aliquots der verschie-
denen Aufreinigungsschritte und % der Elutionsfraktion durch eine 16 %-Tris-Tricine-
SDS-PAGE aufgetrennt. Aufgereinigte Proteine wurden durch eine Coomassie-Féarbung
visualisiert (Abb. 16 a) und die Anreicherung der FLAG-Fusionsproteine durch einen
spezifischen Antikorper kontrolliert (Abb. 16 b). In der FLAG-Hfq Elutionsfraktion,
nicht aber in der Kontrolle konnte eine abundante Proteinbande mit einem apparenten
Molekulargewicht von knapp unter 75 kDa nachgewiesen werden. Diese konnte durch
massenspektrometrische Analyse in der Arbeitsgruppe von PD G. Lochnit (Protein Ana-
lytik, Medizinische Fakultit, Universitit Giessen) eindeutig als PilB1 (75,1 kDa; ORF
slr0063) identifiziert werden.
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Abb. 16: Co-Immunoprazipitation von PilB1 mit FLAG-Hfq. Co-Immunoprazipitationsexperiment
mit Ahfq x FLAG-Hfq und einem Aycf34 x FLAG-Ycf34 Kontrollstamm. Die Zellen wurden in 500 mI BG11
- Cu?* unter Zusatz von 0,2 % Glukose und Begasung mit 3 % CO, bis OD7sonm ~ 3.0 angezogen. FLAG-
Fusionsproteine wurden mit einer anti-FLAG Affinitatsmatrix aus solubilisiertem Extrakt aufgereinigt.
(a) Es wurden jeweils 1/40 der entnommenen Aliquots des solubilisierten Extrakts (SE), des Durchfluss
(FT) und der Waschfraktion (W) sowie 1/4 der Affinitatsmatrix durch eine 16 % Tris-Tricine-PAGE aufge-
trennt und Proteine durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. Als GréBenstandard diente ein
Prestained Protein Marker VI (APPLICHEM). (b) Zur Kontrolle der Aufreinigung wurden 1/40 der entnom-
menen Aliquots separat aufgetrennt und FLAG-Hfq (10,5 kDa) und FLAG-Ycf34 (12,3 kDa) im Western-
Blot mit einem HRP-gekoppelten FLAG Antikorper nachgewiesen.

3.4.2 Hfqinteragiert mit dem Protein SIr0845

Direkt unterhalb der leichten IgG Ketten und daher teilweise von diesen tiberlagert
konnte nach einer Silberfirbung des 16 %-Tris-Tricine-SDS-Polyacrylamidgel eine wei-
tere Bande in der FLAG-Hfq Elutionsfraktion detektiert werden. Nach einer Auftrennung
durch eine 7,5 % Glycin-SDS-PAGE wurde deutlich, dass neben PilB1 eine weiteres Pro-
tein mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 20 kDa ausschliefSlich mit FLAG-
Hfq co-aufgereinigt wurde (Abb. 17 a). Die massenspektrometrische Analyse ergab, dass
es sich dabei um das Proteinprodukt des ORF s/r0845 (21,8 kDa) handelte. Die Funktion
dieses als ,,hypothetical” annotierten Proteins ist unbekannt. Auch eine Analyse der AS-
Sequenz ergab keine Ubereinstimmung mit konservierten Doménen (nicht gezeigt). Im
Rahmen einer phylogenetischen Analyse von cyanobakteriellen Proteinen konnte gezeigt
werden, dass Slr0845 in allen Vertretern der Klade B vorkommt, auflerhalb der

Cyanobakterien jedoch nicht konserviert ist (Gupta und Mathews, 2010).

Da keine Riickschliisse auf die Proteinfunktion und die Auswirkungen einer méglichen

Interaktion mit Hfq vorlagen, wurde slr0845 durch die Insertion einer Km-Kasette in den
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Leserahmen inaktiviert (Abb. 17 b) und die Motilitit der resultierenden Aslr0845 Mu-
tante untersucht. Ein Phototaxis-Assay ergab, dass drei unabhidngige Aslr0845 Klone un-
ter Weifllicht (Abb. 17 ¢), wie auch unter anderen Lichtbedingungen (nicht gezeigt) ein
dem WT entsprechendes phototaktisches Verhalten zeigten. Ein Vergleich der genomi-
schen Lokalisation von slr0845 Homologen in Cyanobakterien ergab jedoch einen Hin-
weis auf eine mogliche Funktion des Proteins. In 42 von 58 cyanobakteriellen Genomen,
die fiir ein Slr0845-Homolog kodieren?, ist der Leserahmen direkt stromabwérts von ei-
nem pil-Gencluster lokalisiert, der fiir Proteine der Pilusbasis kodiert (Abb. 17 d). Eine
solche Organisation spricht dafiir, dass SIr0845 eine Rolle innerhalb der Pilusbiogenese
bzw. fiir die Regulation der Motilitat spielt. Die mogliche Co-Expression von PilB- und
SIr0845-Homologen in Cyanobakterien konnte auch ein Hinweis darauf sein, dass die
beiden Proteine miteinander interagieren und in der hier durchgefithrten Co-Immuno-
prézipitation Slr0845 durch eine Assoziation mit PilB1 nur indirekt mit Hfq aufgereinigt
wurde. Auf Grund dieser Uberlegung und des motilen Phinotyps der Aslr0845 Mutante
scheint eine essentielle Rolle von SIr0845 fiir die Hfq-Funktion unwahrscheinlich. Das

Protein wurde daher in dieser Arbeit nicht weiter untersucht.

2L BLAST Suche mit E-value von le® als Toleranzgrenze gegen Integrated Microbial Genomes (IMG) Da-
tenbank (Stand 20.03.14)



Resultate | 73

Elution
Hfq C
130kDa » Aslr0845::KmR
70kDa » <+— PilB1 slro845s
50kDa »
[¢[€]
@ WT Aslro845
25kDa P e——— 1 2 3
<+— S|r0845
l I I I Licht
2 | pilB S| pir D pilc >
B| pilB DL pilt D[ pilc  Dlsiross3

Abb. 17: Co-lImmunoprazipitation von SIr0845 mit FLAG-Hfq und Inaktivierung von s/r0845. (a)
1/4 der Affinitatsmatrix aus dem in 3.4.1 beschriebenen Co-Immunoprazipitationsexperiment wurde in
einer 7,5 % Glycin-SDS-PAGE aufgetrennt und Proteine wurden durch Coomassie-Farbung sichtbar ge-
macht. Als GroBenstandard diente ein Prestained Protein Marker VI (APPLICHEM) (b) PCR-Produkte (Primer:
sl11533-fw/ sll0823-rev) aus drei Klonen von As/r0845 und des WT auf einem ethidiumbromidgefarbten
0,8 % Agarosegel zum Nachweis der vollstandigen Segregation. (c) Phototaxis-Assay der Aslr0845 Klone
unter unidirektionalem Weilllicht. (d) Schematische Darstellung der Konservierung und der typischen
Lokalisation von s/r0845 innerhalb des putativen pilB-pilT-pilC-Operons in den verschiedenen cyanobak-
teriellen Kladen.



Resultate | 74

3.5 Die Hfg-PilB1-Interaktion

Yoshihara et al. (2001) zeigten, dass PilBl essentiell fiir die Biogenese von T4P in
Synechocystis ist. Eine ApilBI Mutante war nicht motil und konnte keine Pili an der Zell-
oberfldche ausbildet. In Anbetracht der beobachteten Interaktion zwischen Hfq und PilB1
konnten daher der Verlust der Motilitit und der Pili in der Ahfg Mutante auf einen Ein-
fluss von Hfq auf die PilB1-Funktion zuriickgefiihrt werden. Aus diesem Grund wurde

die Interaktion der beiden Proteine ausfithrlicher untersucht.

3.5.1 PilB1 besitzt eine konservierte putative Zink-Finger Domane am C-Ter-

minus

Um Anhaltspunkte fiir den Mechanismus der PilB1-Hfq-Interaktion zu finden, wurde
die Struktur von PilB1 durch eine vergleichende Sequenzanalyse genauer charakterisiert.
Dafiir wurde zunéchst die Struktur des Proteins mit Hilfe des Phyre? Webservers analy-
siert um den Doménenaufbau von PilB1 mit grofitméoglicher Genauigkeit zu erfassen.
Dies ermoglichte die Modellierung der AS 231-632 (confidence 100 %; coverage 55 %)
auf Basis einer bekannten Kristallstruktur der T2S Sekretions-ATPasen EspE aus Vibrio
cholera (Abb. 18 a, b). Ausgehend von diesem Modell erfolgte ein strukturbasierter Se-
quenzvergleich mit einer weiteren Sekretions-ATPase bekannter Struktur aus Archaeo-
globus fulgidus. Erwartungsgemafs sind die an der ATP-Spaltung beteiligten Subdomianen
N2 und C1 und speziell die charakteristischen Sequenzmotive, welche die Nukleotid-Bin-
detasche bilden, in PilB1 konserviert (Abb. 18 a). Ebenso sind alle vier Cysteine des fiir
die PilB/GspE-Proteinfamilie typischen Metallkationen-koordinierenden Cy-Motivs
vorhanden (Robien ef al., 2003). Dagegen weisen die Subdoménen N1 und C2 nur eine
geringe Ahnlichkeit mit den homologen ATPasen auf. Insbesondere der verlingerte N-
Terminus sowie die letzten 40 AS des C-Terminus weisen keinerlei Ubereinstimmungen
mit den anderen Sekretions-ATPasen auf. Auf Grund der zuverlassigen Modellierung der
konservierten ,,Kern“-Domédnen N2-C1 ist fiir PilB1 die Ausbildung einer hexameren
Ringstruktur annehmbar, wie sie fiir homologe Proteine beschrieben wurde (Abb. 18 b).
Dieser Ring wiirde tiber die N1-Doméine mit den integralen Membranproteinen des
Translokationsapparates interagieren, wihrend die C2-Doméne dem Cytoplasma zuge-

wandt wire.
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: V. cholera EspE . SR—

A. fulgidus GspE

Synechocystis PilB1 1 MTSSSSSKKSRAVALRNYFSPFGNKLVAGGHVDAEQLRQALVQVKKTGRSLPEELKAVTGRE LSPELLRQYKKNQLFELKVLYGVDSVDPEVA 93
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Synechocystis PilB1 187

V. cholera EspE 168
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Synechocystis PilB1 278
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Synechocystis PilB1 366
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Abb. 18: Domdnenaufbau und Strukturmodell von PilB1. Die Sekundar- und Tertiarstruktur von
PilB1 wurde mittels Phyre2 modelliert und darauf aufbauend die Quartarstruktur mit PyMo1 visualisiert
(@) Sequenzvergleich von PilB1 mit Vibrio cholera EspE (UniProt: P37093) und Archaeoglobus fulgidus
GspE (UniProt: 029598). Das Sequenzalignment wurde anhand der berechneten Sekundarstruktur edi-
tiert. Subdomanen N1 (gelb), N2 (grtin), C1 (blau), Cw (violett), C2 (rot); konservierte Sequenzmotive der
ATP-Bindungstasche (rote Box); (Zink-)koordinierende Cysteine (schwarze Dreiecke) und die modellier-
ten Sequenzabschnitte von PilB1 (schwarzer Unterstrich) sind hervorgehoben. (b) Modell von Sy-
nechocystis PilB1 auf Basis der hexameren Kristallstruktur von V. cholera EspE (PDB: 4KSR).

Die Suche nach PilB-Homologen* innerhalb der Cyanobakterien und ein anschlief}ender
Sequenzvergleich (vgl. Schuergers et al. (2014)) zeigten, dass mit Ausnahme einiger obli-
gat symbiontischer Spezies (Prochloron didemni, Cyanobacterium UCYN-A) und einiger
mariner Prochlorococcus und Synechococcus Arten alle Spezies zumeist fiir ein PilB-Ho-
molog kodieren. Wahrend die N2-C1 Subdoménen der cyanobakteriellen PilB-Proteine

ein hohes Maf§ an Konservierung aufweisen, unterscheiden sich die N1-Doménen der

22 PSI-BLAST - Als Startsequenzen dienten annotierte cyanobakterielle PilB-Homologe (Taxonomy ID:
1117; KEGG Orthology K02652) und als Toleranzgrenze ein E-value von 1e™.



Resultate | 76

Prochlorococcus und Synechococcus Arten grundlegend von denen anderer Cyanobakte-
rien (Abb. 19). Mit Ausnahme der meisten Vertreter des Phylum Prochlorococcus bein-
haltet die Subdomédne C2 in allen PilB-Homologen eine C-terminale Region von ca. 40
AS mit vier invariablen Cysteinen in einem CXXC-X,-CPYC Motiv (Abb. 19, vgl. auch
Abb. 18 a). Interessanterweise findet sich dieses Motiv in den Arten Prochlorococcus MIT
9303 und MIT 9313, die auch die einzigen beiden Prochlorococcus-Spezies sind, die fiir
Hfq kodieren. Obwohl diese Region keine Homologie zu anderen bakteriellen Proteinen
aufweist, dhnelt sie bekannten Zink-Finger-Motiven (Krishna ef al., 2003) und hat sehr
wahrscheinlich eine Funktion in der Koordinierung eines Zn**-Kation. Aus einem Ver-
gleich der Konservierung von PilB und Hfq in Cyanobakterien (vgl. 3.3.2) ergibt sich so-
mit ein Kookkurrenz von Hfq mit dieser putativen C-terminalen Zink-Finger-Domane

(Abb. 19).
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Abb. 19: Gleichzeitiges Auftreten von Hfq und einem putativen Zink-Finger Motiv in PilB1-Homo-
logen. Konservierung von PilB1-Homologen in cyanobakteriellen Genomen wurden durch ein PSI-
BLAST ermittelt und mit dem Vorkommen von Hfg-Homologen verglichen. Die Doméanen sind analog
zu Abb. 18 eingefarbt. Das Sequenzmotiv wurde mit MEME erstellt. Die CXXC-X;o-CPYC Sequenz ist
durch rote Symbole hervorgehoben. (*) Die Koservierung von PilB1 und Hfq In den Stdmmen MIT9303
und MIT9313 entspricht den Synechococcus-Arten.
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3.5.2 Hfqbindet direkt an die putative Zink-Finger Domane

Die Co-Immunoprézipitation von PilB1 mit Hfq lasst sich nicht zwangsldufig auf eine
direkte Interaktion zuriickfiihren. Ebenso konnte sie durch einen weiteren Interaktions-
partner wie z.B. SIr0845 in einem Multiproteinkomplex vermittelt werden. Um eine di-
rekte Interaktion zu bestitigen und die beteiligten Interaktionsflichen einzugrenzen,
wurde die Assoziation von Hfq und PilB1 daher in einem Y2H-System genauer charak-
terisiert. Basierend auf strukturellen und funktionellen Uberlegungen sollten dabei ins-
besondere die Bedeutung der putativen Zink-Finger-Doméne von PilB1 und des proxi-
malen dufleren Rings von Hfq aufgekldrt werden. Diese Untersuchungen erfolgten in Zu-
sammenarbeit mit Dr. Satoru Watanabe (Department of Bioscience, Tokyo University of

Agriculture, Japan).

Dazu wurden WT Hfq und die zuvor beschriebenen nicht-funktionellen Hfq-Varianten
(siehe 3.3.4) als prey Proteine und verschiedene Doménen von PilB1 als bait Proteine ein-
gesetzt. Neben der N-terminalen Domine (PilB1-N; AS 1-366) und der C-terminalen Do-
méne (PilB1-C; AS 267-627) wurden ein Fragment mit der kleinen, putativen Zink-Fin-
ger-Finger Domine (PilB1-C2%; 633-627) sowie eine mutierte Variante dieser Domidne
(PilB1-C2%*M) kloniert (Abb. 20 a). In dieser Variante wurden alle vier Cysteine gegen
Alanin ausgetauscht, so dass die angenommene Fihigkeit zur Koordination eines Metall-
kations verloren geht. Als Positivkontrolle wurde zusatzlich Hfq, welches in Form der
Hexameruntereinheiten bekanntermafien mit sich selber interagiert, als bait Protein ge-

nutzt.

In dem hier verwendeten Y2H-System wurde zuerst das Wachstum von diploiden Hefe-
zellen auf Selektionsmedium ohne Tryptophan (Trp) und Leucin (Leu) getestet. Dies
diente der Kontrolle der erfolgreichen Kreuzung der haploiden Hefestimme (leu, trp),
welche zuvor mit den pGAD424-basierten prey-Vektoren (leu2) oder pGBTK-basierten
bait-Vektoren (trpI) transformiert wurden. Selektives Wachstum auf Medium, dem zu-
satzlich Adenin (Ade) fehlte, zeigt dagegen eine Interaktion der entsprechenden bait und
prey-Fusionsproteine an, da eine solche die Expression von ade2 iiber das raumliche Zu-
sammenbringen der fusionierten Gal4-Aktivierungsdomine und der Gal4-DNA-Binde-
domine aktiviert. Um die Autoaktivierung von ade2 auszuschlief3en, wurden zusitzlich

Hefestimme eingesetzt, welche lediglich mit einem ,,Leervektor transformiert wurden.
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Zuerst wurde die Interaktion von Hfq mit den verschiedenen bait Proteinen getestet
(Abb. 20 b). Erwartungsgemaf$ konnte eine Interaktion von Hfq-Monomeren unterei-
nander festgestellt werden. Dariiber hinaus war klar erkennbar, dass Hfq direkt mit der
C-terminalen Doméne von PilB1 interagiert, wihrend keine Interaktion mit der N-ter-
minalen Domaéne festgestellt werden konnte. Im Besonderen konnte gezeigt werden, dass
die putative Zink-Finger-Domine fiir die Interaktion ausreichend ist und der Austausch

der konservierten Cysteine zu einem Ausbleiben der Interaktion mit Hfq fiihrt.
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Abb. 20: Y2H-Analyse der Hfg-PilB1-Interaktion. (a) Schematische Darstellung der PilB1-Domaénen,
die als bait-Proteine eingesetzt wurden. (b) Y2H-Analyse der Interaktion von Hfg mit den verschiedenen
PilB1-Domanen und anderen Hfg-Untereinheiten. Selektives Wachstum von diploiden Hefestammen,
die prey- und bait-Vektoren (pGAD424 und pGBTK) enthielten, erfolgte bei 30°C auf SC-Medium ohne
Tryptophan (Trp) und Leucin (Leu). Zum Test der spezifischen Interaktion wurde zusatzlich Adenin (Ade)
weggelassen. (c) Protein-Protein-Interaktion von nicht-funktionellen Hfg-Varianten mit WT Hfq und C-
terminalen PilB1-Domdnen wie oben beschrieben.
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Nachfolgend wurde untersucht, ob die nicht-funktionellen Hfq Varianten weiterhin zu
Multimeren assoziieren oder ob ihrer Fihigkeit zur PilB1-Bindung beeintriachtigt ist. Wie
in Abb. 20 c zu sehen ist, beeinflussen die AS-Austausche P9T, Q15H, 118F, R39H, W40R
und D42N nicht die Interaktion mit WT Hfq. Daher kann angenommen werden, dass
diese Hfg-Varianten stabil exprimiert werden und die entsprechenden AS unerheblich
tiir die Hexamerbildung sind. Gegensitzlich verhélt sich die Mutation V58E, die zu einem
Verlust der Interaktion der Untereinheiten fithrt. Dies konnte auf eine verminderte Sta-
bilitat dieser Hfq-Variante zuriickzufiihren sein. Der Verlust der Interaktion steht aller-
dings auch in Einklang mit der strukturellen Funktion des Sm2-Sequenzmotives (zu wel-
chem V58 beitrédgt) bei der Multimerisierung der SM Proteine (vgl. 1.3.1). Die Analyse
der Interaktion mit PilB1 ergab, dass mit Ausnahme der Mutanten R39H und Q15H keine
der Hfq-Varianten an PilB1-C, oder PilB1-C2% binden. Da abgesehen von V58E eine aus-
reichende Proteinexpression fiir alle Hfq-Varianten angenommen werden kann, ist ein
direkter Einfluss der Mutationen P9T, I118F, W40R und D42N auf die Interaktion nahe-
liegend.

Zusammengenommen konnten durch die Y2H-Analyse die bereits durch Co-Immuno-
prézipitation nachgewiesene Hfq-PilB1-Interaktion validiert und eine direkte Interaktion
belegt werden. Dariiber hinaus zeigte sich, dass die putative Zink-Finger-Domine von
PilB1 als ,Minimalfragment® ausreichend fiir die Interaktion ist. Zugleich sind konser-
vierte, fiir die Funktion relevante AS auf der proximalen Hfq-Oberfldche an der Interak-

tion beteiligt.

3.6 Subzellulare Lokalisation von Hfq

Die Lokalisation einzelner Proteine ist oftmals von funktioneller Bedeutung, und es zeigte
sich in einigen neueren Studien, dass dies auch auf Hfq zutreffen kénnte (vgl. 1.3.3). Da
tiber die subzellulire Verteilung von Hfq in Synechocystis bisher keine Erkenntnisse vor-
lagen, wurde die Lokalisation durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen ermit-
telt. Die hier gezeigten konfokalen Aufnahmen entstanden in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Conrad Mullineaux (School of Biological and Chemical Sciences,

Queen Mary University of London, Groflbritannien).
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3.6.1 Hfqlokalisiert an der Zellperipherie

Die Y2H Analysen wiesen auf eine wichtige Rolle von AS auf der proximalen (N-termi-
nalen) Seite des Hfq-Hexamers fiir die Hfq-PilB1-Interaktion hin (vgl. 3.5.2). Da das
~27 kDa grofle eYFP-Protein die Interaktion mutmafilich beeintrachtigen kénnte, wur-
den daher N- und C-terminal eYFP-fluoreszenzmarkierte Hfq-Proteine iiber die konju-
gativen Vektoren (pVZ-eYFP-Hfq und pVZ-Hfq-eYFP) in die Ahfq Mutante eingebracht

und tiberexpremiert.

Zunachst wurde tiberpriift ob die Fusionsproteine den Phanotyp der Ahfq Mutante kom-
plementieren konnten. In einem Phototaxis-Assay zeigte der Stamm phototaktische Mo-
tilitdt, der das C-terminale Hfq-eYFP Fusionsprotein exprimierte, wihrend das N-termi-
nale eYFP-Hfq Fusionsprotein die Motilitdt nicht wiederherstellen konnte (Abb. 21 a). In
Ubereinstimmung hiermit ergab eine Northern Blot Analyse, dass die Akkumulation der
sRNA Hpr8 sowie ihres putativen Prozessierungsprodukts lediglich in Ahfg x Hfq-eYFP
mit dem WT vergleichbar ist (Abb. 21 b). Die Transkriptakkumulation im Stamm Ahfq x
eYFP-Hfq gleicht dagegen derjenigen der Ahfq Mutante. Anschlieflend wurden Zellen,
die auf Phototaxisplatten angezogen wurden, mit einem konvokalen Fluoreszenzmikro-
skop analysiert. Es konnte in beiden Stimmen intensive eYFP Fluoreszenz beobachtet
werden (Abb. 21 ¢). Dies verdeutlicht, dass das N-terminale eYFP-Hfq Protein exprimiert
wird, aber nicht funktionell ist. Bemerkenswerterweise zeigt das funktionelle Hfq-eYFP
Protein eine distinkte Lokalisation in Form von Punkten erhohter Fluoreszenz entlang
der Zellperipherie. Zusitzlich wurde in vielen Zellen ebenfalls an der Zellperipherie ein
einzelner Fleck hoher Intensitit beobachtet. Dagegen konnten nur minimale Fluores-
zenzsignale im Cytoplasma detektiert werden. Im Gegensatz dazu war im Stamm
Ahfq x eYFP-Hfq eine intensive, gleichmiflige Fluoreszenzverteilung im Cytoplasma
sichtbar. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass Hfq in Synechocystis an oder nahe der bak-
teriellen Zellhiille lokalisiert ist. Ferner korreliert der Verlust der spezifische Lokalisation
durch einen N-terminalen eYFP-tag mit dem Verlust der Motilitdt und der korrekten

Prozessierung der sSRNA Hpr8.
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Abb. 21: Komplementation der Ahfqg Mutante mit N- und C-terminalen eYFP-fluoreszenzmarkier-
ten Hfg-Proteinen und ihre subzellulire Lokalisation. Fiir die Uberexpression der N-terminalen
(eYFP-Hfq) und C-terminalen (Hfg-eYFP) Fusionsproteine wurden die Versuche jeweils mit Cu?*-freiem
Medium durchgefihrt. (a) Nur Hfg-eYFP komplementiert den nicht-motilen Phanotyp der Ahfg Mu-
tante im Phototaxis-Assay. (b) Northern Blot Analyse mit radioaktiv markierter Hpr8-Sonde nach Auf-
trennung von 10 ug Gesamt-RNA durch eine 10 % Harnstoff-PAGE. Eine Hybridisierung mit einer
5S rRNA diente zur Ladekontrolle. (c) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigen die subzellulare
Lokalisation der Fusionsproteine. Hierflir wurden Zellen von BG11-Festmedium in frischem BG11 ver-
diinnt, auf einen Agaroseblock aufgetropft und direkt mikroskopiert. Chlorophyll Fluoreszenz ist in ma-
genta und eYFP-Fluoreszenz in griin dargestellt.
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3.6.2 Die PilB1-Interaktion ist essentiell fiir die Lokalisation und Funktion von
Hfq

PilB-Homologe in anderen Prokaryoten erfiillen ihre Funktion @iber die Bindung an ein
integrales Membranprotein der Cytoplasmamembran (PilC-Homologe), welches die Ba-
sis des entsprechenden T4P oder T2SS bildet (Korotkov et al., 2012). Die spezifische Lo-
kalisation von Hfq an der Zellperipherie konnte in Anbetracht der gezeigten Hfq-PilB1-
Interaktion somit auf eine PilB1-vermittelte Bindung von Hfq an die Pilusbasis hindeu-
ten. In einem solchen Fall wére die Lokalisation von Hfq direkt von PilB1 abhidngig. Um
dieser Hypothese nachzugehen, wurde in dem Stamm Ahfg x Hfq- eYFP der pilBI Locus
durch Insertion einer Zeomycin-Resistenzkassette inaktiviert und der Stamm auf eine

verinderte Hfq-Lokalisation untersucht (Abb. 22 a).

Tatsdchlich zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, dass die intrazellulire Ver-
teilung des Hfq-eYFP-Fusionsproteins in Form von kleinen Punkten entlang der Zell-
membran im Stamm ApilBI/Ahfq x Hfq- eYFP nicht mehr nachweisbar ist. Stattdessen
ist die gesamte eYFP-Fluoreszenz pro Zelle fast ausschliefSlich in einem einzelnen Fleck
hoher Intensitit konzentriert (der zumeist an der Zellperipherie lokalisiert). Die beobach-
tete Veranderung der Verteilung und Intensitit der Fluoreszenzsignale wurde quantifi-
ziert und ist statistisch hoch signifikant (Tab. 7). Demzufolge ist das Hfq-eYFP-Fusions-
protein zum einen PilB1-abhingig entlang der Zellperipherie lokalisiert, wiahrend es dar-

tiber hinaus PilB1-unabhibgig aggregiert.

Es stellt sich weiterhin die Frage inwieweit sich die PilB1-Interaktion bzw. die damit ver-
bundene Lokalisation auf die Hfq-Funktion auswirkt. Daher wurde die Hpr8-Akkumu-
lation im Stamm ApilB1/Ahfq x Hfq- eYFP wie auch in einer ApilBI und einer ApilC Mu-
tante untersucht. Letztgenannte wurde in die Analyse miteinbezogen, da PilB1 wahr-
scheinlich iiber PilC mit der Pilusbasis interagiert und die Membranlokalisation von
PilB1 in einer ApilC Mutante vermutlich verloren ginge (siehe auch 1.2.3). Interessanter-
weise gleicht die Hpr8-Akkumulation in diesen Stimmen der Ahfg Mutante, und es
konnte kein Prozessierungsprodukt detektiert werden (Abb. 22 b). Es scheint, als sei Hfq
ausschlieSlich in Folge der PilB1-abhingigen Membranlokalisation befdhigt, die Hpr8-
Prozessierung und Akkumulation zu beeinflussen. Die PilBl-unabhingig aggregierte

Form von Hfq-eYFP ist dagegen (zumindest in Bezug auf die Hpr8-Prozessierung) nicht
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funktionell. Im Einklang mit der fundamentalen Rolle von PilB1 und PilC fiir die Pilus-
biogenese zeigten diese Mutanten auch kein motiles Verhalten im Phototaxis-Assay

(Abb. 22 ¢).

®

Ahfq x Hfq-eYFP ApilB1/Ahfq x Hfq-eYFP

Hpr8
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Abb. 22: Bedeutung der Hfq-PilB1-Interaktion fiir die Lokalisation und Funktion von Hfq. (a) Flu-
oreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigen eine veranderte Lokalisation des Hfg-eYFP Fusionspro-
teins in einer ApilB1 Mutante. Chlorophyll Fluoreszenz ist in magenta und eYFP-Fluoreszenz in griin
dargestellt. (b) Northern Blot Analyse mit radioaktiv markierter Hpr8-Sonde nach Auftrennung von
10 pug Gesamt-RNA in einer 10 % Harnstoff-PAGE. Eine Hybridisierung mit einer 5S rRNA diente zur La-
dekontrolle. (c) Phototaxis-Assay
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Tab. 7: Fluoreszenzverteilung von Hfq-eYFP in Ahfq und ApilB1/Ahfq. Durchschnittswerte und Stan-
dardabweichung. Es wurden jeweils 30+ Zellen ausgewertet. Der Intensitatswert im ApilB1-Stamm ist
als Minimum anzusehen, da viele Signale gesattigt waren. Die Unterschiede sind in beiden Fallen signi-
fikant (t-test, p < 1079

Stamm Punkte/Zelle Intensitat/Zelle
Ahfq x Hfq-eYFP 3,3+2,1 51 +41
ApilB1/Ahfg x Hfq-eYFP 0,85 + 0,69 > 240 + 180

3.6.3 AS des proximalen Rings sind essentiell fiir die Lokalisation

Um den Zusammenhang zwischen Funktion und Lokalisation von Hfq in Synechocystis
genauer zu untersuchen, wurde die Lokalisation der nicht-funktionellen Hfq-Varianten
analysiert. Daftir wurden die verschiedenen Hfq-Mutanten analog zum WT durch die
Fusion eines C-terminalen eYFP-Proteins fluoreszenzmarkiert und in der Ahfq Mutante
tiberexprimiert (vgl.3.6.1). Wie aus den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen hervor-
geht, war die Lokalisation der mutierten Hfq Proteine in den Stimmen im Vergleich zum

WT verandert (Abb. 23).

Ahfq x Hfq-eYFP Ahfq x HfqP9T-eYFP  Ahfq x Hfql18F-eYFP  Ahfq x HfqD42N-eYFP

g
- 9

Abb. 23: Lokalisation der nicht-funktionellen Hfg-Varianten. Fluoreszenzmikroskopische Aufnah-
men von in trans exprimierten WT Hfg und Hfg-AS-Austauschmutanten mit einer C-terminalen eYFP
Fusion in einem Ahfq Stamm. Die Zellen wurden auf BG11-Platten ohne Kupfer angezogen, um die Ex-
pression des Fusionsproteins zu induzieren. Chlorophyll Fluoreszenz ist in magenta und eYFP-Fluores-
zenz in griin dargestellt.

Die im WT Hfq-Stamm beobachtete punktférmige Fluoreszenzverteilung entlang der
Zellperipherie ist in den Mutanten P9T und I18F nicht mehr zu beobachten. Die Mutan-

ten I18F und D42N zeigen zusitzlich eine intensive, gleichmiflige Fluoreszenzverteilung



Resultate | 85

im Cytoplasma. Dahingegen ist in der Mutante P9T nur ein einzelner Fleck hoher Inten-
sitdt sichtbar. Ein Vergleich der Fluoreszenzverteilung zwischen der Mutante P9T
(o Punkte = 1,06 + 0,33 (SD, n = 71)) und WT Hfq (¢ Punkte = 3,69 + 2,44 (SD, n = 78))
dhnelt stark den oben beschrieben Unterschieden zwischen ApilBI und WT-Hfq.

3.6.4 Hfqund PilB1 zeigen eine Co-Lokalisation

Als weiteren Nachweis fiir die PilB1-vermittelte Bindung von Hfq an die Basis der T4P
wurde die Lokalisation der beiden Proteine in einem Stamm untersucht, der neben Hfqg-
eYFP ein fluoreszenzmarkiertes PilB1-Fusionsprotein exprimierte. Dafiir wurden zu-
nédchst ein WT Stamm mit den Vektor pSK-sfGFP-PilB1 transformiert und in einem der
resultierenden Transformanden das native pilB1 Gen ausgeschaltet (ApilB1 x sftGFP). Flu-
oreszenzaufnahmen belegten eine stabile Proteinexpression (nicht gezeigt). Mit einem
Phototaxis-Assay konnte gezeigt werden, dass der Stamm motil und das Fusionsprotein
daher funktionell war (Abb. 24 a). Dieser Stamm wurde daraufhin mit dem Vektor
pVZ-HFq-eYFP transformiert. Da die Absorptions- und Emmisionsmaxima der beiden
Fluoreszenzproteine eYFP und sfGFP nahe beieinander liegen, wurde zunachst die Loka-
lisation der beiden Proteine PilB1-sftGFP und Hfq-eYFP in den Stimmen ApilBI x sfGFP,
Ahfq x Hfq-eYFP und ApilB1 x PilB1stGFP x Hfq-eYFP getrennt visualisiert (Abb. 24 b).
Im Ergebnis war unter den verwendeten Einstellungen eine klare Unterscheidung der
Signale moglich. Der direkte Vergleich der Lokalisation im Stamm ApilB1 x PilB1stGFP
x Hfq-eYFP ergab, dass beide Proteine entlang der Zellmembran lokalisieren und das sich
die Fluoreszenzsignale (im Rahmen des optischen Auflosungsvermdogens) vielfach, aber
nicht immer exakt tiberlappen (Abb. 24 ¢). Auflerdem wurde deutlich, dass sich die Ver-
teilung der eYFP-Fluoreszenzsignale in diesem Stamm von derjenigen im Stamm
Ahfq x Hfq- eYFP unterscheidet. Eine wesentlich hohere Zahl schwacher Fluoreszenzsig-
nale ist entlang der gesamten Membran verteilt, wihrend gleichzeitig auch Fluoreszenz

im Cytoplasma auszumachen ist.
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Abb. 24: Co-Lokalisation von PilB1-sfGFP und Hfq-eYFP. Fir die Co-Expression der
fluoreszenzmarkierten Fusionsproteine wurde ein ApilB1 Stamm mit pSK-PilB1-sfGFP komplementiert
und anschlieBend mit pVZ-hfg-eYFP transformiert. (a) Das PilB1-sfGFP Fusionsprotein, welches unter
Kontrolle des Kupfer-reprimierbaren petJ-Promotors steht, ist funktionell und komplementiert die
ApilB1 Mutante im Phototaxis-Assay (Cu®* = 0,3 uM CuSO.) (b) Getrennte Visualisierung von PilB1-sfGFP
und Hfg-eYFP ist unter den gewahlten Einstellungen maoglich (GFP Anregung: 488 nm, Emission: 503-
515 nm; YFP Anregung: 514 nm, Emission: 520-540 nm) (c) Co-Lokalisation von PilB1-sfGFP und Hfg-
eYFP, die in einem ApilB1 Stamm exprimiert wurden.
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4 Diskussion

Urspriingliches Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung des Hfq-Proteins aus
Synechocystis beziiglich seiner postulierten Funktion fiir die posttranskriptionelle Regu-
lation der phototaktischen Motilidt. Dafiir sollten Hfq-abhingige sSRNAs identifiziert und
der Mechanismus der RNA-Bindung durch die atypische Oberfliche des Hfq-Hexamers
aufgekldrt werden. Wihrend der Nachweis einer Hfq-RNA-Interaktion nicht gelang,
stellte sich im Verlauf der Arbeit jedoch heraus, dass Hfq mit der Sekretions-ATPase
PilB1 interagiert und diese Assoziation essentiell fiir die Hfq-abhidngige Transkriptakku-
mulation und Motilitdt ist. Auch wenn eine negative Beweisfiihrung naturgemafd schwie-
rig ist, soll hier unter anderem mit Einbeziehung vorldufiger experimenteller Ergebnisse
ausfiihrlicher diskutiert werden, warum (i) die Hfq-abhingige Transkriptakkumulation
nicht geeignet ist, den Defekt der Pilusbiogenese einer Synechocystis Ahfq Mutante zu er-
klaren und (ii) Hfq vermutlich keine direkte Rolle fiir die posttranskriptionelle Regulation
der Genexpression spielt. Dariiber hinaus soll (iii) ein Modell vorgestellt werden, das den

Phinotyp der Ahfqg Mutante auf Basis der Hfq-PilB1-Interaktion erkldren kann.

4,1 Das Hfg-Regulon

4.1.1 Zwei putative sRNAs und CRISPR/Cas-Loci werden Hfg-abhéangig regu-

liert

Eine neue Microarray-Analyse sollte — angesichts der umfangreiche Abdeckung des ge-
samten Transkriptoms von Synechocystis — vor allem helfen, weitere Hfq-abhingige
sRNAs zu identifizieren. Ein Vergleich der Ergebnisse mit den Daten von Dienst et al.
(2008; 2010) zeigt eine hohe Ubereinstimmung der Microarray-Analysen in Bezug auf die
negativ regulierten chromosomalen mRNAs. So wurden mit Ausnahme des (wahrschein-

lich) polycistronischen sl[1239-sl11241 Transkripts alle von Dienst experimentell als Hfq-
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abhingig verifizierten mRNAs unabhingig identifiziert”. Umgekehrt wurden mit Aus-
nahme der slr0226-mRNA alle Transkripte mit einer FC < -1,5 auch in den vorausgegan-
genen Analysen als differentiell akkumulierend erkannt. Dabei war die relative Abnahme
der mRNA-Abundanz mit den vorliegenden Werten vergleichbar. Dies spricht fiir eine
gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und einen stabilen Einfluss von Hfq auf die Tran-
skriptakkumulation wéhrend der untersuchten logarithmischen Wachstumsphase. Da
keine Ubereinstimmung bei der Hfq-abhingigen Anreicherung, d.h. positiven Regulation
von Transkripten festzustellen war, muss im Umkehrschluss angenommen werden, dass
diese auf unspezifische Schwankungen der Genexpression oder Transkriptstabilitit zu-
riickzufiithren sind. Dafiir spricht auch, dass (i) nur eine geringe Anzahl von Transkripten
betroffen war, (ii) die positiven Anderungen der RNA-Mengen vergleichsweise gering
ausfielen und (iii) fiir die meisten mRNA Transkripte nur einzelne Sonden eine signifi-

kante Anderung aufwiesen.

Obwohl das verwendete neue Microarray-Design Sonden fiir weit iiber 100 putative
sRNAs beinhaltete, wurden lediglich Hpr8 und Hprl11 als differenziell akkumulierend er-
kannt. Zusammen mit den bereits beschriebenen sRNAs Hpr1 und Hpr3 lassen sich so-
mit gerade einmal vier sSRNAs mit Hfq in Verbindung bringen. Fiir E. coli werden in der
Literatur hingegen regelméflig ungefdhr 30 % der ca. 100 bekannten sRNAs als Hfq-ab-
hingig beschrieben. Allerdings muss bedacht werden, dass in vielen Bakterien wie z.B.
E. coli, Rhodobacter sphaeroides und Listeria monocytogenes Hfq-abhéngige sRNAs oft-
mals an der Regulation der Stressantwort beteiligt sind (Christiansen et al., 2004; Guisbert
et al., 2007; Berghoff et al., 2011). Insofern konnte die geringe Zahl der in Synechocystis
identifizierten Hfq-abhéngigen sSRNAs darauf zuriickzufiihren sein, dass die Transkrip-
takkumulation unter Standardbedingungen in der logarithmischen Wachstumsphase un-

tersucht wurde. Allerdings konnte fiir Synechocystis die Assemblierung von T4P unter

2 Es muss aber darauf hingewiesen werden, dass die Sonden fiir s//1239-sl]1241 zusammengenommen eine
FC von -1,25 zeigten, aber bedingt durch grofiere Abweichung innerhalb der Replikate (p-Werte > 0,3)
nicht in die Auswertung einflossen. Die Microarray-Daten widersprechen somit nicht den fritheren Ergeb-
nissen.



Diskussion | 89

vergleichbaren Bedingungen gezeigt werden (Bhaya et al., 2000), wihrend eine Ahfqg Mu-
tante augenscheinlich auch unter diesen Bedingungen nicht piliert ist*. Entsprechend
sollte eine SRNA mit einer Relevanz fiir die Pilusbiogenese auch unter den gewidhlten Be-
dingungen exprimiert werden. Eine vorldufige Untersuchung von hpr11 Mutanten® und
von Frau Olga Siadat (AG Wilde, Albert-Ludwigs-Universitit Freiburg) durchgefiihrte,
bisher nicht veréftentlichte Experimente mit #pr8 Mutanten ergaben allerdings, dass we-
der die Deletion, noch die Uberexpression dieser sSRNAs die Pilusbiogenese grundlegend
beeintriachtigten. Gleichfalls erbrachte eine bioinformatorische Analyse der moglichen
Ziel-mRNAs keinen Hinweis auf eine Interaktion mit Transkripten, welche an der Regu-
lation des phototaktischen Verhaltens beteiligt sind*. Obwohl kein Co-Transkript von
hpr8 und dem stromabwirts gelegenen IsiR detektiert werden konnte (Abb. 8 ¢), zeigten
die Versuche von Frau Olga Siadat dennoch, dass fiir Hpr8 eine Funktion als cis-regula-
torisches Element dieses UV- bzw. Starklicht-abhidngigen Regulators der negativen Pho-
totaxis wahrscheinlich ist (vgl. auch 1.2.4). Eine mégliche Funktion von Hprl1 ist dage-

gen nicht bekannt.

Insbesondere unter Beriicksichtigung des hohen Expressionsniveaus der CRISPR2- und
CRISPR3-Loci im WT (Scholz et al., 2013), stellt die Hfg-abhéngige Regulation der bei-
den CRISPR/Cas-Systeme vom Subtyp III eine der wesentliche Verdnderungen auf Tran-
skriptionsebene dar. Interessanterweise sind in beiden Systemen sowohl die crRNAs als
auch mit diesen assoziierte cas Gene in der Ahfq Mutante herunterreguliert. Der
CRISPR1-Locus vom Subtyp I-D ist dagegen vermutlich nicht betroffen. Im Northern
Blot konnte zwar eine leicht erhohte Akkumulation von repeat Sequenzen der pri-crR-
NAs festgestellt werden. Dies wurde aber nicht durch die Microarray Daten bestatigt und
hatte auch keinen Effekt auf die Akkumulation der reifen crRNAs.

2 Dies wurde nicht mikroskopisch nachgewiesen. Die Mutante ist aber gerade auch in der logarithmischen
Wachstumsphase nicht transformierbar. Ebenso wie in anderen nicht pilierten Mutanten aggregiert ein
durch Zentrifugation gewonnenes Zellpellet von Ahfq aus der logarithmischen Wachstumsphase im Ge-
gensatz zum WT nicht.

% Die veranderte Transkriptakkumulation der untersuchten Deletions- und Uberexpressorstimme wurden
noch nicht durch Northern-Blot- Analysen bestatigt.

26 Es wurde eine target prediction mit IntaRNA (http://rna.informatik.uni-freiburg.de/IntaRNA/Input.jsp)
durchgefiihrt. Diese lasst Riickschliisse auf thermodynamisch bevorzugte RNA-RNA Interaktionen zu.
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Die unverdanderte Akkumulation der leader- und direct-repeat Sequenzen von CRISPR2
im Northern Blot belegen, dass das Transkriptionsniveau des entsprechenden CRISPR
Locus nicht reguliert wird. Das Fehlen der ca. 40 nt groflen C256 crRNA Bande spricht
vielmehr dafiir, dass die Prozessierung bzw. die Stabilisierung der pra-crRNA Hfq-ab-
hingig ist. Dies konnte auf eine direkte Rolle von Hfq bei der Reifung von crRNAs hin-
weisen. Es wurde jedoch in dem nachfolgenden Co-Immunoprizipitationsexperiment
keine Bindung von C256 an Hfq nachgewiesen. Insofern scheint es wahrscheinlicher, dass
die beobachtete Reduzierung der crRNA-Abundanz auf eine Hfq-abhidngige Regulation
der cas Gene zuriickzufiihren ist. Im Falle des CRISPR2-Locus konnten hierbei das puta-
tive sll7067-sll7062 Operon eine Rolle spielen. Dieses kodiert u.a. fiir casl10 und cas7
(csm3-Typ) Homologe, was dafiir spricht, dass die kodierten Proteine einen CASCADE-
artigen Effektor Komplex (CSM) bilden, wie er fiir Staphylococcus epidermidis und Sulfo-
lobus solfataricus beschrieben wurde (Hatoum-Aslan et al., 2011; Rouillon et al., 2013).
Von S. solfataricus ist bekannt, dass dieser CSM-Komplex an der Reifung der crRNAs
beteiligt ist und dass die Inaktivierung einiger beteiligter cas Gene die weitere Prozessie-
rung einer 71nt pra-crRNA verhindert (Hatoum-Aslan et al., 2011). Ein gleichartiger Pro-
zessierungsdefekt in der Synechocystis Ahfq Mutante wiirde das im Northern Blot beo-

bachtete Bandenmuster erkliren.

Im Falle des CRISPR3-Locus kann eine Hfq-abhingige Regulation der Transkription der
langen pra-crRNA nicht ausgeschlossen werden, da neben der crRNAs auch die Akku-
mulation der repeat Sequenzen verringert war. Die Abwesenheit der ca. 50 nt C3S15
Bande (Abb. 9 b) weist aber darauf hin, dass die Prozessierung oder Stabilisierung der
crRNAs ebenfalls betroffen ist. Ahnlich wie fiir CRISPR2 kénnten auch hier die assozi-
ierten, Hfg-abhingigen cas Gene sl[7090-sl17085 (cmr2-cmr6) - die in diesem Fall wahr-
scheinlich fiir einen, dem CSM-Komplex analogen CMR-Effektor-Komplex kodieren
(Cocozaki et al., 2012)- fiir diese Prozessierung verantwortlich sein. So konnten bereits
Scholz et al. (2013) zeigen, dass die Akkumulation der CRISPR3 pra-RNA und ihrer Pro-

zessierungsprodukte in einer Acmr2 Mutante stark verringert war.

Im Zusammenhang mit der der differenziellen Transkriptakkumulation der Ahfg Mu-
tante muss auch erwahnt werden, dass dieselbe Gruppe von Genen regelméflig auch in

anderen nicht-motilen Mutanten negativ reguliert war (Daten nicht gezeigt). Zumindest
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im Falle des in unserer Arbeitsgruppe analysierten nicht-motilen Synechocystis GT-
Stamms kann dies nicht auf eine Mutation des hfq oder sycrpl Locus zuriickgefiihrt wer-
den (Trautmann et al., 2012). Es ist wahrscheinlich, dass verschiedene Mutationen in den
betroffenen Stimmen die Assemblierung des T4P-Apparats verhindern. Dies steht in
Einklang mit dem beobachteten Defekt der Akkumulation von Hpr8 in einer ApilB1 oder
ApilC Mutante (Abb. 22 b) und spricht dafiir, dass ein fehlerhafter Aufbau der Pilus-Basis

das gesamte Hfq-Regulon negativ beeinflusst.

4.1.2 Hfqreguliert die Komposition von Zellfortsatzen

Ein Grof3teil der Hfq-regulierten Gene konnten bisher nicht mit spezifischen zelluliren
Funktionen in Verbindung gebracht werden. Anhand der unten aufgefiihrten Beispiele
soll hier dargelegt werden, dass die Hfq-abhdngigen Transkripte eine Rolle fiir den Auf-
bau der Zelloberfliche und des Gruppenverhaltens von Synechocystis spielen, aber im Ge-
gensatz zu bestehenden Hypothesen wahrscheinlich nicht an der Pilusbiogenese beteiligt

sind.

minor pilins

Neben der strukturellen Haupt-Untereinheit, dem major pilin, enthalten die meisten T4P
in geringerer Anzahl sogenannte minor pilins, die die Funktion der T4P maf3geblich be-
einflussen konnen (Brown et al., 2010). Das bestimmende Sequenzmerkmal dieser Pra-
pilin Proteine, die trotz grof3er struktureller Gemeinsamkeiten nur eine sehr geringe Se-
quenzkonservierung aufweisen, ist ihre charakteristische Signalsequenz. Diese ist durch
einen positiv geladenen N-Terminus - als leader peptide bezeichnet -, eine konservierte
Prepilinpeptidase-Schnittstelle (GAFxxxE)* sowie eine hydrophobe Transmembrando-

méne gekennzeichnet (fiir eine umfassende Darstellung siehe Giltner et al., 2012).

Unter den am starksten reduzierten Transkripten in der Ahfq Mutante befindet sich das
Operon slr2015-slr2018, dessen Proteinprodukte PilA9-PilA11 am N-terminus eine Pri-

pilin-typische Signalsequenz aufweisen (Yoshihara und Ikeuchi, 2004). Sie sind neben

7 Fiir die Prozessierung ist lediglich der Glycin-Rest (G) unabdingbar (Rawlings und Barrett, 1994). Phe-
nylalanin (F) ist oftmals durch andere, zumeist aromatische AS substituiert und Glutamat (E) ist in man-
chen Prépilinen tiberhaupt nicht konserviert.
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dem major pilin PilA1 die einzigen bekannten Prapiline, die fiir das phototaktische Ver-
halten essentiell sind (Bhaya et al., 2000; Bhaya, Takahashi, Shahi, et al., 2001; Yoshihara
et al., 2001). Es ist aber nicht beschrieben, ob sie einen Einfluss auf die Motilitdt von Ein-
zelzellen haben®. Da ihre Inaktivierung nicht zum Verlust der thick pili fithrten, kann
eine Funktion fiir die Pilusbiogenese allerdings ausgeschlossen werden (Yoshihara und

Ikeuchi, 2004).

Eine Sequenzanalyse ergab, dass die Hfq-abhidngigen Gene slr0442 und slr0226, wie auch
das nicht durch Hfq regulierte sll1268 Gen iiber weite Bereiche homolog sind®. Interes-
santerweise kodieren alle drei fiir Proteine, die ebenfalls {iber einen positiv geladenen N-
terminus, eine potentielle Prepilinpeptidase-Schnittstelle und einen anschlieflfenden
hydrophoben Bereich verfiigen (Abb. 25). Weiterhin zeigt der N-terminale Bereich von
SIr0226 eine gewisse Ahnlichkeit mit den minor pilins vom PilX-Typ*. Eine eingehende
Sequenzanalyse ergab, dass die Sequenziibereinstimmungen von Slr0442, SIr0226 und
SIr1268, sowie von weiteren cyanobakteriellen Homologen mit den konservierten AS-Po-
sitionen der PilX-Proteine korrelieren (nicht gezeigt). Folglich ist davon auszugehen, dass
es sich bei den hier genannten Proteinen um eine cyanobakterielle Variante von PilX-
dhnlichen Pilin-Proteinen handelt. Eine essentielle Funktion fiir die Pilusbiogenese ist al-
lerdings unwahrscheinlich, da im Rahmen einer Transposon-Mutagense zur Auffindung
motilitits-relevanter Gene keines dieser Gene identifiziert wurde® (Bhaya, Takahashi,
Shahi, ef al., 2001). Moglicherweise spielen sie aber eine Rolle fiir die Adhésion und Bil-
dung von Zellaggregaten durch die Quervernetzung von T4P, wie sie fiir PilX in Neisseria

meningitidis beschrieben wurde (Helaine et al., 2007).

28 Es ist ein allgemeines Problem bei der Erforschung der Motilitat von Synechocystis, dass viele Mutanten
auf Grund des Verlusts der phototaktischen Motilitét als nicht motil beschrieben wurden, ohne dass die
Motilitat der Einzellzellen mikroskopisch untersucht wurde.

2 BLAST Suche mit Slr0226; 98 % bzw. 86 % coverage fir Slr0442 und Sl11268; beide e-Wert von 2e).
30 Conserved Domain Database: PilX_N (PF14341), e-Wert 1e%; PilX (COG4726), e-Wert 3,69¢ .

3! Andere Gene waren in der Transposon-Bibliothek dahingegen zu einem groflen Teil durch mehrere In-
sertionsmutanten reprasentiert. Es ist allerdings auch nicht auszuschlieflen, dass die Gene eine funktionelle
Redundanz aufweisen und daher kein einzelnes Gen als essentiell ausgemacht wurde.
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Abb. 25: Analyse der N-terminalen Sequenzabschnitte von (putativen) Prapilinen. Zunehmende
Sequenziibereinstimmungen sind durch dunklere Grauschattierungen gekennzeichnet. Charakteristi-
sche Sequenzmerkmale der Prapiline sind eingezeichnet. Der konservierte Bereich mit Homologie zur
N-terminalen Domane der PilX-Proteine ist eingerahmt. Nettoladung bei pH 7,0: +3 fir SIr0441, +4 fir
SIr0226; +5 flr SI11268.

o-Fimbriae

In einer Publikation von Yoshimura et al. (2010) wurde insbesondere Slr1668 als essenti-
eller Faktor fiir die Biogenese der T4P in Synechocystis beschrieben. Somit kénnte die
Hfq-abhingige Regulation dieses Operons den Verlust der T4P und den nicht-motilen
Phanotyp erklaren. Im Folgenden soll jedoch etwas detaillierter erldutert werden, warum

die postulierte Rolle von Slr1668 fiir die T4P-Biogenese angezweifelt werden muss.

Eine genauere Untersuchung der AS-Sequenz zeigte, dass Slr1667 eine Spore coat protein
U-Domine (SCPU; PF05229) und Slr1668 eine PapD-N Domine enthilt (PF00345)
(Dienst, 2010). Diese Dominen finden sich typischerweise in Proteinen, die in Gram ne-
gativen Bakterien an der Biogenese von Fimbriae iiber den chaperon/usher-pathway be-
teiligt sind. Die entsprechenden Gene sind dabei fast ausnahmslos in Operons organisiert,
die mindestens fiir eine Fimbriae-Untereinheit, ein Chaperon und ein Membranprotein
zur Translokation der Untereinheiten (dem sogenannten usher) kodieren (Nuccio und
Baumler, 2007). Bei der Assemblierung dieser Pili wird das Signalpeptid einer Fimbriae-
Untereinheit wihrend des Transports tiber die Cytoplasmamembran abgespalten und die
Untereinheit im Periplasma mit Hilfe des Chaperons gefaltet und stabilisiert. Nach Bin-
dung an das usher Protein, welches eine Pore in der dufSeren Membran bildet, wird das
Chaperon verdringt und die Untereinheit in ein Filament an der Zelloberflache integriert

(Waksman und Hultgren, 2009). Entsprechend der konservierten Doméanen konnten
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slr1667 eine Fimbriae-Untereinheit und slr1668 das korrespondierende Chaperon kodie-
ren. In Einklang mit dieser Hypothese konnte gezeigt werden, dass (i) Slr1667 ein putati-
ves Signalpeptid besitzt, welches abgespalten wird, (ii) Slr1667 und Slr1668 interagieren,
(iii) SIr1668 im Bereich der Zellperipherie lokalisiert ist sowie (iv) Slr1667 ausschliefllich
in Abhingigkeit von Slr1668 iiber die duflere Membran sekretiert wird und auf der Zell-
oberflache lokalisiert (Sato et al, 2007; Yoshimura et al, 2010). Wahrscheinlich auf
Grund des Fehlens eines usher Homologs im slr1667-slr1668 Operon wurden die Protein-
produkte aber bisher nicht mit der Assemblierung von Fimbriae-artigen Strukturen an
der Oberfliche von Synechocystis durch den chaperon/usher-pathway in Verbindung ge-
bracht. Im Rahmen einer phylogenetischen Studie wurde jedoch mit slr0019 ein usher-
Homolog aus der Gruppe der o-Fimbriae in Synechocystis identifiziert (Nuccio und
Béumler, 2007). Durch einen iterativen PSI-BLAST konnten homologe Gene in weiteren
Cyanobakterien detektiert werden (Abb. 26 a). Bemerkenswerterweise sind diese immer
in unmittelbarer Nachbarschaft zu slr1667 und slr1668 Homologen zu finden und bilden
somit ,,klassische® chaperon/usher Loci. Diesem Konservierungsmuster entsprechend be-
stitigten vorldaufige Untersuchungen einer Aslr0019 Mutante, dass Slr1667 in Abwesen-
heit des putativen usher Proteins nicht mehr extrazellular lokalisiert (Abb. 26 b). Die Mu-
tation hatte jedoch keinen Effekt auf die Sekretion des major pilin PilA1 oder die photo-
taktische Motilitdt von Synechocystis (Abb. 26 c). Dies steht im Widerspruch zu den
fritheren Untersuchungen von Yoshimura ef al. (2010), die in Aslr1668 (und Aslr1667)
Mutanten den Verlust (bzw. eine Reduktion) der thick pili beobachten konnten. Zwar
wire es denkbar, dass Slr1668 unabhingig von Slr0019 und der Sekretion von Slr1667
eine Funktion bei der Biogenese der thick pili ausiibt, doch scheint dies unwahrscheinlich,
da die drastische Verringerung der slr1667-slr1668 Transkriptakkumulation in einer
Asycrpl nicht zum Verlust der thick pili an der Zelloberfliche fithrt (Yoshimura,
Yoshihara, et al., 2002). Denkbar wire dagegen, dass die Akkumulation von falsch gefal-
teten Slr1667 Proteinen im Periplasma der Aslr1668 Mutante zu einer Stressantwort fithrt
und somit die Biogenese der thick pili indirekt beeinflusst. Dariiber hinaus muss bedacht

werden, dass Yoshimura et al. (2010) die Analyse der Mutanten nicht durch Komplemen-
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tierungsversuche abgesichert haben. Ebenso haben die Autoren der Studie trotz des viel-

fach diskutierten Zusammenhangs zwischen slr1667-slr1668 und der Motilitit keinerlei

Untersuchungen in den Mutanten hierzu publiziert.

@ fimbrial subunit PapD-like chaperon outer membrane usher protein
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Abb. 26: Die Sekretion von SIr1667 tiiber den chaperon/usher pathway ist nicht essentiell fiir die
Motilitdt von Synechocystis. (a) Schematische Darstellung der Organisation von homologen Genen
des chaperon/usher pathway in verschiedenen Cyanobakterien. (b) Aliquots der Pilifraktion aus
Synechocystis Kulturen von BG11-Festmedium wurden jeweils auf einem 4-16 % Tris-Tricine SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine PDVF-Membran transferiert. PilA1 (15,2 kDa)*? und SIr1667 (18,4 kDa) wurden
mit einem spezifischen Antikorper detektiert. Die Anwesenheit von PilA1 in der Ahfg Probe kann darauf
zurlickgefiihrt werden, dass ein kleiner Teil der Zellen wahrend der Abtrennung der Pili aufgeschlossen
wurde. Es wurden zwei verschiedene Klone (A und B) analysiert. (c) Die Inaktivierung des usher Proteins
beeintrachtigt nicht das phototaktische Verhalten.

32 Dies ist das theoretische Molekulargewicht des prozessierten Proteins. Das hohere apparente Molekular-
gewicht lasst sich wahrscheinlich auf eine posttranslationale Glykolisierung der PilA1 Untereinheiten zu-

riickfithren (Kim et al., 2009).
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Als Fazit aus dem Vorhergehenden kann festgehalten werden, dass die Hfq-abhéingige
Regulation des slr1667-slr1168 Locus nicht zur Erkldrung des Ahfg Phianotyps herange-
zogen werden kann, da eine essentielle Rolle der Gene fiir die Biogenese der thick pili
hochst zweifelhaft ist und keinesfalls als gesichert angenommen werden darf. Abgesehen
davon weist die Homologie von slr1667-slr1168 und slr0019 zu Genen des chaperon-
usher-pathway auf eine Rolle bei der Assemblierung von Oberflichenstrukturen hin. So
sind o-Fimbriae in Acinetobacter baumannii an der Biofilmbildung und der Adhdrenz an
abiotische Oberfldchen beteiligt, wahrend sie in M. xanthus (in aggregierter Form) einen
Bestandteil des Sporenmantels bilden (Gollop ef al., 1991; Tomaras et al., 2003). Es wire
daher denkbar, dass Slr1667 die Hauptuntereinheit der bisher nicht naher charakterisier-
ten thin pili von Synechocystis darstellt.

CRISPR/cas-Systeme

CRISPR/Cas-Systeme kommen in der Mehrheit aller Archaeen und vielen Bakterien vor
und bilden ein adaptives Immunsystem gegen Phagen und extrazellulare genetische Ele-
mente (Barrangou und Marraffini, 2014). In Synechocystis wie auch in anderen natiirlich
kompetenten Bakterien sind die T4P an der Aufnahme exogener DNA beteiligt
(Yoshihara et al., 2001; Chen und Dubnau, 2004). Zusitzlich ist die Retraktion der T4P
ein Voraussetzung fiir den Infektionsprozess einiger Bakteriophagen (Burrows, 2005). Es
ist davon auszugehen, dass insbesondere wihrend der phototaktischen Motilitdt von
Synechocystis auf Grund der hohen Zelldichte und der aktiven Fortbewegung die Auf-
nahme von exogenen Nukleinsiduren stark begiinstigt ist (Sutherland et al., 2004; Bakkali,
2013). Insofern scheint eine Hfq-abhidngige Co-Regulation von CRISPR/Cas-Systemen

und Pilusbiogenese in einem mechanistischen Kontext zu stehen.

Dariiber hinaus wurde eine regulatorische Funktion von CRISPR/Cas-Systemen fiir das
Gruppenverhalten einiger Gram-negativer Bakterien beschrieben. So ist z.B. in
M. xanthus ein CRISPR-Locus an der Steuerung von Aggregation und Sporulation betei-
ligt (Boysen et al., 2002; Viswanathan ef al., 2007), wihrend in Campylobacter jejuni Cas9
die Virulenz und Motilitat beeinflusst (Louwen et al., 2013). Eine regulatorische Funktion
wire auch in Synechocystis denkbar, und es stellt sich die Frage ob die Hfq-abhingigen
CRISPR/Cas-Systeme den Verlust der Motilitit in der Ahfq Mutante erkldren konnen.
Arbeiten von Ingeborg Scholz (AG Hess, Albert-Ludwigs-Universitit Freiburg) zeigten
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jedoch, dass die Deletion der CRISPR arrays sich nicht auf die Motilitat auswirkte (Ulrike
Ruppert, personliche Kommunikation). Auf Grund dessen ist eine Regulation hochstens
auf Ebene der cas-Gene vorstellbar. In diesem Zusammenhang muss auch angemerkt
werden, dass diese die einzigen Hfq-abhéngig regulierten Proteine mit vorhergesagter Ri-
bonuklease-Aktivitit kodieren. Dementsprechend sind Hfq-abhédngige Cas-Proteine

moglicherweise auch fiir die Prozessierung von Hpr8 und Hpr3 verantwortlich.

4.1.3 Das Hfq Regulon ist deckungsgleich mit dem cAMP/Sycrp1 Regulon

Bereits Dienst ef al. (2008) wiesen auf eine teilweise Uberlappung der Hfq-abhingigen
Transkriptakkumulation mit dem Sycrp1-Regulon hin, welches mittels einer vergleichen-
dem Microarray-Analyse einer Asycrpl Mutante identifiziert wurde (Yoshimura,
Yanagisawa, ef al., 2002). Die Autoren argumentierten jedoch auf Grund von Diskrepan-
zen zwischen den betrachteten Microarray-Daten und der unterschiedlichen Pilierung
der Ahfq und der Asycrpl-Mutante, dass Hfq wahrscheinlich unabhidngig von der
cAMP/Sycrpl-gesteuerten Transkription einen Teil des Sycrpl-Regulons posttranskrip-
tionell reguliert. Die Abweichungen der Daten sind aber méglicherweise auf technische
Unterschiede der Microarray-Experimente oder auf divergierende Synechocystis Stimme

zuriickzufithren.

Die hier durchgefithrten Untersuchungen zur Transkriptakkumulation einer Asycrpl-
Mutante sowie der Vergleich mit experimentell validierten Sycrpl-Bindestellen im Ge-
nom von Synechocystis sprechen demgegeniiber fiir einen globalen Zusammenhang zwi-
schen den beiden Regulationsmechanismen. Insbesondere unter Beriicksichtigung der
weiter unten diskutierten Interaktion von Hfq und PilB1 ist es moglich, den Verlust der
T4P in Ahfq unabhingig von der verdnderte Transkriptakkumulation zu erkliren und
diese auf einen Defekt der cAMP/Sycrpl-abhéingigen Transkription zuriickzufiihren.

Dies soll nachfolgend erldutert werden.

Mit wenigen Ausnahmen wurden fiir Transkripte, die in zwei unabhdngigen Microarray-
Experimenten als Hfq-abhéngig detektiert wurden, Sycrpl-Bindestellen in der Promotor-
region identifiziert. Dies trifft insbesondere fiir die am starksten betroffenen RNAs zu,
deren relative Abnahme in den Ahfq und Asycrpl Mutanten zudem korreliert. Eine Be-

sonderheit der Riboregulation durch sRNAs ist auch die Fahigkeit, die in einem Operon
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organisierten Gene diskoordiniert zu regulieren. Dabei fithrt die SRNA-mRNA-Bindung
oftmals zu einer stark verdnderten Akkumulation einzelner Prozessierungsprodukte des
polycistronischen Transkripts. (Massé und Gottesman, 2002; Kalamorz et al., 2007;
Desnoyers et al., 2009). Auffillig bei der Analyse der Microarray Daten war hingegen,
dass die vielen benachbarte Gene gleichermafien betroffenen waren, d.h. polycistronische
Transkripte offenbar in ihrer Gesamtheit Hfq-abhéngig reguliert werden. Zwar kann eine
derartig koordinierte Regulation durch sRNAs nicht ausgeschlossen werden (Rice ef al.,
2012). Da sie jedoch ausnahmslos fiir alle betroffenen (putativen) Operons beobachtet
wurde, ist sie eher auf die Regulation durch einen Transkriptionsfaktor zuriickzufithren.
In E. colikann das Sycrpl Homolog CRP die Transkription von entgegengesetzten Genen
stromaufwidrts und stromabwirts seiner Zielsequenz regulieren (El-Robh und Busby,
2002). Auch in der Ahfq Mutante wurde zum Teil eine Verdnderung der Transkriptakku-
mulation von benachbarten, aber gegensitzlich orientierten Genen beobachtet (Dienst,
2010). Dies ist kaum durch einen posttranskriptionellen Regulationsvorgang zu erkliren
und kann ebenfalls als Hinweis auf eine direkte Regulation der Transkription durch

Sycrpl gewertet werden.

Von besonderer Aussagekraft ist aber die Erkenntnis, dass die Abnahme der Akkumula-
tion und vor allem der Prozessierungsdefekt von Hpr8 und C3S15 in der Asycrpl und
Ahfg Mutante identisch sind (vgl. Abb 9 b und Abb. 10). Beriicksichtigt man die Sycrpl
- Bindestellen im Promotorbereich von Hprl und Hprl1 ergibt sich damit das Bild, dass
zur Zeit lediglich fiir eine einzelne sSRNA (Hpr3) keine Sycrpl-abhéngige Regulation vo-
rausgesagt oder validiert ist. Hpr3 ist aber neben Hpr8 und den crRNAs das einzige Tran-
skript mit einem Hfq-abhidngigen Prozessierungsdefekt, der noch dazu in allen Fillen
dem gleichen Muster folgt®. Daher muss in Betracht gezogen werden, dass Hpr3 genau
wie Hpr8 durch eine Sycrpl-abhingig transkribierte Ribonuklease prozessiert wird. Wie
bereits erwdhnt (vgl. 4.1.2 ,,CRISPR/cas“) kommen hierfiir insbesondere die Cas-Proteine

in Betracht.

3 Ebenso wie Hpr8 und die crRNAs zeigte auch Hpr3 in einer Ahfq Mutante eine reduzierte Akkumulation
und eine mangelnde Prozessierung oder Stabilisierung der kleinsten Prozessierungsprodukts (Dienst,
2010).
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Die Expression eines funktionellen Sycrpl-FLAG Fusionsproteins fiihrte nicht zur Wie-
derherstellung der phototaktischen Motilitdt der Ahfg Mutante (Abb. 11 a). Daher kann
ausgeschlossen werden, dass der Phéanotyp allein durch einen epistatischen Effekt von
Hfq auf Sycrpl hervorgerufen wird. Die grofle Ubereinstimmung zwischen Hfg- und
Sycrpl-regulierter Transkriptakkumulation konnte daher besser durch einen Einfluss
von Hfq auf die Adenylatzyklase Cyal erklart werden. Die Microarray-Daten geben je-
doch keinen Hinweis auf eine solche Regulation auf Ebene der Transkription oder Tran-
skriptstabilitat. Insofern ist eine Aktivierung der Adenylatzyklase auf Proteinebene wahr-

scheinlicher.

4.1.4 Die RNA-Bindetaschen sind fiir die Hfg-Funktion in Synechocystis ent-
behrlich

Wihrend die proximale RNA-Bindetasche in den Hfq-Homologen der meisten bakteri-
ellen Phyla hoch konserviert ist, sind unter entsprechenden AS rund um die zentrale Pore
in Cyanobakterien lediglich einige Reste des Sm2-Motivs moderat konserviert. Interes-
santerweise sind diese AS-Positionen (R59, L60, A61) Teil der Sm2 signature sequence,
die sich in Cyanobakterien grundlegend von der archetypischen [Y/F]KHAI Sequenz an-
derer Bakterien unterscheidet (Boggild et al., 2009). Auch fithrte der gerichtete Austausch
von AS (T43D, D44K), welche einen Teil der strukturell konservierte proximale RNA-
Bindetasche bilden, nicht zum Verlust der Hfq-Funktion in Synechocystis. Dariiber hin-
aus wurde im Rahmen der zufallsbasierten Mutagenese auch keine der o.g. AS als essen-
tiell erkannt. Eine Mutation von AS der proximalen RNA-Bindetasche in E. coli Hfq
fithrte dagegen in vivo wie auch in vitro zum Verlust der SRNA-Bindung und zu einer
eingeschriankten Riboregulation (Mikulecky et al., 2004; Zhang et al., 2013). Folglich ist
die proximale RNA-Bindetasche in Synechocystis nicht essentiell fiir die Hfq-Funktion.
Die iiberwiegend negative Oberflichenladung wurde zudem von (Beggild et al., 2009) als

Argument gegen eine RNA-Bindung auf der der proximalen Seite angefiihrt.

Es zeigte sich, dass auch die gerichtete Mutation der distalen RNA-Bindestelle (G31N)
die Hfg-Funktion weder auf Ebene der Transkriptakkumulation noch hinsichtlich der

Motilitdt beeintrachtigte. Diesbeziiglich muss allerdings Folgendes angemerkt werden:
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Die AS G31 wurde urspriinglich auf Grund der generellen Konservierung in Hfq-Protei-
nen (siche Abb. 4) und ihrer Beteiligung an einem potentiell RNA-bindenden nest-Motiv
in Synechocystis Hfq als vielversprechender Kandidat fiir die gerichtete Mutagenese der
distalen RNA-Bindetasche ausgewidhlt (Dienst, 2010). Die unlingst publizierten Ergeb-
nisse von Zhang et al. (2013) ergaben jedoch, dass der Austausch des entsprechenden
Glycin-Rests in E. coli Hfq (G29A) ebenfalls keinen Einfluss auf die RNA-Bindung oder
die Riboregulation hatte. Allerdings wurde bei der Suche nach nicht-funktionellen Hfg-
Varianten durch zufallsbasierten Mutagenese auch keine andere AS der distalen RNA-
Bindestelle als essentiell erkannt. Bemerkenswert war tiberdies, dass generell kein einziger
Austausch von AS der distalen Seite des Hexamers zu einem Verlust der Hfq-Funktion
tithrte. Auch finden sich innerhalb der Cyanobakterien keine hoch konservierten AS, die
zu dieser Oberfliche beitragen. Dies steht in Einklang mit der Feststellung, dass
Synechocystis Hfq nicht mit hoher Affinitit an Poly(A)-RNA bindet (Dienst, 2010), wo-
hingegen teilweise hoch konservierte AS der distalen Seite von sowohl E. coli als auch
S. aureus Hfq an der Poly(A)-Bindung beteiligt sind (Link et al., 2009; Horstmann et al.,
2012; Wang et al., 2013). Daraus ldsst sich schlieflen, dass die distale Oberfliche insgesamt

keine wesentliche Rolle fiir die Hfq-Funktion spielt.

In einem Versuch zur Affinitdtsaufreinigung von Hfq-gebundenen RNAs konnte keine
spezifische Bindung der Hfq-abhingig regulierten sRNAs oder crRNAs nachgewiesen
werden (Abb. 12). In Ermangelung einer Positivkontrolle und der begrenzten Anzahl an
getesteten Transkripten kann hierdurch jedoch keine definitive Aussage iiber die Fahig-
keit zur RNA-Bindung von Synechocystis getroffen werden. In einem vergleichbaren Ex-
periment erbrachte allerdings auch die Sequenzierung einer cDNA-Bibliothek der Hfg-
Elutionsfraktion keinen Beleg fir eine spezifische Anreicherung von Hfq-abhéngigen
RNAs. Ebenso wenig konnte eine Hfq-RNA-Interaktion durch eine in vivo Quervernet-
zung und der anschlieffenden radioaktiven Markierung von proteingebundenen RNAs
nachgewiesen werden (beides unveroffentlichte Ergebnisse). Gel-shift Experimente zeig-
ten zudem das Synechocystis Hfq nur mit extrem geringer Affinitit an Hpr3 wie auch an

die enterobakteriellen sSRNAs MicA, RprA und Spot 42 bindet (Boggild et al., 2009;
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Dienst, 2010)**. Dieselben Autoren berichteten aufSerdem, dass die heterologe Expression
von Synechocystis bzw. E. coli Hfq in einer Ahfq Mutante des jeweils anderen Organismus

den entsprechenden Phianotyp der Mutante nicht zu komplementieren vermochte.

Zusammengefasst ldsst sich feststellen, dass die Sequenzkonservierung, die Mutagenese-
experimente sowie eine Vielzahl von weiteren Belegen dafiir sprechen, dass Synechocystis
Hfq keine RNA-Bindungen iiber die in anderen Hfq-Proteinen konservierten RNA-Bin-
destellen eingeht. Auch wenn eine stringente negative Beweisfiihrung praktisch unméog-
lich ist, muss in Anbetracht der Datenlage eine Funktion des Proteins als RNA-Chaperon

generell angezweifelt werden.

4.2 DiePilB1-Interaktion

4.2.1 Der “proximale Ring” ist essentiell fiir die Hfg-PilB1-Interaktion

Alle hoch konservierten AS-Reste in cyanobakteriellen Hfq Proteinen tragen zur proxi-
malen Oberflidche aulerhalb der zentralen Pore des Hexamers bei. Da mit Ausnahme von
V58E auch alle nicht-funktionellen AS-Austausche in dieser Region zu finden sind, ist
anzunehmen, dass dieser ,,proximale Ring® die funktionell essentielle Proteinregion von
Synechocystis Hfq darstellt. Die Mutagenese von AS in dieser Region in E. coli Hfq fiihrte
zu keinen eindeutigen Ergebnissen beziiglich ihrer Rolle fiir die RNA-Bindung und Ri-
boregulation. Einige AS wurden jedoch mit der Stabilisierung des Hexamers in Verbin-
dung gebracht (Mikulecky ef al., 2004; Zhang et al., 2013). Ubereinstimmend mit der
Funktion des Sm2-Motivs fiir die Assemblierung von LSm-Proteinen (Kambach ef al.,
1999; Collins et al., 2001) fihrte die V58E-Mutation zu einem Ausbleiben der Interaktion

von Hfq-Monomeren im Y2H-Experiment. Dagegen konnte fiir alle anderen Mutanten

* Eine Retardierung der SRNA-Banden war in allen Fallen erst bei Hfq-Konzentrationen von >2,5 uM zu
erkennen. In dhnlichen Experimenten mit enterobakteriellen Hfq Proteinen reichten hierfiir dagegen oft-
mals 1-10 nM (Geissmann und Touati, 2004; Sittka et al., 2008). Insbesondere unter Beriicksichtigung der
im Vergleich zu den eingesetzten Proteinmengen unzureichenden Menge an unspezifischer Kompetitor-
RNA muss daher die Aussagekraft der Experimente mit Synechocystis in Frage gestellt werden.
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eine Interaktion der Monomere nachgewiesen werden. Somit kann der Verlust der Funk-
tion in diesen Hfq-Varianten nicht generell auf eine Beeintrichtigung der Hexamerbil-

dung zuriickgefiihrt werden.

Es zeigte sich vielmehr, dass Synechocystis Hfq mit der Sekretions-ATPase PilB1 intera-
giert und dass diese Interaktion in den Hfg-Varianten P9T, 118F, W40R und D42N ver-
loren ging. Lediglich die Mutationen R39H und Q15H beeintrachtigten die Hfq-Funktion
unabhéngig von der Interaktion mit PilB1 (Abb. 20 c). Allerdings sind alle betroffenen
AS in der Kristallstruktur von Hfq in unmittelbarer Nachbarschaft entlang einer Furche
auf der proximalen Oberflidche positioniert und gehen z.T. Wechselwirkungen miteinan-
der ein. Der Funktionsverlust der beiden letztgenannten Mutationen ist daher wahr-
scheinlich nicht auf einen gianzlich verschiedenen molekularen Mechanismus zuriickzu-
fihren. Vorstellbar wére hingegen, dass in R39H und Q15H eine Konformationsinde-

rung in Folge der Interaktion in einem der beiden Proteine beeintréichtigt ist.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen bestitigten diese Ergebnisse. So ging die
punktférmige Lokalisation entlang der Zellmembran in den Hfq-Varianten P9T, I18F
und D42N verloren. Dies entsprach dem Effekt, den eine Inaktivierung von pilBI zur
Folge hatte. Tatsachlich war die Fluoreszenzverteilung in der P9T und der ApilB1 Mu-
tante nicht zu unterscheiden. Auf der anderen Seite zeigten die Mutanten I18F und D42N
zusdtzlich eine intensive diffuse Fluoreszenz im Cytoplasma. Da D42 gleich mehrere
Wasserstoffbriicken ausbildet, die sowohl die Schleife zwischen [, und {3 als auch die In-
teraktion zwischen benachbarten Hexameren stabilisieren, konnte die Mutation die Fal-
tung und Hexamerbildung beeintrichtigen. Entsprechend wiirde die diffuse Fluoreszenz
von cytoplasmatischen Hfqg-Monomeren herrithren. Dies wére im Einklang mit der ver-
ringerten Intensitdt der lokalen Fluoreszenzmaxima, die sich evtl. auf die Polymerisation
der Hexamere zu supramolekularen Strukturen, wie sie fiir E. coli Hfq und andere LSm-
Proteine beobachtet worden sind, zuriickfithren laf3t (Arluison et al., 2006). Da die Y2H-
Experimente zeigen, dass die Monomer-Monomer-Interaktion in den Hfq-Varianten
D42N und I18F nicht véllig aufgehoben ist und eine starke Uberexpression des Fusions-
proteins erfolgt, ist aber nicht davon auszugehen, dass allein eine Destabilisierung des

Hexamers fiir den Funktionsverlust verantwortlich ist.
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Auch wenn ein Einfluss einzelner AS auf die Stabilitat des Hexamers nicht ausgeschlossen
werden kann, so sprechen die Ergebnisse doch dafiir, dass die konservierten AS des pro-
ximalen Rings die Interaktionsfliche fiir die stabile Assoziation von Hfq mit PilB1 dar-
stellen und dass diese Interaktion essentiell fiir die Funktion des Proteins ist. Hierin ist
evtl. auch der Grund zu sehen, warum die N-terminale (proximal-ausgerichtete) Fusion
des sperrigen eYFP Fluoreszenzproteins zu einem Verlust der Hfq-Funktion fithrt. Eine
zusitzliche Funktion des proximalen Rings fiir die Bindung von RNA kann zwar nicht
ginzlich ausgeschlossen werden, scheint auf Grund des fehlenden Nachweises einer ge-
nerellen Bindung von RNA durch Synechocystis Hfq aber unwahrscheinlich. Zudem sind
keine der AS (Lysin, Tyrosin, Tryptophan, Threonin) die in Hfq und anderen Proteinen
besonders hiufig an Wechselwirkungen mit RNA-Molekiilen beteiligt sind, Teil des pro-
ximalen Rings. Datfiir finden sich hier mit Prolin und Aspartat zwei konservierte AS die
in RNA-Bindestellen allgemein unterreprisentiert sind (Jones et al., 2001; vgl. auch Abb.
4 a).

4.2.2 DielInteraktion wird liber eine putative Zink-Finger-Domane von PilB1

vermittelt

Die Y2H-Versuche belegten, dass eine kurze, nur ca. 40 AS lange Doméine am C-Termi-
nus von PilB1 fiir die Interaktion mit Hfq ausreichend ist. Es ist nicht ausgeschlossen,
dass die konservierten Cysteine dieser Doméne ein anderes Metallion als Zink koordinie-
ren oder in Form von Disulfidbriicken vorliegen. Auf Grund des invariablen Auftretens
von zwei CXXC-Motiven in einem spezifischen Abstand handelt es sich aber wahrschein-
lich um eine Zink-Finger-Doméane® (Krishna ef al., 2003). Dies ist auch insofern nahelie-
gend, als dass Zink-Finger neben ihrer klassischen Rolle als DNA-Bindedoménen oftmals
auch als Vermittler von Protein-Protein-Interaktionen fungieren (Gamsjaeger et al,
2007). Insbesondere Zink-Finger, die ihr Zinkion ausschliefSlich iiber reaktive Thiolgrup-
pen von Cysteinen koordinieren, konnen auch als Redox-Sensoren dienen. Dabei fiihrt
eine Thiol/Disulfid-Austauschreaktion zu grofleren Strukturverdnderungen, welche die

Proteinfunktion modulieren (Ilbert ef al., 2006). Interessant in diesem Zusammenhang

35 Obwohl eine genaue Zuordnung nicht méglich ist, weifit die Domane insbesondere Ahnlichkeiten zur
Architektur der zinc-ribbon Domanen auf.



Diskussion | 104

ist, dass die variablen AS in einem CXXC Motiv eine untergeordnete Rolle fiir die Struk-
tur der entsprechenden Zink-Finger haben, die unmittelbare Umgebung der Cysteine
aber entscheidend fiir die Reaktivitdt der Thiolgruppen ist (Foloppe und Nilsson, 2004;
Cremers und Jakob, 2013). Daher kénnte der hohe Grad der Konservierung des CPYC-
Motivs®* und der umgebenden AS ein Hinweis darauf sein, dass die Hfq-PilB1-Interak-

tion ein Redox-regulierter Vorgang ist.

Auch wenn die Struktur der putativen Zink-Finger-Domane nicht bekannt ist, deutet das
PilB1-Strukturmodell darauf hin, dass diese auf der dem Cytoplasma zugewandten Seite
des PilB1-Hexamers exponiert ist. Die symmetrischer Anordnung und die raumliche
Ausdehnung des modellierten Teil der C2-Domaéne innerhalb des Hexamers (Abb. 18 b)
lassen vermuten, dass die einzelnen Untereinheiten eines Hfq-Hexamers jeweils mit einer
der putativen Zink-Finger-Dominen des PilB1-Hexamers interagieren konnen, so dass

die beiden ringférmigen Proteine sich im Verhaltnis 1:1 zusammenlagern.

4.2.3 DieLokalisation an die Pilus-Basis ist essentiell fiir die Hfg-Funktion

Einer der wesentlichen Erkenntnisse dieser Arbeit ist, dass die Interaktion mit der Sekre-
tions-ATPase PilB1 nicht nur fiir die Funktion von Hfq auf Ebene der Transkriptakku-
mulation als auch beziiglich der Motilitét essentiell ist. Sie entscheidet vielmehr auch tiber
die korrekte Lokalisation an der Zellperipherie. In E. coli konnte eine direkte Interaktion
eines PilB-Homologs mit dem integralen Membranprotein PilC, welches die Platform fiir
die Interaktion diverser Proteine der Pilus-Basis bildet, nachgewiesen werden (Crowther
et al., 2004). Demgemaif3 geht auch in einem ApilC Stamm von P. aeruginosa die korrekte
Lokalisation von PilB an der Cytoplasmamembran verloren (Chiang et al., 2005). In An-
betracht des dhnlichen Aufbaus der T4P-Apparate von Synechocystis und anderen Gram-
negativen Bakterien (Yoshihara und Ikeuchi, 2004; Burrows, 2012) ist daher davon aus-
zugehen, dass der Hfq-PilB1-Komplex iiber eine Bindung an PilC mit der Pilus-Basis as-
soziiert ist. Weiterhin zeigt auch ein ApilC Stamm einen Defekt in der Hfq-abhéngigen

Akkumulation und Prozessierung von Hpr8. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass nicht

3 Im CXXC-Redoxzentrum der Thioredoxin-Superfamilie ist das Motiv CPYC besonders geeignet, das Re-
doxpotential des N-terminalen Cysteins zu erh6hen (Mdssner ef al., 1999; Quan et al., 2007).
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allein die Hfq-PilB1-Interaktion, sondern auch die korrekte Lokalisation an die Pilus-Ba-
sis (bzw. die Cytoplasmamembran) ausschlaggebend fiir die korrekte Hfq-Funktion ist.
Zwar ist nicht ausgeschlossen, dass der Effekt indirekt {iber eine Destabilisierung des
PilB1-Proteins in ApilC zustande kommt. Dies scheint jedoch unwahrscheinlich, da PilB
im Zuge von dynamischen Anderungen der Lokalisation auch im Cytoplasma stabil sein
sollte (Bulyha ef al., 2009 und unveréffentlichte Ergebnisse). Diese Ergebnisse lassen sich
aber auch dahingehend interpretieren, dass die Hfq-PilB1-Interaktion fiir die Funktion
der Sekretions-ATPase essentiell ist und die Pilusbiogenese wiederum die Akkumulation

der Hfg-abhingigen Transkripte reguliert.

4.2.4 Dieinteragierenden Oberflachen sind in Cyanobakterien konserviert

Die ausgeprigte Sequenzkonservierung der interagierenden Oberflichen von Hfq und
PilB1-Proteinen innerhalb der Cyanobakterien ist ein Hinweis darauf, dass die Interak-
tion der beiden Proteine in Synechocystis kein Einzelfall ist. Daftir sprechen neben dem
gemeinsame Auftreten von Hfq mit der putativen Zinkfinger-Doméne von PilB1 in allen
cyanobakteriellen Genomen auch noch einige weitere Indizien. So lokalisiert
Synechocystis Hfq-eYFP auch in Synechocystis sp. PCC6714 entlang der Zellperipherie
(nicht gezeigt) und in Synechococcus elongatus PCC7942 fiihrt die Inaktivierung von hfg
zum Verlust der natiirlichen Kompetenz, was auf einen Verlust der T4P hindeutet (Chen,
2007). Daher ist es wahrscheinlich, dass die Hfq-PilB-Interaktion innerhalb der
Cyanobakterien weit verbreitet ist. Moglicherweise handelt es sich hierbei um einen evo-

lutiondr konservierter Mechanismus zur Regulation der Sekretions-ATPase.

4.3 Fazit

4.3.1 Funktionelle Implikationen der Membranlokalisation

Hfq spielt in zahlreichen Bakterien eine wichtige Rolle bei der Regulation von Proteinen
der dufleren Membran (Vogel und Papenfort, 2006), und es gibt eine Vielzahl an Studien,
die Hfq mit der Motilidt und Biofilmbildung in Verbindung bringen (Sonnleitner et al.,
2003; Monteiro et al., 2012; Thomason et al., 2012; Wang et al., 2014). Weiterhin gibt es

Belege, dass die Hfq-abhidngige Regulation von sekretierten Proteinen unmittelbar an der
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Membran stattfindet. Beispielsweise ist in E. coli die Hfq-abhidngige Regulation der ptsG
mRNA mit der Membranlokalisation des Transkripts und der Sekretion des naszierenden
Peptids verbunden (Kawamoto et al., 2005; Diestra et al., 2009). Gleichfalls wird Hfq in
Salmonella fiir die Sekretion von Proteinen via Signalsequenzen in deren 5’-UTRs beno-
tigt (Niemann et al., 2013). Welche Funktion eine mégliche Membranlokalisation von

Hfq in diesen Féllen hat und wie diese vermittelt wird, ist aber nicht geklart.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Synechocystis Hfq mit PilB1 interagiert und
die Lokalisation des Hfq-PilB1-Komplexes an die Pilusbasis essentiell fiir die Motilitdt
und die Transkriptakkumulation ist. Allerdings konnte bisher in keinem einzigen Expe-
riment eine RNA-Bindung durch Hfq nachgewiesen werden. Dariiber hinaus spricht eine
Vielzahl von Hinweisen dafiir, dass die Hfq-abhéngige Transkriptakkumulation direkt
auf einen Verlust der cAMP/Sycrpl-abhéngigen Transkriptionskontrolle zuriickzufiih-
ren ist, d.h. dass Hfq epistatisch gegeniiber Sycrpl wirkt. Ein solcher Defekt kann aller-
dings nicht die Abwesenheit der T4P an der Zelloberfliche einer Ahfqg Mutante erklaren.
Auflerdem waren die Uberexpression eines funktionellen Sycrpl Proteins bzw. die ex-
terne Gabe von cAMP (Dienst, 2010) nicht ausreichend, um das phototaktische Verhalten
wiederherzustellen. Angesichts dieser Befunde ist der Einfluss von Synechocystis Hfq auf
die Pilusbiogenese am besten durch Protein-Protein-Wechselwirkungen mit PilB1 zu er-
kldren. Eine solche Funktion ist aber grundlegend verschieden von allen bisher beschrie-
benen Hfq-basierten Regulationsmechanismen auf RNA-Ebene. Es stellt sich daher die

Frage, auf welchem Weg Hfq die cAMP/Sycrpl-abhdngige Transkription kontrolliert.

4.3.2 Hypothetisches Modell der Hfg-abhangigen Regulation in Synechocystis

Der Aufbau des T4P-Apparats ist weitgehend homolog zu den Typ II Sekretionssystemen
(Korotkov et al., 2012). Entsprechend wurde T4P auch mit der Sekretion von Proteinen
jenseits der Piline in Verbindung gebracht. So ist z.B. in Francisella tularensis und Vibrio
cholerae die Sekretion von 16slichen Proteinen, die eine Rolle bei der Virulenz und Wirts-
kolonisierung spielen, von den T4P abhingig (Kirn et al., 2003; Hager ef al., 2006). In den
meisten Cyanobakterien sind neben den PilB1-Homologen auch die Gene fiir die anderen

Komponenten des T4P-Apparts konserviert (nicht gezeigt). Andererseits assemblieren
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langst nicht alle Spezies T4P an der Zelloberfliche®” (Samuel et al., 2001; Palenik et al.,
2003). Daher ist auch in Cyanobakterien eine Funktion des T4P-Apparates fiir die Pro-
teinsekretion wahrscheinlich. So berichteten Schatz et al. (2013), dass die Biofilmbildung
in Synechococcus elongatus PCC7942 durch einen extrazelluldren Faktor reguliert wird,
der in einer ApilB oder ApilC Mutante nicht mehr in das Kulturmedium sekretiert wird.
Nimmt man auch fiir Synechocystis eine Funktion des T4P-Apparats fiir die Proteinsek-
retion an, so liefle sich der Phanotyp der Ahfqg Mutante durch folgendes hypothetisches
Modell erklaren (Abb. 27):

Der second messenger cAMP wird generell mit der intrazelluliren Weiterleitung von ext-
razelluldrer Signalen in Verbindung gebracht. Insofern konnte ein via T4P sekretiertes
Protein eine Signalfunktion ausiiben, das tiber die Aktivierung der Adenylatzyklase Cyal
die Transkription von cAMP/Sycrpl-abhidngigen Genen induziert. Dabei konnte es sich
um ein losliches Protein oder kleines Peptid handeln. Aber auch eine Signaliibertragung
iber exponierte Pilusdomdnen wire theoretisch vorstellbar. Analog zu den aus anderen
Bakterien bekannten quorum sensing Systemen wire ein solcher Mechanismus geeignet,
die Zelldichte der Population zu ermitteln. Dies ist in Hinblick auf den beschriebenen
Phinotyp der Acyal und Asycrpl Mutanten interessant (Bhaya et al., 2006). Diese as-
semblieren funktionelle Pili und zeigen twitching motility auf Einzelzellebene, sind aber
nicht in der Lage, im Verband mit anderen Zellen in die makroskopisch sichtbare Phase
der Phototaxis iiberzugehen. Ein solcher Phinotyp liele sich sehr gut durch die Beein-
trichtigung der Zell-Zell-Kommunikation und einem dementsprechend verdnderten

Autfbau der Zelloberfliche erkliren.

7 Dies gilt insbesondere fiir die marinen Spezies der Gattung Synechococcus und Prochlorococcus (person-
liche Kommunikation Prof. Debbie Lindell)
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Abb. 27 Hypothetisches Modell der Hfg-Funktion in Synechocystis. (a) Die Bindung von Hfq an PilB1
ist Voraussetzung fiir die Sekretion von Prapilinen und anderen Proteinen lber den T4P-Apparat. (b)
Ein auf diesem Weg sekretiertes Protein/Peptid aktiviert Uber einen unbekannten Signalweg die Ade-
nylatzyklase Cya1. (c) Der Transkriptionsfaktor Sycrp1 aktiviert in Folge des erh6hten cAMP-Spiegels die
Transkription spezifischer Gene. (d) Die Expression spezifischer minor pilins, des chaperon/usher-pa-
thways, der Cas-Effektorkomplexe sowie weiterer unbekannter Proteine und sRNAs flihrt zu einer Ver-
anderung der Zelloberflaiche und moduliert das Gruppenverhalten. (e) Die Cas-Effektorkomplexe pro-
zessieren bzw. stabilisieren neben den crRNAs méglicherweise die sSRNAs Hrp3 und Hpr8.

Ein Zusammenhang zwischen Hfq und der cAMP/Sycrpl-abhdngigen Transkriptions-
kontrolle ist auch im Hinblick auf den Phianotyp einer Nostoc sp. PCC7120 Ahfg Mutante
interessant. Diese zeigt eine reduzierte Transkriptakkumulation von Genen fiir die Nit-
ratassimilation und differenziert Heterocysten in Anwesenheit von Nitrat. In diesem
Stamm wurde eine Bindestelle fiir das Sycrpl-Homolog AnCrpA vor einem putativen
Nitrattransporter vorhergesagt (Xu und Su, 2009). Ebenso konnte gezeigt werden, dass
mehrere Gene mit einer Funktion bei der Stickstofffixierung und Heterocystenbildung
AnCrpA-abhingig reguliert werden (Suzuki et al., 2007). Auch konnte in Spezies der Fa-
milie Nostocaceae ein Erhéhung des intrazelluliren cAMP-Gehalts in Folge von Stick-

stoffmangel gemessen werden (Hood et al., 1979; Francko und Wetzel, 1981).
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4.3.3 Ausblick

Bisherige Studien zu Protein-Protein Interaktionen lieferten Hinweise auf eine umfang-
reiche Wechselwirkung des RNA-Chaperons aus E. coli mit anderen Proteinen des RNA-
Metabolismus wie RNase E (Morita ef al., 2005; Ikeda et al., 2011), PAP I (Mohanty et al.,
2004), PNPase (De Lay und Gottesman, 2011) oder dem Terminationsfaktor Rho (Rabhi
et al., 2011). In diesen Arbeiten zeigte sich aber auch, dass Hfq seine Wirkung tiber die
lokale Erhhung der RNA-Konzentration oder Veranderungen der RNA-Struktur entfal-
tet. Ein direkter Einfluss auf die Aktivitat der Bindepartner wurde dagegen nicht beschrie-
ben. In jiingster Zeit wurde E. coli Hfq in einem Komplex mit der Katalase HPII co-kris-
tallisiert (Yonekura et al., 2013). Die Interaktion mit diesem Enzym, welches nicht am
RNA-Metabolismus beteiligt ist, wirkt sich aber ebenfalls nicht auf dessen Aktivitat aus.
Die in dieser Arbeit begriindete Vermutung, dass Synechocystis Hfq seine Funktion ab-
seits der posttranskriptionellen Regulation durch sSRNAs auf Ebene der Hfq-PilB1-Inter-
aktion ausiibt, wére ein Novum in der Erforschung dieses Proteins. Um diese Funktion
letztendlich zu validieren und den molekularen Mechanismus besser zu verstehen, sind
daher in vitro Experimente in Planung. Diese sollen kldren, ob Hfq iiber die Bindung an
die putative Zinkfinger-Doméne die ATPase-Aktivitdt von PilB1 regulieren kann und/o-
der die Hexamerbildung des Proteins beeinflusst. Daneben wiirde eine eingehenden Un-
tersuchung der cAMP/Sycrpl-basierten Transkriptionskontrolle in Abhéngigkeit von
extrazelluldren Faktoren in den Asycrpl und Ahfq Mutanten helfen, das vorgeschlagene
Modell zur Hfg-abhingigen Regulation zu evaluieren. Sollte sich bewahrheiten, dass via
T4P sekretierte Proteine das Gruppenverhalten in Synechocystis steuern, wire dies eine
neuartige Form des quorum sensing, die gegebenenfalls geeignet wire, das komplexe Ver-

halten vor allem vieler filamentoser Cyanobakterien besser zu verstehen.
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