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Einleitung

2 Einleitung

Bakterien koénnen in den verschiedensten gemaligten und extremen Habitaten
nachgewiesen werden (z.B. Kim et al. 2012; Stres et al. 2013; Suhiko et al. 2005).
Hierbei sind verschiedene Bakterien unterschiedlich gut an verschiedenartige Habitate
angepasst. So gibt es Bakterien, die an das Leben in unterschiedlichen Habitaten
angepasst sind, aber auch Spezialisten flir extreme Habitate. Gebunden an die
verschiedenen Habitate erfolgen Anpassungen an Umweltparameter wie die
Umgebungstemperatur, die Salz- und Sauerstoffkonzentration in der Umgebung oder an
Licht(Koga 2012; Oren 2013; Nakano & Hulett 1997; Kehoe 2010). Um solche
Anpassungen zu realisieren, wird die Umgebung mittels verschiedener
membrangebundener und intrazelludrer Sensoren analysiert (Taabazuing et al. 2014;
Schumann 2012; Dubbs & Mongkolsuk 2012). Kommt es zu Anderungen in der
Umgebung, fiihrt dies haufig zu Anderungen in einem Netzwerk aus verschiedenen
Signaltransdukionskaskaden, wodurch die Expression von spezifischen Genen
gesteuert wird (Guariglia-Oropeza et al. 2014).

2.1 Stress

In Verbindung mit der Anpassung an unterschiedliche Habitate haben Bakterien
Toleranzbereiche fur viele verschiedene Umweltparameter entwickelt. Weicht einer
dieser Parameter vom bevorzugten Bereich ab, so liegt Stress vor. Haufig folgt einer
bestimmten Art von Stress eine Schadigung von spezifischen Zellbestandteilen.
Deshalb werden Abwehrmechanismen bendtigt, die unter Stressbedingungen gezielt

eine weitere Schadigung unterbinden und entstandene Schaden beheben.
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2.1.1 Oxidativer Stress

Molekularer Sauerstoff (O;) stellt als essentieller terminaler Elektronenakzeptor der
aeroben Respiration die Grundlage fir den Metabolismus vieler Bakterien dar und weist
einen relativ reaktionstragen Grundzustand auf. Dieser trage Triplett-Grundzustand des

Sauerstoffs kann durch auf den Sauerstoff Ubertragene Elektronen aus der

Elektronentransportkette gedndert werden. Hierbei entsteht Superoxid (O.") und in der
Folge werden weitere reaktive Sauerstoffspezies (ROS = reactive oxygen species)
gebildet. Zusatzlich kann eine fehlgeleitete Excitonen-Ubertragung von angeregten
Pigmenten auf Triplett-Sauerstoff zu einer spin-Umkehr eines der Valenzelektronen

fuhren, wobei Singulett-Sauerstoff entsteht (Ziegelhoffer & Donohue 2009; siehe Abb.1).
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Abbildung 1: Die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies. Reaktive Sauerstoffspezies koénnen
einerseits durch Elektronenlbertragung auf Sauerstoff in seinem reaktionstragen Triplett-Grundzustand
gebildet werden. Durch verschiedene Elektronenlibertragungsprozesse entstehen hierbei Superoxid (O,"),
Wasserstoffperoxid (H»,O,) und Hydroxylradikale (OH’). Auf der anderen Seite kann durch
Energietbertragung auf Triplettsauerstoff eine spin-Umkehr fur eines der Elektronen des 1r*-Orbitals
bewirkt werden, die zur Entstehung des reaktiven Singulettsauerstoffs (102) fuhrt (modifiziert nach
Ziegelhoffer & Donohue 2009).
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Die verschiedenen ROS konnen in der Zelle schwere Schaden verursachen. Flr aerobe
Lebewesen ist O, somit lebensnotwendig und toxisch zugleich (Davies 1995). Als
oxidativen Stress bezeichnet man ein Ubergewicht von Prooxidantien, die eine Bildung
von ROS begunstigen gegenuber den Antioxidantien, die fur die Entgiftung der reaktiven
Sauerstoffspezies zustandig sind und durch ROS verursachte Schaden beseitigen
(Zheng & Storz 2000). Eine primare Quelle fur die Entstehung von ROS stellt der
Elektronentransport der Atmungskette dar, bei der Superoxid und Wasserstoffperoxid
durch fehlgeleiteten Elektronentransfer entstehen (Messner & Imlay 1999). Das
Superoxidradikal kann durch die Aufnahme eines zusatzlichen Elektrons in das 1r*-
Orbital aus O, entstehen. Eine Interaktion des Superoxidradikals mit biologischen
Molekulen findet nur in einem geringen Umfang statt. Allerdings stellt das
Superoxidradikal eine Vorstufe anderer wesentlich toxischerer ROS dar.
Wasserstoffperoxid ist eine weitere reaktive Sauerstoffspezies, die durch Oxidation von
Thiol-Gruppen dazu fuhren kann, dass Enzyme inaktiviert werden (Storz & Imlay 1999).
Jedoch gilt, dass auch Wasserstoffperoxid seine hauptsachliche schadliche Wirkung als
Vorstufe einer wesentlich toxischeren ROS entfaltet. Im Zusammenhang mit der Bildung
des besonders reaktiven Hydroxylradikals aus Wasserstoffperoxid spielen niedervalente
Metallionen eine tragende Rolle. Insbesondere Eisen dient hierbei als Katalysator, was
in der Fenton-Reaktion dargestellt ist, es kdnnen aber auch andere niedervalente
Metalle die Reaktion katalysieren, was in der Haber-Weiss Reaktion verdeutlicht ist
(siehe Abb. 2). Hydroxylradikale haben die Eigenschaft in biologischen Systemen mit
nahezu allen Makromolekulen unspezifisch zu reagieren und weisen eine Halbwertszeit
von etwa 107'° Sekunden auf (Gutteridge 1994; Acworth et al. 1999). Hieraus resultiert,
dass die Reaktionen mit Moleklilen in biologischen Systemen relativ nah am

Entstehungsort der Hydroxylradikale stattfinden missen (Imlay 2003).
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Fe’*+ 0, - Fe?* +0,
Fe?* + H,0, - Fe3* + OH- + -OH (Fenton-Reaktion)

0O, + H,0, - 0, + OH- + -OH (Haber-Weiss-Reaktion)

Abbildung 2: Die Entstehung von Hydroxylradikalen aus Superoxidradikalen und Wasser-
stoffperoxid, wie in der Haber-Weiss-Reaktion beschrieben ist angewiesen auf Eisenionen als
Katalysator, wobei aus Superoxidradikalen Wasserstoffperoxid und hochreaktive Hydroxylradikale
gebildet werden.

Typische Schaden durch Hydroxylradikale sind insbesondere an DNA-Molekilen zu
erkennen, jedoch sind sie nicht auf diese beschrankt. So koénnen Einzel- und
Doppelstrangbruche der DNA, Modifikationen der Nukleotide und Basen,
Quervernetzungen von DNA und Proteinen, sowie Fragmentierungen des Zucker-
Phosphat-Gerustes durch Hydroxylradikale verursacht werden (Fang 2004; Bennett
2001; Lushchak 2001; Gracy et al. 1999; Halliwell & Aruoma 1991). Diese besonders
ausgepragte Schadigung der DNA-Molekule ist unter anderem begrindet in der hohen
Anzahl von Eisenionen am negativ geladenen Phosphatrickrat der DNA, die die
Fenton-Reaktion begunstigen. Weitere durch ROS begunstigte Schadigungen der Zelle
liegen in der Oxidation aromatischer Aminosduren und in der Oxidation von
ungesattigten Fettsduren der Membranlipide, was sogar zum Verlust der
Membraneigenschaften fuhren kann (Davies 2005; Lushchak 2001). Eine weitere
reaktive Sauerstoffspezies stellt Singulett-Sauerstoff dar, welcher sowohl an naturlichen
Photosensitizern wie Bacteriochlorophyll, als auch an kinstlichen Photosensitizern wie
Methylenblau gebildet werden kann (Briviba et al. 1997). Singulettsauerstoff hat die
Fahigkeit, Peptid- und Phosphodiesterbindungen zu spalten, Aminosauren und
Nukleoside zu schadigen, ungesattigte Fettsauren zu oxidieren, sowie andere
Zellkomponenten zu schadigen und wirkt auf sein Hauptziel, die Proteine, unter
Entstehung verschiedener Peroxide, die dann selbst weitere Schaden verursachen

(Davies 2004). Neben diesen schadigenden Eigenschaften fordert Singulett-Sauerstoff
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die Bildung anderer ROS. Um die Bildung von ROS zu unterbinden und Schaden durch
ROS einzuschranken, bedienen sich Bakterien einer Vielzahl von Mechanismen. Hierbei
werden Glutathion- und Thioredoxin genutzt, um ROS zu quenchen und oxidierte
Proteine in einer NADPH-abhangigen Weise zu reduzieren (Prinz et al. 1997, siehe Abb.
3). Die Bildung von Singulettsauerstoff wird unterbunden, indem Carotinoide mit dem
Photosyntheseapparat gekoppelt werden, um angeregtes Bakteriochlorophyll zu

quenchen (Cogdell et al. 2000; Griffiths et al. 1955; Borland et al. 1988).

Thioredoxin System

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Thioredoxin- _5. Thioredoxin

reduktase (trxA)
/ (trxB) \

NADPH s
\ P Glutathion ———-” Protein
Glutathion- (gshA gshB)
i reduktase ;
(gor)

Glutaredoxin 1-3
(grxA grxB grxC)

Glutaredoxin System

Abbildung 3: Thioredoxin System und Glutaredoxin System am Beispiel von E. coli: Die NADPH
abhangigen Reduktasen TrxB und Gor reduzieren Thioredoxin und Glutathion. Beide Molekiile kdnnen
direkt zum Reduzieren oxidierter Disulfidbricken an wichtigen Cysteinen innerhalb von Proteinen genutzt
werden. Zusatzlich dient Glutathion um Glutaredoxine zu reduzieren, die ebenfalls dazu dienen
Disulfidbricken zu reduzieren (modifiziert nach Prinz et al. 1997).

Neben dieser Unterbindung der ROS-Bildung und der Reduktion oxidierter
Verbindungen, kdnnen verschiedene ROS auch aktiv enzymatisch abgebaut werden.So
wird Wasserstoffperoxid haufig durch Katalasen abgebaut, wahrend Superoxid durch
die Superoxiddismutase entgiftet wird (Hasset & Cohen 1989). Zusatzlich wird unter
oxidativen Stressbedingungen eine Vielzahl von Genen reguliert um einerseits die
oxidative Stressantwort zu induzieren und andererseits primare Quellen der ROS-

Bildung zu inhibieren.
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2.1.2 Hitzestress

Bei Hitzestress liegen Temperaturen oberhalb des Temperaturoptimums fur einen
Organismus vor. Hierbei kann die Grenze fir Hitzestress zwischen unterschiedlichen
Organismen stark variieren. Generell steigt bei erhdhten Temperaturen die
Membranfluiditat der Zellmembran, wodurch die Stabilitat gesenkt wird (Koga 2012).
Zusatzlich wird die Chance einer Fehlfaltung von Proteinen erhdht und der Zerfall von
ATP beschleunigt (King et al. 1996; Lee & Colston 1985). Um eine ausreichende
Stabilitdt der Zellmembran bei erhdhten Temperaturen zu gewahrleisten, kdnnen
Bakterien Anpassungen ihrer Zellmembran vornehmen, indem sie langkettige gesattigte
Fettsauren in die Membran einlagern, wahrend bei niedrigeren Temperaturen kurze
verzweigtkettige Fettsauren vermehrt vorliegen (Sinensky 1974; Keweloh et al. 1991,
Cronan et al. 1972). Schaden durch Aggregate aus fehlgefalteten Proteinen werden
durch eine Vielzahl unterschiedlicher Hitzeschockproteine vermieden, die sich
beispielsweise an fehlgefaltete Proteine anlagern, um sie in einem faltungskompetenten
Zustand zu halten oder unter ATP Verbrauch erneute Faltungen der Proteine
ermoglichen (Laskowska et al. 2010; Walter & Buchner 2002). Zusatzlich werden
fehlgefaltete Proteine durch Proteasen spezifisch abgebaut (Truscott et al. 2011).
Neben den direkten Schaden fuhrt eine erhohte Umgebungstemperatur auch zu einer
Beschleunigung von biochemischen Prozessen, wodurch verschiedene biochemische
Reaktionen des Metabolismus beschleunigt ablaufen kdnnen. In diesem forderlichen
Effekt eines Temperaturanstiegs liegt allerdings auch die potentielle Gefahr einer
Storung des zellularen Gleichgewichts. Deshalb ist es wichtig, dass die Steuerung der
Hitzestressantwort fein reguliert ist und eine genaue Regulation der Expression

verschiedener Hitzeschutzfaktoren und Enzyme erfolgt.
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2.1.3 Stress in Verbindung mit verschiedenen Metallen und Salz

Wie bereits beschrieben, katalysieren niedervalente Metallionen die Haber-Weiss-
Reaktion und kénnen somit im Uberschuss zu einer verstarkten Bildung besonders
schadlicher ROS fuhren (siehe auch Abb. 2 und Abschnitt 2.1.1). Daruber hinaus stellen
Metalle essentielle Co-Faktoren in vielen bakteriellen Proteinen dar (Barnett et al. 2012).
Unter diesen Metallen spielt Eisen eine besonders wichtige Rolle, da es fur Eisen-
Schwefel Zentren in vielen Proteinen der Atmungskette essentiell ist. Zusatzlich ist
Eisen als Co-Faktor fur Proteine notwendig, die in der Entgiftung von ROS eine wichtige
Rolle spielen. Um einerseits eine ausreichende Versorgung mit Eisen zu gewahrleisten
und andererseits einen Uberschuss an Eisen, der die Fentonreaktion (siehe Abb. 2) und
somit ROS-Bildung katalysiert zu vermeiden, haben Bakterien effektive und fein
regulierte Mechanismen entwickelt um Eisen in die Zelle zu schleusen (Klebba et al.
2012; Carpenter & Payne 2014). Neben Eisen spielen insbesondere verschiedene
Schwermetalle wie Cadmium oder Zink eine wichtige Rolle fur Bakterien, da sie in
nanomolaren Konzentrationen als Spurenelemente essentiell sind, jedoch bereits im
mikromolaren Bereich cytotoxische Effekte zeigen (Nies 1992). Hierbei konnten
Zellschadigungen im Zusammenhang mit oxidativen Stress nachgewiesen werden und
es konnte gezeigt werden, dass die Sigma E abhangige photooxidative Stressantwort
von Caulobacter crescentus auch durch Cadmium induziert wird (Lourengo & Gomes
2009). Neben Metallen spielen auch anorganische Salze eine wichtige Rolle fir
Bakterien, da sie ein osmotisches Potential besitzen und entsprechend ein Ausgleich
zwischen den in der Zelle vorhandenen geldsten Salzen mit dem umgebenden Medium
stattfinden muss, um die Zelle lebensfahig zu halten (Sleator & Hill 2002). Zusatzlich

spielen Natriumionen eine zentrale Bedeutung beim Transport von verschiedenen

11 -



Einleitung

Stoffen Uber die Zellmembran und dienen als Austauschionen fur die Bildung eines

Elektronengradienten Uber die Zellmembran (Steffen & Steuber 2013).

2.1.4 Stress in Verbindung mit anderen Bakterien und organischen Substanzen

Neben den verschieden beschriebenen abiotischen Stressfaktoren spielen auch
verschiedene biologische Faktoren wichtige Rollen in Bezug auf Stress fur Bakterien. So
kann ein erhohter Gehalt an geldstem pigmentierten organischen Material in einem
Gewasser dazu fuhren, dass im Zusammenspiel mit Licht verstarkt ROS an
aromatischen Verbindungen wie Huminsauren gebildet werden (Zhang et al. 2014). Des
Weiteren kann organisches Material haufig von verschiedenen Organismen verwertet
werden, wobei viele verschiedene Stoffwechselprodukte gebildet werden. Hierbei tritt
einerseits eine Konkurrenzsituation zwischen den verschiedenen Organismen auf,
andererseits kommt es zu einer Konfrontation mit verschiedenen verwertbaren, aber
unter Umstanden auch toxischen Stoffwechselprodukten (Stams et al. 2003). Um
andere Bakterien zu detektieren und mit potentiellen Wirtsorganismen und anderen
Bakterien zu interagieren, besitzen viele Bakterien ein Quorum sensing System. Hierbei
werden die Zusammensetzung und Dichte der bakteriellen Gemeinschaft in der
Umgebung Uber spezifische sekretierte Botenstoffe detektiert, die teilweise von
Wirtsorganismen imitiert werden (Lowrey et al. 2008). Es konnte auch gezeigt werden,
dass Quorum sensing Moleklle gleichzeitig zur Kommunikation innerhalb einer
Bakterienspezies und als Toxin gegen andere Bakterien dienen konnen (Kumar &

Engelberg-Kulka 2014).
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2.2 Regulation von Genexpression in Bakterien

Durch den beschriebenen bestandigen Wechsel von verschiedenen Umwelteinflisse
mussen Bakterien sich bestandig anpassen, um einerseits eine maximale Nutzung der
vorhandenen Ressourcen zu gewahrleisten und andererseits auf verschiedene
Stressbedingungen zu reagieren. Hierflr steuern Bakterien auf verschiedenen Ebenen
die Expression ihrer Gene. Es werden Gene fur bendtigte Proteine aktiviert und Gene
fur nicht bendétigte Proteine reprimiert. Unter anderem wird die Transkription von Genen
uber verschiedene alternative Sigmafaktoren (siehe 2.2.1) und Transkriptionsfaktoren
(siehe 2.2.2) gesteuert, um die Abundanz der entsprechenden mRNAs zu beeinflussen.
Zusatzlich wird die Abundanz und Translation einer mRNA durch intrinsische
Eigenschaften beeinflusst, die einerseits die Stabilitat der mRNA beeinflussen und auf
der anderen Seite die Translation der mRNA regulieren kdnnen (siehe 2.2.3). Auch
spielen kleine, nicht Protein-codierende RNAs (sRNAs = small RNAs), die an mRNAs
oder Proteine binden und so die Expression oder Aktivitat regulieren, eine wichtige Rolle
(siehe 2.2.3). Insgesamt ergibt sich das Bild einer fein justierten Genregulation, die eine
Steuerung auf verschiedenen Ebenen ermdglicht und auch eine Vernetzung

verschiedener Signalwege ermdglicht (siehe 2.2.4).

2.2.1 Alternative Sigmafaktoren

Sigmafaktoren sind als Untereinheit der RNA-Polymerase in Bakterien verantwortlich fur
die Erkennung spezifischer Sequenzen im Promotor eines Gens. Sie helfen beim
Aufschmelzen des DNA-Doppelstrangs und ermdglichen so den Transkriptionsstart,
nach welchem sie von der RNA-Polymerase abfallen (Helmann & Chamberlin 1988;
Morett & Segovia 1993; Kazmierczak et al. 2005). Typischerweise ist einem Sigmafaktor
ein Satz verschiedener Gene =zugeordnet, die im Regelfall einen funktionellen

Zusammenhang besitzen (Patek & NeSvera 2011). Die Expression alternativer
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Sigmafaktoren ist in der Regel Uber verschiedene Signaltransduktionswege gesteuert,
wodurch Aktivitat unter spezifischen Bedingungen gewahrleistet ist (Mascher 2013).
Haufig ist die Aktivitat eines alternativen Sigmafaktors zusatzlich durch einen
Antisigmafaktor reguliert, der den Sigmafaktor bindet und eine Bindung an die RNA-
Polymerase verhindert. Haufig werden diese Antisigmafaktoren durch spezifische Anti-
Antisigmafaktoren reguliert. Unter spezifischen Bedingungen erfolgt eine Abspaltung
des Antisigmafaktors vom Sigmafaktor und eine Bindung des Sigmafaktors an die RNA-
Polymerase wird ermoglicht (Campbell et al. 2008). Im Normalfall ist ein house keeping
Sigmafaktor an die RNA Polymerase gebunden, der die Promotorsequenzen von Genen
erkennt, deren Produkte von der Zelle unter regularen Wachstumsbedingungen bendtigt
werden (Typas et al. 2007). Werden zum Beispiel durch Stress alternative
Sigmafaktoren exprimiert oder von ihren Antisigmafaktoren abgespalten, so wird eine
Teilpopulation der RNA-Polymerase Molekile mit den alternativen Sigmafaktoren
besetzt. Hierdurch kann diese Teilpopulation der RNA-Polymerase Molekule an neue,
dem alternativen Sigmafaktor zugeordnete Gene binden (Landini et al. 2014; Potvin et
al. 2008). Durch eine prazise Steuerung der Anzahl freigesetzter alternativer
Sigmafaktoren kann so eine dynamische Steuerung der Transkription erreicht werden.
Hierbei kann zum Beispiel die spezifische Expression von Genen einer Stressantwort

gesteuert werden.

2.2.2 Transkriptionsregulation durch DNA-Bindeproteine

Um eine feinere Steuerung der Transkription zu erreichen und eine spezifische
differentielle Expression vieler verschiedener Gene mit einer limitierten Anzahl an
Sigmafaktoren zu erreichen, bedienen sich Bakterien verschiedener
Transkrptionsaktivatoren und -repressoren. Diese DNA-Bindeproteine verhindern

entweder durch Bindung an spezifische DNA-Basenmotive die Transkription eines Gens
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oder sie sorgen dafur, dass der Promtor eines Gens besser zuganglich wird fur die
RNA-Polymerase, was die Transkriptionsaktivitdt des Gens erhoht (Klier et al. 1992).
Ahnlich wie die alternativen Sigmafaktoren, unterliegen die Transkriptionsregulatoren
einer strikten Regulation. So spielen in den meisten Bakterien Transkriptionsregulatoren
aus der Fur-Superfamilie (Ferric uptake regulation protein) eine Rolle in der Steuerung
des Eisenhaushalts und des Zinkhaushalts und binden spezifische DNA Sequenzen in
Abhangigkeit von einem Metallliganden (Fillat 2014). Des Weiteren sind
Transkriptionsfaktoren an der Antwort auf oxidativen Stress beteiligt und erflllen
Funktionen in vielen weiteren zellularen Prozessen wie dem Quorum sensing (Dubbs &

Mongkolsuk 2012; Patel et al. 2013).

2.2.3 Regulation durch RNA

Neben der Regulation der Transkription durch Sigma- und Transkriptionsfaktoren spielt
die posttranskriptionelle Regulation von mRNAs eine entscheidende Rolle in der
Expression von Genen. Hierbei sind einerseits Eigenschaften der mRNA selbst und
andererseits Interaktionen mit anderen RNAs, sowie verschiedenen RNasen und RNA-

Bindeproteinen von zentraler Bedeutung.

Kontrolle von mRNA-Stabilitidt und -Translation durch Elemente innerhalb der
mRNA

Neben der Transkriptionsrate einer mRNA spielen die Halbwertszeit der mRNA und die

Translationsrate tragende Rollen fur die Abundanz des gebildeten Proteins in der Zelle.

RNA Stabilitat

Die Stabilitat einer mRNA in Bakterien wird mafgeblich durch RNA- spaltende und
RNA- hydrolysierende Enzyme, die sogenannten RNasen (RNasen = Ribonukleasen),
sowie durch die Struktur und Sequenz der mRNA bestimmt. Die daraus resultierende

Halbwertszeit einer mRNA betragt in Bakterien im Durchschnitt wenige Minuten (Rauhut
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& Klug 1999). Hierbei durchlauft eine typische polycistronische bakterielle mRNA nach
der Transkription verschiedene Reifungsschritte bis zur Translation und zum Abbau. Im
Modellorganismus E. coli spielt hierfir insbesondere das Degradosom als
Multiproteinkomplex aus RNA-prozessierenden und abbauenden Enzymen eine zentrale
Rolle. Das Degradosom ist in diesem Zusammenhang an der mRNA Qualitatskontrolle,
der Spaltung und Prozessierung von mRNA-Vorlaufern und dem gezielten Abbau von
MRNAs beteiligt (Gorna et al. 2012). Der grundlegende Aufbau des E. coli
Degradosoms besteht aus RNase E, PNPase, der Helikase Rhlb und Enolase, jedoch
sind groBe Unterschiede im Aufbau verschiedener Degradosom-ahnlicher
Proteinkomplexe innerhalb der Proteobakterien bekannt (Carpousis 2007). Neben
Organismen mit einem Degradosom oder einem Degradosom-ahnlichen Proteinkomplex
sind auch Organismen, wie Bacillus subtilis bekannt, die ihren RNA Metabolismus ohne
die im Degradosom essentielle RNase E aufrechterhalten (Bechhofer 2009). Zusatzlich
zu RNase E sind noch viele weitere RNasen und RNA bindende Proteine an der
Prozessierung, Reifung und am Abbau der verschiedenen RNAs in Bakterien beteiligt
(Arraiano et al. 2013). Zusammen mit den verschiedenen Proteinen, die am RNA-
Metabolismus beteiligt sind, beeinflussen verschiedene Eigenschaften der RNAs ihre
eigene Stabilitat. Je nach Position innerhalb einer RNA kann eine
Stammschleifenstruktur stabilisierenden Einfluss auf die RNA austuben oder als
Rekrutierungsstelle fir eine RNase dienen (Rauhut & Klug 1999). Nicht nur im
Zusammenhang mit der Ausbildung von verschiedenen Sekundarstrukturen in RNAs hat
die Basenkomposition selbst einen wichtigen Einfluss auf die Stabilitat. Genauso wie
Sekundarstrukturen in spezifischen Regionen einer RNA der Rekrutierung oder dem
Schutz vor RNasen dienen, werden auch spezifische RNA- Sequenzen durch RNAsen

erkannt (Rauhut & Klug 1999). Fur die Stabilitat einer mRNA spielen also, wie
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beschrieben, Sequenz und Struktur im Zusammenhang mit RNasen zentrale Rollen. So
kann basierend auf diesen Parametern die Halbwertszeit einer mRNA in der Zelle stark
variieren und es konnen sogar verschiedene Untereinheiten eines polycistronischen
Transkripts differentiell reguliert werden (Klug 1993).

Riboswitches

Neben dem Einfluss auf die Stabilitdt einer mRNA kann durch verschiedene
Sekundarstrukturen in einer mRNA auch die Expression des zugehdrigen Gens
beeinflusst werden. So wird die Transkriptionstermination einiger mRNAs von
spezifischen Liganden-bindenden RNA-Strukturen gesteuert, wie flr das Tryptophan-
Operon beschrieben (Grundy & Henkin 2006; Waters & Storz 2009). Des Weiteren wird
die Translation vieler mRNAs Uber Strukturen im Bereich der Ribosomenbindestelle
(RBS = ribosomal binding site) abhangig von der Anwesenheit eines spezifischen

Liganden gesteuert (Waters & Storz 2009, siehe Abb. 4).

= ORF I
RBS Uuuv RBS ii ii
* + Ligand ‘ + Ligand ‘ + Ligand ‘ + Ligand
Uuuv RBS Ei ii RBS
Termination Anti- Translations- Translation
Termination inhibition

Abbildung 4: Regulation von mRNA durch Riboswitches: Abhangig von der Bindung eines Liganden
kann die Transkription einer mRNA entweder terminiert werden oder Terminatorstrukturen kénnen durch
Strukturanderungen innerhalb der RNA aufgeldst werden. Zusatzlich kann die Translation einer mRNA
abhangig von durch Liganden ausgeldsten Strukturdnderungen gesteuert werden und es kann die
ribosomale Bindestelle (RBS) blockiert oder freigelegt werden (modifiziert nach Waters & Storz 2009).

Diese Liganden-abhangigen Strukturen innerhalb der mRNA nennen sich Riboswitches.
Eine besondere Klasse der Riboswitches stellen die RNA-Thermometer dar, die ihre
Struktur abhangig von der Umgebungstemperatur andern und keine spezifischen

Liganden bendtigen (Narberhaus et al. 2006).
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Regulation durch sRNAs

Neben den Riboswitches, die als Teil einer mRNA Einfluss auf die Expression nehmen,
gibt es kleine nicht codierende RNAs, die die Genexpression beeinflussen. Diese RNAs
werden sRNAs (small RNAs) genannt. Bei den sRNAs wird zwischen frans-codierten
sRNAs und cis-codierten sSRNAs unterschieden. Unter den sRNAs gibt es zusatzlich zu
den sRNAs, die mit mRNAs interagieren, auch sRNAs, die mit Proteinen interagieren
(zusammengefasst in Waters & Storz 2009). Die Vielfaltigkeit der Regulation durch
sRNAs wird besonders deutlich darin, dass einige sRNAs multifunktionell sind. Diese
multifunktionellen sSRNAs konnen sowohl an Proteine, als auch an andere RNAs binden
oder codieren neben ihrer Funktion als regulatorische RNA auch kleine Peptide, wie
zum Beispiel in Staphylococcus aureus gezeigt werden konnte (zusammengefasst in

Fechter et al. 2014).

Protein bindende sRNAs

Protein bindende sRNAs haben haufig die Funktion bestimmte RNA-Molekule oder
DNA-Bereiche zu imitieren und so die Proteine von ihrem eigentlichen Wirkungsort zu

titrieren.

sRNA

gL» ¥
( 'i ) HH
[, .
CsrA interagiert mit mRNA RNA-Polymerase RapZ destabilisiert
transkribiert DNA die GImZ sRNA
{ + CsrB RNA { +6S RNA ; + GImY RNA

RNA-Polymerase RapZ gebunden

gebunden durch durch GImY
6S RNA

CsrA durch CsrB gebunden

Abbildung 5: Regulation durch Protein-bindende sRNAs: Protein-bindende sRNAs kdnnen einerseits
dazu dienen, RNA-Bindeproteine von mRNAs und sRNAs zu binden, kdnnen aber auch wie die 6S RNA
dazu dienen, die RNA-Polymerase zu titrieren (modifiziert nach Waters & Storz 2009).
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Hierbei werden RNA bindende Proteine wie CsrA (Carbon storage regulator A) oder
RapZ durch sRNAs wie CsrB oder GImY gebunden (Liu et al. 1997; Gopel et al. 2013,
sieche Abb. 5). Einen besonderen Fall stellt die 6S RNA dar, welche die RNA-
Polymerase in der stationaren Wachstumsphase bindet und so die Transkription
inhibiert (Wassarman 2007, siehe Abb. 5).

Cis-codierte sSRNAs
Neben den Protein bindenden sRNAs spielen RNA bindende sRNAs tragende Rollen in

der Regulation verschiedener Gene. Die RNA bindenden sRNAs werden unterteilt in
trans-codierte und cis-codierte SRNAs. Wahrend frans-codierte sSRNAs unabhangig von
ihren target-mRNAs im Genom lokalisiert sind, werden cis-codierte sRNAs vom
Gegenstrang ihrer target-mRNA transkribiert. Die meisten beschriebenen cis-codierten
sRNAs sind mit Plasmiden und anderen mobilen genetischen Elementen assoziiert und
spielen eine Rolle in der Kontrolle der Kopienzahl dieser mobilen Elemente

(zusammengefasst in Wagner & Storz 2009; Brantl 2007; Wagner et al. 2002).

ORF ORF1 ORF2

; + sRNA {, + sRNA ; + sRNA
PR (I’—\} >
Translationsinhibition mRNA-Spaltung Transkriptions-
und mRNA Abbau termination

Abbildung 6: Regulation von Genexpression durch cis-codierte sRNAs: Abhangig von der Bindung
einer cis-codierten sRNA kann die Translation einer mRNA gehemmt werden und/oder die mRNA
abgebaut werden. Des Weiteren kann die Bindung einer cis-codierten sSRNA an eine polycistronische
mRNA die Spaltung der mRNA einleiten oder zu einer vorzeitigen Transkriptionstermination flihren
(modifiziert nach Waters & Storz 2009).
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Es werden aber auch zunehmend cis-codierte SRNAs beschrieben, die auf bakteriellen
Chromosomen lokalisiert sind und wahrscheinlich Funktionen in verschiedenen Toxin-
Antitoxin Systemen spielen oder der Regulation von Toxin-Antitoxin Systemen auf
mobilen genetischen Elementen dienen (zusammengefasst in Fozo et al. 2008a; Fozo
et al. 2008b; Gerdes & Wagner 2007). In diesen Systemen fuhrt die perfekte
Basenkomplementaritat zu einer stabilen Interaktion der RNAs Uber lange Abschnitte
und zur Bildung einer RNA Duplexstruktur. Dies fuhrt dazu, dass die Translation einer
MmRNA mit toxischem Proteinprodukt gezielt gehemmt wird und/oder die mRNA
abgebaut wird (siehe Abb. 6). In anderen Fallen dient die Bildung einer Duplexstruktur
durch cis-codierte sSRNAs zur Initiierung einer gezielten Spaltung einer polycistronischen
mMRNA im Bereich der Bindestelle, wie fur die cis-codierte sSRNA GadY und die gadXW
MRNA in E. coli beschrieben (Opdyke et al. 2004, siehe Abb. 6). Zusatzlich kann es, wie
fur die sSRNA IsrR und die mRNA isiAB gezeigt, durch Bindung einer cis-codierten sRNA
zu einer gezielten Transkriptionstermination innerhalb einer polycistronischen mRNA
kommen (Duhring et al. 2006, siehe Abb. 6). Die beiden letzten genannten
Mechanismen ermoglichen eine unterschiedlich starke Expression verschiedener Gene

aus einer polycistronischen mRNA.

Trans-codierte SRNAs

Bei trans-codierten sRNAs handelt es sich um sRNAs, die mit einem eigenen Promoter
in intergenischen Regionen oder in den 5° Regionen (5-UTR) und 3‘ Regionen (3’'UTR)
von Protein-codierenden Genen codiert sind (Tsai et al. 2015). Trans-codierte sRNAs
weisen nur eine geringe Basenkomplementaritat zu anderen RNAs auf und wirken,
indem sie Uber imperfekte Bindungen an relativ kurze Bereiche von spezifischen
MRNAs, den sogenannten target mRNAs, binden (zusammengefasst in Aiba 2007;

Gottesman 2005). Die Bindungsbereiche zwischen beiden RNAs werden seeds
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genannt, wahrend die an der Bindung beteiligten Bereiche der jeweiligen sRNA und
MRNA Bindestellen (binding sites) genannt werden. Die Bindung von einer ftrans-
codierten sRNA an eine target mRNA ist zunachst von komplementaren Sequenzen
beider RNAs in der seed-Region abhangig, wobei haufig eine Bindung im Bereich der
Shine-Dalgarno-Sequenz zu beobachten ist (Aiba 2007). Zusatzlich ist es notwendig,
dass die Bindestellen beider RNAs fur eine Bindung zuganglich sind, womit die
Sekundarstruktur beider RNAs ebenfalls von entscheidender Bedeutung fur Interaktion
zwischen trans-codierter sRNA und target-mRNA ist. Typischerweise weisen frans-
codierte sSRNAs mehrere unterschiedliche target-mRNAs auf, wobei die Lokalisation der
zugrunde liegenden Gene im bakteriellen Genom unabhangig von der Lokalisation der
sRNAs ist (zusammengefasst in Prévost 2007; Gottesman 2005). Betrachtet man frans-
codierte sRNAs, so spielt meist auch das homohexamere Protein Hfq (host factor
required for replication of phage Q) eine zentrale Rolle. Hfq schitzt sSRNAs vor dem
Abbau durch RNasen und unterstitzt haufig auch die relativ schwache Interaktion
zwischen frans-codierter sSRNA und target-mRNA indem es Sekundarstrukturen der
RNAs 16st und den sRNAs hilft, die target-mRNAs zu binden (Wagner 2013; Aiba 2007;
Brennan & Link 2007; Valentin-Hansen et al. 2004). Sowohl sRNAs, als auch mRNAs
werden hierbei an speziellen Bindestellen durch Hfq gebunden, wobei sRNAs an die
proximale Seite und mRNAs an die distale Seite des homohexameren Rings binden (De
Lay et al. 2013). Zusatzlich zur beschriebenen Funktion von Hfq die trans-codierten
sRNAs bei der Bindung von mRNAs zu unterstutzen, ist Hfq haufig mit dem bakteriellen
Degradosom assoziiert (De Lay et al. 2013). Als Konsequenz hieraus ergibt sich aus
dem Zusammenspiel von trans-codierten sRNAs und Hfq eine Vielfalt von moglichen
Wirkungen, die auf eine target-mRNA ausgeubt werden konnen. So kann die

Translation einer mRNA durch den Hfg-sRNA Komplex inhibiert werden, wobei eine

-21-



Einleitung

Bindung der ribosomalen 30S Untereinheit verhindert wird (Desnoyers & Massé 2012).
Gegenstand aktueller Forschung ist hierbei, ob die Ribosomenbindestelle (RBS) durch
Bindung der sRNA und die resultierende Bildung eines RNA-Duplexes oder aktiv durch

Hfq blockiert wird (Desnoyers & Massé 2012; siehe Abb. 7).

ORF sRNA
|_>L 22 R,
4 { N
RBS @ RBS @
; + sRNA ; + sRNA { + sRNA
S s RBS
—

Inhibition der mRNA Abbau Translation
Translation

Abbildung 7: Regulation von Genexpression durch trans-codierte sRNAs: Die Bindung einer trans-
codierten sRNA kann entweder zu einer Inhibition der Translation durch Blockierung der ribosomalen
Bindestelle (RBS) filhren oder einen mRNA Abbau einleiten. In seltenen Fallen kann die Bindung einer
sRNA an eine mRNA auch zum Auflésen inhibitorischer Strukturen im Bereich der RBS fuhren und eine
Translation ermdglichen (modifiziert nach Waters & Storz 2009).

Ein weiterer moglicher Einfluss von trans-codierten sRNAs auf eine target-mRNA ist
eine Verminderung der mRNA Stabilitat. Hierbei fuhrt die Bildung des RNA-Duplexes
dazu, dass RNasen rekrutiert werden, die zu einem Abbau der mRNA fuhren, was als
Manifestation der Translationsinhibition gesehen werden kann (Waters & Storz 2009;
siehe Abb. 7). Von besonderer Bedeutung scheint hier die beschriebene Assoziation
von Hfg mit dem bakteriellen Degradosom zu sein. Neben diesen Fallen von negativer
Regulation der Genexpression tritt in vereinzelten Fallen auch eine positive Regulation
der Genexpression durch trans-codierte sRNAs auf. So kdnnen durch Bindung von
sRNAs inhibierende Strukturen im Bereich der RBS aufgeldst werden und somit die

Translation der farget-mRNA ermdglicht werden, wie fur die Interaktion zwischen den
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Qrr sRNAs und der vca0939 mRNA in Vibrio cholerae beobachtet wurde (Hammer &
Bassler 2007; siehe Abb. 7). Betrachtet man die vielfaltigen Regulationsmechanismen,
so stellen sich sRNAs als ideale Regulatoren in Stresssituationen dar. So kann eine
schnelle und spezifische Regulation verschiedener Gene erreicht werden, da die

Translation eines regulatorischen Proteinfaktors umgangen werden kann.

2.2.4 Verschiedene Regulationsmechanismen bilden Regulationsnetzwerke

Besonders in Escherichia coli und nahe verwandten Enterobakterien ist die
Generegulation unter Stressbedingungen bereits gut untersucht (Beispiele sind
zusammengefasst in Landini et al. 2014; Miajlovic & Smith 2014; Barria et al. 2013). Bei
einer genaueren Betrachtung erschliel3t sich ein komplexes Netzwerk, in dem
regulatorische RNAs mit verschiedenen regulatorischen Proteinfaktoren und

Sigmafaktoren zusammenspielen (siehe Abb. 8).

Stress,
Oxidativer ~ Anaerobe Hohe Glukose- Membran. stationdre
Stress  Bedingungen Osmolaritat mangel stress Wachstums-

phase

!
' !
|
!

I
v \4
OxyR ArcA/B RpoS

[

OxyS ArcZ RprA

FIhD.Cg

Motilitit Adhésion,
Biofilmbildung

Abbildung 8: Regulation von Motilitat und Biofilmbildung in E. coli durch ein Netzwerk aus sRNAs
und Proteinregulatoren: Motilitat und Adhasion bzw. Biofilmbildung werden durch verschiedene
Umweltfaktoren beeinflusst (gestrichelte Pfeile), die ein Netzwerk aus Proteinregulatoren (Regulation
dargestellt mittels schwarzen Pfeilen und Linien) und sRNAs (Regulation dargestellt mittels grauen Pfeilen
und Linien) induzieren. Hierbei spielen einige Proteine und sRNAs nur in der Regulation von Moatilitat oder
Adhasion eine Rolle, wahrend andere sRNAs und Proteine sowohl Motilitat, als auch Adhasion regulieren.
Zusétzlich ist eine Interaktion verschiedener Proteinregulatoren und sRNAs miteinander zu erkennen.
(modifiziert nach Mandin & Guillier 2013)
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Haufig uberschneiden sich hierbei die Einflusse von verschiedenen Regulatoren auf die
regulierten Gene, so dass es zur Ausbildung von regulatorischen Schleifen kommt. Ein
besonders gut untersuchtes sRNA basiertes Regulationssystem ist das unter oxidativem
Stress aktive System aus OxyR und der sRNA OxyS, welches Einfluss auf das
Transkriptionsregulatorsystem FIhD/C und somit Einfluss auf Flagellarsynthese und
Motilitat nimmt (De Lay & Gottesman 2012). Das FIhD/C System wird zusatzlich unter
weiteren Stressbedingungen durch verschiedene sRNAs reguliert, wodurch klar wird,
dass bereits die Regulation eines Transkriptionsregulators durch mehrere sRNAs eine
Schnittstelle fir die Genregulation unter Stressbedingungen darstellt (De Lay &
Gottesman 2012). Ein weiteres Beispiel flr eine solche Schnittstelle stellt das CsgD
System dar, welches als Transkriptionsregulationssystem in der Ausbildung von
Biofilmen und Adhasion an Oberflachen von Bedeutung ist und Uber die sSRNAs OmrA,
OmrB und McaS mit dem FIhD/C System vernetzt ist (zusammengefasst in Mandin &
Guillier 2013, siehe Abb. 8). Aus diesem Beispiel lasst sich erkennen, dass die
Ausbildung von regulatorischen Schnittstellen eine wichtige Eigenschaft in der
posttranskriptionellen Genregulation durch sRNAs ist.

2.3 Die Alphaproteobakterien

In der breit gefacherten Klasse der Alphaproteobakterien ist die Fahigkeit von Bakterien
verschiedene Habitate zu besiedeln und sich ihnen anzupassen besonders gut zu
erkennen. Die Alphaproteobakterien weisen insgesamt nur wenige Gemeinsamkeiten
auf und sind ihren jeweiligen Habitaten angepasst, besitzen jedoch einen gemeinsamen
Vorfahren. So leben Rhizobiales mit spezifischen Pflanzenwirten in Symbiose und
fixieren Stickstoff in den Wurzelkndlichen, wahrend Rickettsiales entweder als

Endosymbiont oder als intrazellulareres Pathogen vorkommen. Des Weiteren leben
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viele Vertreter der Alphaproteobakterien in aquatischen Habitaten und nutzen eine

Vielzahl unterschiedlicher metabolischer Wege inklusive der Photosynthese.

2.3.1 Der Modellorganismus Rhodobacter sphaeroides

Das fakultativ phototrophe Alphaproteobacterium Rhodobacter sphaeroides gehort zur
Familie der Rhodobacteraceae und ist hauptsachlich in aquatischen Habitaten zu
finden. R. sphaeroides ist charakterisiert durch die Fahigkeit viele Stoffwechselwege
nutzen zu kénnen und kann neben anaerober und aerober Respiration auch durch
anaerob-anoxygene Photosynthese und Fermentation Energie gewinnen. Als anaerob-
anoxygen phototropher Organismus weist R. sphaeroides unter aneroben Bedingungen
eine starke und charakteristische purpurfarbene Farbung auf. Insbesondere das
Carotinoid Spheroiden ist die Ursache fur die charakterisitische Farbung von
R. sphaeroides (Lutz & Kleo 1976). Das Genom von R. sphaeroides 2.4.1, dem in dieser
Arbeit genutzten Bakterienstamm, besteht aus zwei Chromosomen und funf Plasmiden,
umfasst eine GroRe von 4.6 x 106 bp und besitzt einen hohen GC-Gehalt von 65-69 %
(Choudhary et al. 2004). R. sphaeroides dient als etablierter Modellorganismus fur die

Regulation der Photosynthese in Bakterien und fur die oxidative Stressantwort.

Regulation der metabolischen Vielfalt von R. sphaeroides

R. sphaeroides ist in der Lage, aerobe Respiration zu betreiben und kann unter
anaeroben Bedingungen organische Verbindungen als terminale Elektronenakzeptoren
fur eine anaerobe Respiration nutzen. Von besonderer Bedeutung im Metabolismus von
R. sphaeroides ist allerdings die fein regulierte anaerob-anoxygene Photosynthese.
Zusatzlich ist R. sphaeroides in der Lage unter unvorteilhaften Bedingungen
Fermentation verschiedener Kohlenstoffverbindungen zu betreiben und kann Stickstoff

fixieren.
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Requlation des Photosyntheseapparates von R. sphaeroides

Unter aeroben Bedingungen ist die Expression der Photosynthesegene gehemmt und
der Energiebedarf wird Uber die aerobe Respiration gedeckt. Sinkt der
Sauerstoffpartialdruck im umgebenden Medium, so beginnt graduell die Synthese des
Photosyntheseapparates. Bevorzugt unter nahezu vollstandig anaeroben Bedingungen
und in Anwesenheit von Licht wird anoxygene Photosynthese zur Generierung von ATP
verwendet (Gregor & Klug 1999; Zeilstra-Ryalls et al. 1998). Eine strenge Kontrolle der
Expression des Photosyntheseapparates wird durch Regulation auf verschiedenen
Ebenen gewahrleistet, und hat zur Folge, dass Photosynthese verstarkt unter optimalen
Bedingungen betrieben wird. Hierbei wird die Genexpression der Photosynthesegene
einerseits durch viele verschiedene Proteinregulatoren, wie das PrrA/PrrB System, das
AppA/PpsR System und FnrL gesteuert (Laguri et al. 2003; Oh & Kaplan 2001; Oh et al.
2001; Gregor & Klug, 1999; Zeilstra-Ryalls et al. 1998). Andererseits sind, wie bereits
erwahnt, unterschiedliche Stabilitaten fur verschiedene mRNAs des polycistronischen
puf-Operons beschrieben und auch eine Feinjustierung der Expression der
Photosynthesegene in R. sphaeroides Uber die sRNA PcrZ konnte beobachtet werden

(Mank et al. 2012; Klug 1993).

Der C1 Metabolismus von R. sphaeroides

Der C1-Metabolismus in R. sphaeroides besitzt eine direkte Verbindung zur
Photosynthese und auch die Regulation der Expression einiger zu Grunde liegender
Gene ist bereits gut untersucht. R. sphaeroides ist in der Lage, Methanol als einzige
Kohlenstoffquelle im phototrophen Wachstum zu nutzen und mit Hilfe der
Pyrolloquinolinquinon-abhangigen Oxidase XoxF zu Formaldehyd zu oxidieren, wobei
Elektronen Uber spezifische Cytochrome in die Elektronentransportkette eingespeist

werden (Wilson et al. 2008).
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Das stark zytotoxische Stoffwechselprodukt Formaldehyd wird im Anschluss in
Anhangigkeit von Glutathion Uber mehrere Zwischenschritte abgebaut, wobei

Kohlenstoffdioxid entsteht (Wilson et al. 2008, siehe Abb. 9).

XoxF Gfa FGH FDH
CH,0H CH;O GS-CH;OH GS-CHO HCOO™ Co;
Methanol ; ; Formaldehyde GS:H Hydm:';. < E i S-FormylGSH ; ; Formate E ; )

PQQ  PQGH, Géﬂel ¥ NAD®  NADH+ H' H0  GSH NAD®  NADH+H

Abbildung 9: Glutathion-abhdngiger Methanol-Formaldehyd Metabolismus in R. sphaeroides: GSH:
reduziertes Glutathion. PQQ: Pyrrolochinolinchinon. XoxF: Pyrrolochinolinchinon  abhangige
Dehydrogenase. Gfa: Glutathion-Formaldehyd aktivierendes Enzym. GSH-FDH: Glutathion-abhangige
Formaldehyddehydrogenase. FGH: S-Formylglutathion Hydrolase. FDH: Formiatdehydrogenase. (Wilson
et al. 2008)

Reguliert wird der Glutathion-abhangige Methanol-Formaldehyd-Metabolismus unter
anderem Uber Aktivierung durch das AfdS/AfdR-Zweikomponentensystem, Repression
durch das RfdR/RfdR-Zweikomponentensystem und durch das globale Regulatorsystem
PrrA/PrrB (Hickman et al. 2004; Barber & Donohue 1998). AfdS und AfdR sind in
Paracoccus denitrificans bereits als FIhS und FIhR beschrieben, was auch der
Annotation im R. sphaeroides 2.4.1 Genom laut NCBI Datenbank (NCBI = National
Center for Biotechnology Information) entspricht (Harms et al. 2001; Kontur et al. 2012).
Das FIhS/FIhR-System in R. sphaeroides 2.4.1 wird entweder durch methylierte
Verbindungen oder durch Formaldehyd induziert und wirkt aktivierend auf die
Expression der Gene fiur die Typ Ill Alkoholdehydrogenase Adhl (RSP_2576) und das
membrangebundene Cytochrom Cycl (RSP_2577), wahrend eine Aktivierung weiterer
Gene des Methanol-Formaldehyd-Metabolismus durch das Homolog in P. dentrificans
beobachtet werden konnte (Hickman et al. 2004; Harms et al. 2001). Obwohl eine
Assoziation des Methanol-Formaldehyd-Metabolismus mit der Photosynthese eine
primare Funktion von Adhl unter anaeroben Bedingungen nahelegt, konnte eine

Regulation durch PrrA unter aeroben Bedingungen nachgewiesen werden. Zusatzlich ist
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eine essentielle Funktion von Typ Il Alkoholdehydrogenasen im aeroben Wachstum von

Bakterien bekannt (Echave et al. 2003; Barber & Donohue 1998).

Die oxidative Stressantwort in R. sphaeroides

Neben der Untersuchung verschiedener metabolischer Wege ist auch die oxidative
Stressantwort in R. sphaeroides gut untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
oxidative Stressantwort mit der Expression der Photosynthesegene in Verbindung steht
und neuere Studien stellen heraus, dass es neben einer generellen oxidativen
Stressantwort auch eine spezifische Antwort auf photooxidativen Stress gibt. Hierbei ist
die oxidative Stressantwort in einem Netzwerk aus verschiedenen Proteinfaktoren und
regulatorischen RNAs organisiert, welches auf verschiedenen Ebenen eine effektive
Abwehr gegen ROS und die durch ROS entstandenen Schaden koordiniert und
zusatzlich die Entstehung von ROS durch Hemmung von Primarquellen der ROS

Bildung unterbindet.

Aufrechterhaltung des Redoxzustandes mittels Glutathion und Thioredoxin und die
enzymatische Entqiftung von reaktiven Sauerstoffspezies

Ein wichtiger Bestandteil des Netzwerks der oxidativen Stressantwort in R. sphaeroides
sind die Antioxidanten Glutathion und Thioredoxin, die im Zusammenspiel in der Lage
sind durch Oxidation gebildete Disulfidbricken an Cysteinen zu reduzieren und so
unspezifisch einer Proteinoxidation entgegenzuwirken. Zusatzlich sind Gluathione und
Thioredoxine in der Lage reaktive Sauerstoffspezies durch Reduktion zu quenchen und
dienen als Reduktionspool. Wahrend der Reduktion oxidierter Proteine werden sowohl
Glutathion, als auch Thioredoxine zunachst oxidiert und dann durch die spezifischen
Enzyme des Glutaredoxin- und Thioredoxinreduktasesystems unter NADPH-Verbrauch
wieder reduziert, um erneut fur die oxidative Stressantwort bereit zu stehen. In

R. sphaeriodes ist die Expression des flr aerobe und anaerobe Respiration essentiellen
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Thioredoxin | Gens frxA an die Sauerstoffkonzentration in der Umgebung und an
oxidativen Stress gebunden, wahrend in R. capsulatus, einem nahen Verwandten von
R. sphareoides, auch eine wichtige Funktion des Glutathion-/ Glutaredoxin Systems in
der Antwort auf oxidativen Stress beobachtet werden konnte (Li et al. 2004; Li et al.
2003; Pasternak et al. 1996). Des Weiteren konnte in R. capsulatus ermittelt werden,
dass sowohl das Glutathion- / Glutaredoxinsystem, als auch das Thioredoxin- /
Thioredoxinreduktasesystem Teil eines Regulationsnetzwerkes sind, das weite Teile der
oxidativen Stressantwort umfasst (Li et al. 2004). Zusatzlich konnte ein Einfluss von
Thioredoxin auf die Expression der Photosynthesegene in R. sphaeroides gezeigt
werden (Pasternak et al. 1999). Wahrend Glutathion und Thioredoxine dazu dienen
einerseits den Redoxstatus von Zelle und Proteinen aufrechtzuerhalten und
andererseits dabei helfen ROS zu entgiften, besitzt R. sphaeroides in Ergdnzung hierzu
Enzyme, die der spezifischen Entgiftung von ROS dienen. Die Expression dieser
Enzyme ist dabei an aerobes Wachstum und oxidativen Stress gekoppelt, wie an den
Genen fir die Superoxiddismutase sodB oder die Katalase katE zu beobachten ist

(Zeller & Klug 2004; Li et al. 2003; Cortez et al. 1998).

Die oxidative Stressantwort in Rhodobacter ist Teil eines Requlationsnetzwerks

Wie bereits beschrieben haben die Sauerstoffkonzentration und oxidativer Stress in
R. sphaeroides einen Einfluss auf die Expression verschiedener Gene der oxidativen
Stressantwort und es konnte eine Verbindung mit der Expression von Genen des
Photosyntheseapparats gezeigt werden (Pasternak et al. 1999). Zusatzlich ist eine
Vernetzung der oxidativen Stressantwort mit Eisenstress hinlanglich bekannt (z.B.
Peuser et al. 2012). Auch wurde bereits detailliertes Wissen Uber die die photooxidative
Stressantwort in R. sphaeroides gewonnen (Glaeser et al. 2011). Innerhalb der

Vernetzung der Stressantworten auf (photo-)oxidativen Stress und Hitze mit der
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Regulation verschiedener zellularer Prozesse ist hierbei in R. sphaeroides insbesondere
das Zusammenspiel von drei Sigmafaktoren untersucht worden (Nuss et al. 2010; Nuss
et al. 2009). Hierbei wird unter photooxidativem Stress die Expression von ot (rpoE,
RSP_1092) induziert (Braatsch et al. 2004). of wird durch Proteolyse des
Antisigmafaktors ChrR freigesetzt, in welcher Homologe der Proteasen DegS
(RSP_3242) und RseP (RSP_2710) aus E. coli, sowie RSP_1090 beteiligt sind (Nuss et
al. 2013; Nam et al. 2013). Es folgt eine Selbstinduktion von o= und eine Induktion des
alternativen Sigmafaktors RpoH; (RSP_0601), welcher fur die Aktivierung des
Abwehrsystems gegen oxidativen Stress zustandig ist (Nuss et al. 2009). Zusatzlich
kommt es zu einer of unabhangigen Aktivierung des Sigmafaktors RpoH, welcher
weitere Gene zur Abwehr gegen oxidativen Stress aktiviert. RpoH; und RpoH, spielen
(iber einen oF unabhangigen Signalweg auch eine Role in der Regulation der
Hitzestressantwort (Nuss et al. 2010). Neben den verschiedenen funktionellen Gruppen
aus Protein-codierenden Genen werden auch spezifische sRNAs durch die
verschiedenen Sigmafaktoren induziert. Hierbei werden sRNAs spezifisch durch
photooxidativen Stress und eine of abhingige Regulation induziert, genau wie es
sRNAs gibt, die unter verschiedenen Stressbedingungen eine erhdhte Expression
aufweisen und durch RpoH, und RpoH, induziert werden. (Berghoff et al. 2009).

CcsR1-4 und CcaF

Unter den sRNAs die unter oxidativen Stressbedingungen exprimiert werden, befinden

sich vier homologe sRNAs, die auch unter verschiedenen anderen Stressbedingungen
exprimiert werden. Diese sRNAs werden mit RSP_6037, dem Gen fir ein
hypothetisches Protein, cotranskribiert. RSP_6037 weist eine konservierte Domane mit

unbekannter Funktion (DUF1127) auf (Berghoff et al. 2009, siehe Abb. 10).
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PRpoHllRpoH" 100 bp

RSP_6037 RSP_2091

hypothetical CcsR putative benzoate transporter, BenE
protein

Abbildung 10: Schematische Darstellung des RSP-6037-CcsR1-4 Locus: Dargestellt ist die
Organisation des RSP_6037-CcsR1-4 Locus, wobei ein RpoHI/RpoHIll-abhangiger Promotor und ein
vorhergesagter Terminator angezeigt sind. Protein-codierende Gene sind in dunkelgrau dargestellt,
wahrend sRNA-Gene in hellgrau eingefarbt sind (modifiziert nach Berghoff et al. 2009).

Die vier sRNAs sind charakterisiert durch zwei konservierte CCUCCUCCC-Motive, die
jeweils in Stammschleifen exponiert vorliegen (siehe Abb. 11 & Abb. 12). Auf Grund
dieser strukturellen Konservierung und Sequenzkonservierung werden die vier sRNAs
CcsR1-4 (Conserved CCUCCUCCC-motif containing stress induced RNA) genannt.
CcsR1-4 werden durch RpoH; und RpoH; sowohl unter Hitzestress als auch unter
photooxidativem und oxidativem Stress induziert, wobei eine basale Expression in einer
Doppeldeletionsmutante beider Sigmafaktoren erhalten bleibt (Berghoff et al. 2009;
Billenkamp 2010; Nuss et al. 2010, siehe Abb. 13). Eine Verbindung von CcsR1-4 mit
der Expression von Genen des C1-Metabolismus und mit der Expression von Genen

des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes wird vermutet (Billenkamp 2010).

CcsR1 (83nt)
C
ce CU GU
aa Y C
C C u Cc
C C (o] Cc
A._C U
CG CG
cCG CcCG
cCG GU
UA Ca
GC AU
GC GC
AU CG
Geg GC
GU GC
UA CG
5'-GUUUCC GCAGCA o Y CcCuUuu-3'

Abbildung 11: Sekundarstruktur der sRNA CcsR1: Dargestellt ist die mit Hilfe von SFOLD ermittelte
Sekundarstruktur der sRNA CcsR1 mit zwei Stammschleifen mit jeweils einem konservierten
CCUCCUCCC-Motiv (grau unterlegt) im einzelstrangigen Bereich der Stammschleifen.
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5' | Stem1l | Loop 1 | Stem1 | | Stem 2 | Loop 2 | Stem 2 | 3¢

* * dhkkkhkkkhkk & * Kk kk kkk ok kk kokdkokkkkkkkkk kk ok hok * ok
ICesR1 GUUUCCUGCGAGGUCCC--ACCUCCUCCC-GGGACCUGUAG-CAGCA~GCGGCGACGCCUCUCCUCCUCCCUGGUGUCGCCGUCCUUU-~
ICesR2 —--UCUUCGAACGGCC-UCUCCUCCUCCCUGGCCGAUCGGA--ACC--GCAGCGGCCCC-CUCCUCCUCCCUGGGGUCGCUGCACCAGAU
ICesR3 —-ACUUCGGCACUGC----ACCUCCUCCC-GCGGUGCCGA-UGACCAAGCGGCGGCUCC-CUCCUCCUCCCUGGAGCCGUCGCCCCC-—-
ICcsR4 —-ACUUCGGCACUGC----ACCUCCUCCC-GCGGUGCCGA-UGACCAAGCGGCGGCUCC-CUCCUCCUCCCUGGAGCCGCCGCCCCC-—-

83nt
81nt
78nt
78nt

Abbildung 12: Alignment der sRNAs CcsR1-4: Zu erkennen ist die Konservierung der CCUCCUCCC-
Motive in den Stammschleifen (grau hervorgehoben), wahrend fur die anderen Bereiche der sRNAs nur
eine moderate Konservierung zu erkennen ist.

1
0, 42°C
ArpoH,/
WT ArpoH,  ArmpoH;  rpoH, WT

0o 10 0 10 O 10 o0 10 0 10 min

=S %1 R _dCcsR1

ShgpBmEe. e

e . . - u.{ RSs1543
(S ST ST = ™

Abbildung 13: Expression der sRNAs CcsR1 und RSs1543 unter Hitzestress und photooxidativem
Stress: Dargestellt sind Ergebnisse einer Northern Blot Untersuchung der sRNA Expression unter
Stressbedingungen durch photooxidativen Stress oder Hitzestress. Dargestellt sind Proben aus dem
R. sphaeroides 2.4.1 Wildtyp im Vergleich zu R. sphaeroides 2.4.1 Deletionsmutanten der Gene flr die
Sigmafaktoren RpoH, und RpoH, (modifiziert nach Nuss et al. 2010).

5S rRNA

5S rRNA

2.3.2 Die Konservierung von sRNAs in verschiedenen Alphaproteobakterien

CcsR1-4, sowie andere sRNAs auch R. sphaeroides weisen eine potentielle

Konservierung innerhalb verschiedener anderer Alphaproteobakaterien auf (Berghoff et

al. 2009, siehe Abb. 14). Hierbei ist fur CcsR1-4 eine Konservierung der
Sekundarstruktur und der CCUCCUCCC-Motive bekannt und auch eine partielle
Konservierung der Expressionsbedingungen ist zu beobachten, wahrend fur die
genomische Organisation verschiedene Variationen an CcsR1-4 Loci zu beobachten
sind (Helftenbein 2013; Grandt 2012; Billenkamp 2010; Berghoff et al. 2009). Besonders

interessant erscheint, dass die Expression von Homologen zu RSP_6037, dem in

R. sphaeroides mit CcsR1-4 cotranskribierten Gen, auch in Sinorhizobium meliloti

abhangig ist von den Homologen zu RpoH, und RpoH, (Bittner 2008).
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Abbildung 14: Vorkommen verschiedener sRNAs in verschiedenen Alphaproteobakterien: a:
Konservierter 3'-Bereich. b: Putative 6S RNA. c: Auch in anderen Proteobakterien konserviert. +: sSRNA
vorhanden in identischem genetischen Kontext wie in R. sphaeroides 2.4.1; -: sSRNA nicht vorhanden. (+):
sRNA vorhanden, aber genetischer Kontext nur teilweise oder nicht konserviert. (-): SRNA vorhanden im
gleichen Locus, aber Sequenz und Orientierung verandert (modifiziert nach Berghoff et al. 2009).
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2.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Untersuchungen in dieser Arbeit sollen dazu dienen, die bereits gewonnenen
Erkenntnisse Uber die sRNAs CcsR1-4 in Rhodobacter sphaeroides zu vertiefen.
Hierbei sollen Erkenntnisse Uber die Prozessierung, potentielle Interaktionspartner und
die Funktion innerhalb des zellularen Regulationsnetzwerks gewonnen werden. Um dies
zu erreichen, sollen mikrobiologische, molekularbiologische und biochemische
Methoden in Zusammenspiel mit bioinformatischen Methoden genutzt werden.
Zusatzlich soll, basierend auf den in R sphaeroides gewonnen Erkenntnissen,
untersucht werden, ob die CcsR RNAs eine Uber verschiedene Alphaproteobakterien
konservierte Funktion aufweisen. Hierbei sollen sowohl die zu RSP_6037 homologen

Proteine, als auch die CcsR RNAs analysiert werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Bioinformatische Analyse von CcsR Loci aus verschiedenen
Alphaproteobakterien

CcsR-RNAs konnten bereits in R. sphaeroides 2.4.1 und in verschiedenen anderen
Organismen vorhergesagt und nachgewiesen werden. Es konnte hierbei gezeigt
werden, dass CcsR-RNAs ausschlieBlich in den Alphaproteobakterien vorkommen und
ein Vorkommen von CcsR RNAs an Gene fur Proteine mit konservierter DUF1127-
Proteindomane gebunden ist. Auf Grund dieser Tatsache werden diese Gene im
Rahmen dieser Arbeit als ccaF Gene (conserved CcsR associated factor) bezeichnet.
Um die beschriebenen bereits gewonnen Erkenntnisse zu vertiefen, wurde zunachst
untersucht, ob Anzahl, Struktur und genomische Organisation der CcsR RNAs
verschiedener Alphaproteobakterien einem bestimmten Muster folgen. Hierbei wurde
auch die Frage behandelt, ob eine Untergruppierung der CcsR-RNAs fur verschiedene
Gruppen der Alphaproteobakterien notwendig ist.

3.1.1 CcsR-Homologe sind in verschiedenen Alphaproteobakterien zu finden und

konnen in drei verschiedene Typen eingeteilt werden

Zur Untersuchung der CcsR RNAs in verschiedenen Alphaproteobakterien wurden die
Anzahl homologer sRNAs in einem Organismus, die genomische Organisation der
sRNA Loci, sowie die Sequenz der einzelnen sRNAs und ihre Struktur analysiert.
Hierbei konnte zunachst gezeigt werden, dass die Anzahl an potentiellen CcsR-
Homologen aus 22 verschiedenen Alphaproteobakterien variabel ist und zwischen
einem und neun potentiellen Homologen der CcsR-RNAs in einem Organismus
vorhergesagt werden kdnnen (siehe Abb. 15, Anhang Tab. A1). Hierbei sei anzumerken,
dass diese Zahlen auf Grund fehlerhafter Genomsequenzen ungenau sein konnen, wie

fur R. sphaeroides 2.4.1 beobachtet.
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Anzahl an Vorkommen

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Vorhergesagte Anzahl an CcsR RNAs

Abbildung 15: Bestimmung der Anzahl an CcsR RNAs pro Organismus in verschiedenen
Alphaproteobakterien: Gezeigt ist die vorhergesagte Anzahl an CcsR RNAs pro Organismus gegen die
Anzahl an Organismen in denen diese Anzahl an CcsR RNAs vorkommt. Der Umfang der Probe umfasst
22 unterschiedliche Alphaproteobakterien.

Neben der Anzahl an CcsR-RNAs wurde auch die genomische Organisation der CcsR
RNAs untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass es drei prinzipiell unterschiedlich
organisierte Typen von CcsR Loci gibt. Beim ersten Typ, welcher sowohl in den
Rhodobacterales, als auch in den Rhizobiales gefunden werden konnte, sind ein bis
neun Kopien der CcsR RNAs in der 3UTR eines CcaF codierenden Gens (ccaF1)
lokalisiert (siehe Abb. 16 & Abb. 17, Anhang Tab. A1). Dieser Typ stellt den grofiten
Anteil an den gefundenen CcsR-Loci. Der zweite Typ, bei dem CcaF1 und eine einzelne
CcsR-Kopie unabhangig voneinander im Genom lokalisiert sind, konnte nur ein einziges
Mal in Dinorosebacter shibae DFL12 vorhergesagt werden (siehe Abb. 16 & Abb. 17,
Anhang Tab. A1). Der dritte Typ von CcsR Locus konnte in drei Vertretern der
Rhizobien beobachtet werden. Hierbei wurden ein bis drei CcsR-RNAs gefunden, die in
der 5’UTR von zwei CcaF codierenden Genen (ccaF1 & ccaF2) lokalisiert sind (siehe

Abb. 16 & Abb. 17, Anhang Tab. A1).
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Rhodobacter sphaeroides 2.4.1

PRpoHyReot

Typ | HEBHT

ccaF1 RSP 2091
RSP_6037 CesR

Dinoroseobacter shibae DFL12

Typ | ) —>

CcsR Dshi_1102

Sinorhizobium meliloti 1021

Fl)iFf"l"RP"Hu

Typ 3 (::.‘ E\'; ﬁz )IZ:3> ‘ ‘j?
tRNA ? ccaF1 ccaF?
LEU CcsR SMc02051 SMc02052

Abbildung 16: Genomische Organisation verschiedener CcsR Loci: Zu sehen ist eine graphische
Darstellung des CcsR Locus aus R. sphaeroides 2.4.1, der einem CcsR Locus des Typ | entspricht, im
Vergleich zu den CcsR Loci aus D. shibae DFL12 (Typ Il) und S. meliloti 1021 (Typ Ill). Protein-
codierende Gene sind in dunkelgrau eingefarbt, wahrend sRNA- und tRNA -codierende Gene in hellgrau
hervorgehoben sind. Bekannte Promotoren sind durch Pfeile indiziert. Mittels TRANSTERMHP ermittelte
Terminatoren sind durch eine Stammschleifenstruktur mit einem T erkenntlich gemacht.

Di shibaeDFL 12 Typll
— Rhodobacter sphaeroides KD131 Typl
* Rhodobacter sphaeroides 2.4.1

E‘hod:tacfsrsphsemldas ATCC 17029
P ides ATCC 17025
Rhommmpsufa’us SB 1003
Jannaschia sp. CCS1
[ R asp. TM1040

f . [ L Silibecterpomercyi DSS3
| / DSM17385
: gt lata DSM 11524
]—{ ‘ Loktanella vestioldensis SKAS3
| — Suifitobacter sp. EE-36
Apfeprteataciads ‘ { ——— Roseabacterlitoralis OCh 149
it Reseabacter denitrificans Och 114
P irificans PD1222
A umvitis S4
] Rhizobiales Brucslls melitensis 16M
Sinorhizobiummelioti 1021
—  TTee ” Typlil
Sinorhizoblum fredii HH103
— ) Rhizobium legumincsarumWSM 1325

Escherichia coli K12

Abbildung 17: Phylogenetischer Stammbaum von Organismen mit CcsR RNAs: Mit Hilfe von Daten
aus dem RIBOSOMAL DATABASE PROJECT (RDP) ermittelter phylogenetischer Stammbaum der 16 S rRNA
Gene von Organismen mit CcsR RNAs: E. coli K12 diente als Ausreiler zur Berechnung des
Stammbaums.
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3.1.2 CcsR RNAs sind charakterisiert durch eine konservierte Struktur aus 2
Stammschleifen und durch 2 konservierte CCUCCUCCC-Motive

Neben der genomischen Organisation der CcsR RNAs wurden auch die Struktur und
Sequenz der verschiedenen CcsR RNAs untersucht. Alle CcsR RNAs sind durch zwei
doppelstrangige Stamme charakterisiert, welche in der Regel aus sieben bis 14
Basenpaaren aufgebaut sind. Auf diesen Stammen sind jeweils einzelstrangige
Schleifen mit einer Lange von 10 bis 13 Nukleotiden und einem charakteristischen

CCUCCUCCC-Motiv zu finden (siehe Abb. 18).
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Abbildung 18: Faltungsvorhersagen fiir die CcsR RNA CcsR1 aus verschiedenen
Alphaproteobakterien. Zu sehen sind die mittels RNAFOLD ermittelten Sekundarstrukturen fir
vorhergesagte CcsR1-Homologe aus verschiedenen Alphaproteobakterien. Eine Konservierung einer aus
zwei Stammschleifen mit prasentieten CCUCCUCCC-Motiven bestehenden Sekundarstruktur ist zu
erkennen.

Diese Struktur ist auch in einer 3D-Faltung von CcsR1 aus R. sphaeroides 2.4.1
wiederzuerkennen (sieche Anhang Abb. A1). Neben einer Strukturkonservierung konnte
auch fur Teile der Sequenz der sRNAs eine Konservierung gezeigt werden. So stellte
sich heraus, dass die CCUCCC-Basenfolge am Ende der CCUCCUCCC-Motive in allen
vorhergesagten CcsR-Homologen konserviert ist, wahrend innerhalb der CCU -
Basenfolge am Anfang des CCUCCUCCC-Motivs in einigen Organismen geringe
Variationen vorliegen (siehe Abb. 19, Anhang Seq. A1). Im Gegensatz hierzu konnte fur

die doppelstrangigen Regionen der sRNAs und die einzelstrangigen Regionen
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aulRerhalb der CCUCCUCCC-Motive keine Konservierung der Sequenz beobachtet
werden (siehe Abb. 19, Anhang Seq. A1). Eine phylogenetische Untersuchung der
Sequenzkonservierung der verschiedenen CcsR1-Homologe mittels LOCARNA zeigte
nur eine teilweise Uberlappung mit der phylogenetischen Einordnung basierend auf der

16S rRNA (siehe Abb.17 und Abb. 20; Verzeichnis Daten-CD: LocaRNA).

T J
vg:gww‘..‘,_ET‘I‘E‘T. o A SN

Abbildung 19: Die CCUCCUCCC-Motive der CcsR-RNAs sind konserviert. Unter Beriicksichtigung
von CcsR1 Homologen aus 22 verschiedenen Alphaproteobakterien wurde ein Weblogo erstellt, das die
Konservierung der verschiedenen Basen auf DNA-Ebene darstellt. Zu erkennen ist, dass aulRerhalb der
CCUCCUCCU Motive (CCTCCTCCC) keine starke Konservierung der Basen vorliegt, wahrend die
CCUCCUCCC-Moative selbst hochkonserviert sind.

B. melitensis 16M CcsR1
hia sp. CcsR1
S. stellata DSM 11524 CcsR1
— P. denitrficans PD122 CcsR1
L R. capsulatus Sb1003 CcsR1
R. sphaeroides ATCC17029 CcsR1

R. sphaeroides ATCC17025 CcsR1
R. sphaeroides KD131 CcsR1
R. sphaeroides 2.4.1 CcsR1

S. pomeroyi DSS-3 CcsR1
P. gallaeciensis DSM 17395 CcsR1
D. shibae DFL 12 CcsR1
{ Ruegeria sp. TM1040 CcsR1
R. litoralis OCh 149 CcsR1
L R denitrificans OCh 114 CcsR1
T A. vitis S4 CcsR1
LR leguminosarumWSM 1325 CcsR1

— S. fredii HH103 CcsR1
L 1S meliloti 1021

Sulfitobacter sp. EE-36 CcsR1
I—I: L. vestfoldensis SKA53 CcsR1

Abbildung 20: Phylogenetischer Stammbaum von CcsR1-Homologen aus verschiedenen
Alphaproteobakterien: Mit Hilfe LOCARNA ermittelter Stammbaum von CcsR1 Homologen aus
verschiedenen Alphaproteobakterien. Hervorgehoben sind einerseits verschiedene Mitglieder des Genus
Rhodobacter (grau), auf der anderen Seite Mitglieder der Rhizobiales (schwarz).
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Hierbei waren insbesondere fiir den Genus Rhodobacter Ubereinstimmungen zu
erkennen, jedoch lagen innerhalb der Rhizobiales starke Variationen zwischen beiden
Stammbaumen vor. Die laut 16S rRNA den Rhizobiales zugeordneten Organismen
waren, basierend auf der Struktur und Sequenz ihrer CcsR RNAs, in mehrere Gruppen
unterteilt. Insgesamt liel} sich aus den bioinformatischen Analysen schlie3en, dass die
CcsR-RNAs zwar in ihrer Struktur und in charakteristischen Motiven konserviert sind,
jedoch nicht von einer konservierten Nukleotidsequenz Uber die volle Lange der sRNAs

ausgegangen werden kann.

3.1.3 CcaF weist eine Homologie zu einem RNA Bindeprotein aus Drosophila auf

Neben den CcsR RNAs spielen die ccaF Gene eine tragende Rolle in der Beschreibung
der CcsR-Loci. Um einen ersten Einblick in eine potentielle Funktion der hypothetischen
CcaF Proteine zu erlangen, wurden die verschiedenen Homologe verschiedener
Organismen einer Faltungsvorhersage mittels PHYRE2 unterzogen. Basierend auf den
Aminosauresequenzen der  verschiedenen CcaF Homologe und den
Aminosauresequenzen von Proteinen mit verdffentlichter Kristallstruktur stellte sich
heraus, dass die CcaF Homologe eine besonders hohe Homologie zum RNA-bindenden
Bereich des RNA-Bindeproteins Smaug aus Drosophila melanogaster aufwiesen. Diese
Homolgie war zu beobachten fur einen Bereich, der in den CcaF Homologen mit der
konservierten DUF1127-Proteindomane Uberlappte (siehe Abb. 21, Verzeichnis Daten-
CD: Phyre 2). Zusatzlich konnte durch Berechnung eines phylogenetischen
Stammbaums gezeigt werden, dass die verschiedenen CcaF1 Homologe untereinander
eine hohe Konservierung der Aminosauren innerhalb ihrer konservierten Proteindomane
aufwiesen. Innerhalb der konservierten Abschnitte der verschiedenen CcaF1-Homologe

wurden im Anschluss die konservierten Aminosauren ermittelt.
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Smaug

Drosophila melanogaster (smg)

R.sphaeroides 2.4.1

CcaFl

S. meliloti 1021

s. fredii HH103

R.capsulatus SB1003 D. shibae DFL12

CcaF2

S. meliloti SMc02052 S. fredii HH103

Abbildung 21: Strukturvorhersagen fiir CcaF Homologe aus verschiedenen Alphaproteobakterien.
Mittels PHYRE2 ermittelte und mit Hilfe von UCSF CHIMERA eingefarbte Strukturvorhersagen fur CcaF1-
und CcaF2-Homologe aus verschiedenen Alphaproteobakterien im Vergleich zum Smaug-Protein aus
D. melanogaster. Rot: homologe Bereiche der CcaF Proteine und der RNA-Bindedoméane des Smaug-
Proteins, Blau: nicht homologe Bereiche.

19]

CcaFl

CcaF2

R dendrificans OCh114 /RD1 3372 putative RNA binding domain

R litoralis OCh149/ RLO149 025830 pulative RNA binding domain

Ruegeria sp. TM 1040/ TM 1040 2023 putative RNA binding domain

L. vestinidensis SKASY/ SKAS3 07326 putative RNA binding domain

R. capsulatus SB1003 /RCAP rec02383 putative RNA binding domain
Sulfitobacter sp. EE-36/ EE36 17032 putafive RNA binding domain

P dendrificans PD1222 /Pden 0380 putative RNA binding domain

5. steliata E-37/ SSE37 24084 putative RNA binding domain

R pomeroyi DSS-31 SPO11TT putative RNA binding domeain

P. gallaeciensis DSM 17385 (BS107) PGA! c08460 pulaive RNA binding domain
Jannaschia sp. CCS1/ Jenn 2773 putative RNA binding dormain

R. sphaercides ATCCAT025/ Rsph17025 0680 putative RNA binding domain

R sphaeroides KD131 RSKD131 0402 putative RNA binding domain

R sphaeroides W38N/ RSWSBN 00710 pulative RNA binding domain

R sphaemides 2 4.1 /RSP 6037 putative RNA binding domain

R sphagroides ATCCI 7029/ Rsph17029 0768 putative RNA binding domain

D. shibag DFL12/ Dshi 1102 putative RNA binding domain

B. meliensis 16M/ BMENOT2 putative RNA binding domain

S. melioti 1021 /SMc02051 pulative RMA binding domain

§. freda HH1003/ SFHH103 01269 putative RNA binding domain

A ifis 54/ Avi 5587 putative RNA binding domain

R legueminosarum by trfolii WSM 1325 RHECIAT CHO001924 pulive RNA binding domain
R leguminosarum by triblii WSM 1325 RHECIAT CH0001923 putaive RNA binding domain
5. melioli 1021 /SMc02052 pulative RMA binding domain

§. fed HH1003/ SFHH103 01268 putative RNA binding domain

[ metanogaster [SMAUG protein RNA binding domain

Abbildung 22: Phylogenetischer Stammbaums der konservierten Region der CcaF Homologe
verschiedener Alphaproteobakterien. Zu sehen ist ein Maximum Likelihood-Stammbaum, wobei eine
Bootstrap-Methode mit 200 Wiederholungen angewendet wurde. Als Aminos&ureaustausch-Modell wurde
das Jones-Taylor-Thornton (JTT) Modell genutzt.

41 -



Ergebnisse

Hierbei konnten einerseits Aminosauren ermittelt werden, die zwischen dem Smaug
Protein und den CcaF Homologen konserviert waren, auf der anderen Seite konnten
Aminosauren ermittelt werden, die nur in den verschieden CcaF Homologen, nicht aber
in Smaug konserviert waren. Bei einer Vorhersage der Oberflachenstruktur mit der Hilfe
von UCSF Chimera konnte dann gezeigt werden, dass die konservierten Aminosauren
innerhalb der CcaF Homologe wahrscheinlich an der Proteinoberflache zu finden sind

(Abb. 23).

Tmxox ooy

Abbildung 23: CcaF1 Homologe aus verschiedenen Alphaproteobakterien weisen eine besonders
hohe Konservierung einzelner Aminosauren innerhalb ihrer konservierten Proteindoméne auf. Zu
sehen ist ein Aminosaure-Alignment der konservierten Abschnitte aus CcaF1 Homologen aus 22
Alphaproteobakterien im Vergleich zu einem Abschnitt der RNA-Bindedomane des Smaug Proteins aus
D. melanogaster. Zusatzlich ist eine Strukturvorhersage flir CcaF1, sowie eine Vorhersage der CcaF
Oberflachenstruktur, aus R. sphaeroides 2.4.1 gezeigt. In rot markiert sind Aminosauren, die zwischen
den CcaF Proteinen und Smaug konserviert sind, in griin markiert sind Aminosauren, die in allen CcaF
Proteinen, nicht aber in Smaug konserviert sind. In der Strukturvorhersage in weil® markiert ist der
konservierte Bereich des CcaF Proteins, der fur das Aminosaure-Alignment genutzt wurde.

3.2 Die Expression der CcsR RNAs wird durch Stress gesteuert

Nachdem eine klare Strukturkonservierung und koservierte Sequenzmotive der CcsR
RNAs in verschiedenen Organismen gezeigt werden konnten und auch eine partielle
Konservierung der genomische Organisation beobachtet werden konnte, stellte sich die
Frage, ob auch die Expression der verschiedenen CcsR RNAs einem konservierten

Muster folgt. Hierfir wurden zunachst in R. sphaeroides 2.4.1 Bedingungen ermittelt, in
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denen die CcsR RNAs eine veranderte Abundanz aufweisen. Danach wurde die
Expression von potentiellen CcsR Homologen aus anderen Alphaproteobakterien unter
entsprechenden Bedingungen untersucht.

3.2.1 CcsR1-4 konnen differentiell detektiert werden und weisen andere GroRen

auf als in der Literatur beschrieben

Da der CcsR-Locus in R. sphaeroides 2.4.1 vier homologe CcsR-RNAs beinhaltet,
wurde zunachst ein System etabliert, das eine individuelle Detektion der einzelen CcsR
RNAs ermdglichte. Hierfur wurden Oligonukleotidsonden fur die individuellen sRNAs
erstellt, die jeweils die volle Lange der sRNA laut Literatur umfassten. Mittels Northern
Blot Analyse von RNA von R. sphaeroides 2.4.1 unter Hitzestress (10 min 42 s), was
bekannten Induktionsbedingungen der CcsR RNAs entsprach, konnten hierdurch CcsR1
und CcsR2 spezifisch detektiert werden, wahrend CcsR3 und CcsR4 auf Grund einer

hohen Sequenzhomologie nur gemeinsam detektiert werden konnten (siehe Abb. 24).

Oligonukleotidsonde:

pCcsR1 (73nt) + +
pCcsR2 (80 nt) + +
pCcsR3 (88nt) + + +
pCcsR4 (76 nt) +
' o <—CcsR1
. <€—CcsR2
€——CcsR3/CcsR4

Abbildung 24: Differentielle Detektion von CcsR1-4 mittels Northern Blot. Zu sehen ist die
Expression der sRNAs CcsR1-4 unter Hitzestressbedingungen (10 min 42 °C) untersucht mittels Northern
Blot mit spezifischen Oligonukleotidsonden. Es ist zu erkennen, dass CcsR1 und CcsR2 spezifisch
detektierbar sind, wahrend fir CcsR3 und CcsR4 eine Kreuzreaktion der Oligonukleotidsonden zu
beobachten ist.

Zusatzlich konnten im Zusammenhang mit der Analyse von Daten einer differentiellen
RNA Sequenzierung (siehe 3.3.1) neue Grolen fur die SRNAs ermittelt werden. CcsR1
hatte eine korrigierte GroRe von 83 Nukleotiden (vorher RSs0680a 73 Nukleotide),
wahrend CcsR2 eine korrigierte GroRe von 81 Nukleotiden (vorher RSs0680b 80

Nukleotide) hatte. Fir CcsR3 konnte eine korrigierte Grof3e von 78 Nukleotiden (vorher
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RSs0680c 88 Nukleotide) ermittelt werden, wahrend fur CcsR4 auf Grund geringer
Abdeckung in der differentiellen RNA Sequenzierung keine exakte korrigierte GrolRe
ermittelt werden konnte. Jedoch legte das Ergebnis des Northern Blots, bei dem CcsR3
und CcsR4 eine verschwimmende Bande aufwiesen, eine Grole von 78 +/- 1
Nukleotiden nahe.

3.2.2 CcsR1-4in R. sphaeroides 2.4.1 werden unter verschiedenen

Stressbedingungen und in der stationaren Wachstumsphase exprimiert

Um mehr Informationen Uber die Expressionsbedingungen der CcsR RNAs zu erlangen,
wurde mittels Northern Blot Analyse RNA aus R. sphaeroides Kulturen unter
verschiedenen Stressbedingungen untersucht. Hierfir wurde die Expression von
CcsR1-4 im Vergleich zu anderen sRNAs der (photo-) oxidativen Stressantwort
analysiert. Zunachst wurde RNA aus R. sphaeroides Kulturen in der exponentiellen
Wachstumsphase mit RNA aus R. sphaeroides Kulturen in der stationaren
Wachstumsphase verglichen, wobei sowohl aerobe als auch mikroaerobe Bedingungen
bertcksichtigt wurden. Des Weiteren wurde RNA aus R.sphaeroides Kulturen in der
exponentiellen Wachstumsphase unter aeroben Bedingungen und verschiedenen
oxidativen Stressbedingungen analysiert und es wurde RNA aus R. sphaeroides
Kulturen in der exponentiellen Wachstumsphase unter mikroaeroben Bedingungen unter
Hitzestress, Salzstress oder Stress durch Metallionen untersucht (siehe Abb. 25).
Hierbei stellte sich heraus, dass die CcsR RNAs generell unter mikroaeroben
Bedingungen eine hdhere Abundanz aufwiesen als unter aeroben Bedingungen.
Zusatzlich war zu erkennen, dass die CcsR RNAs in der stationaren Wachstumsphase
eine hohere Abundanz aufwiesen als in der exponentiellen Wachstumsphase, wobei
dieser Anstieg der Abundanz insbesondere unter aeroben Bedingungen zu beobachten

war (siehe Abb. 25).
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aerob O,  H,0, tBOOH 10, 42°C 500mM  10pM 100 uM

aerob Nacl  cdcl,  Znso,
£ £ £ £ £ £ £ £

é‘? & é‘g‘l & E:S & § g £ & S & §F £
f9dsdeds $

CcsR1
CcsR2

CcsR3/4

RSs1543

RSs0019

5S rRNA

Abbildung 25: CcsR1-4 werden unter verschiedenen Stressbedingungen und in der stationdren
Wachstumshase exprimiert. Abgebildet ist eine Northern Blot Analyse von RNA aus R.sphaeroides
2.4.1 unter verschiedenen Stress- und Wachstumsbedingungen. Es ist zu erkennen, dass unter
mikroaeroben Bedingungen in der exponentiellen Wachstumsphase (ODggg = 0,4) ein héheres Basallevel
von CcsR1-4 und RSs1543 vorliegt, jedoch unter aeroben Bedingungen eine starkere Induktion im
Ubergang in die stationdre Wachstumsphase zu erkennen ist. Zusatzlich ist zu erkennen, dass beide
sRNAs in der stationaren Wachstumsphase, durch oxidativen Stress (O, durch 250 uM Paraquat, aerob;
Wasserstoffperoxid durch 1 mM H,O,, aerob; 100 uM tBOOH, aerob; '0, = Singulet Sauerstoff durch 0,2
MM Methylenblau und 800 W/m? Weisslicht, aerob), Hitzestress (10 min 42 °C mikroaerob) und
Schwermetallstress (10uM CdCl,, mikroaerob; 100uM ZnSQ,4, mikroaerob) induziert werden, wahrend sie
durch Salzstress (500mM NaCl, mikroaerob) reprimiert werden. Fir RSs0019 ist nur eine Induktion unter
photoxidativen Stressbedingungen und eine Induktion durch tBOOH zu erkennen.

Eine erhdhte Abundanz der CcsR RNAs war auch unter verschiedenen oxidativen und
photooxidativen  Stressbedingungen (O,” durch 250 uM Paraquat, aerob;
Wasserstoffperoxid durch 1 mM H,0,, aerob; 100 pM tBOOH, aerob; 'O, = Singulet
Sauerstoff durch 0,2 pM Methylenblau und 800 W/m? Weisslicht, aerob) zu
beobachten.Zusatzlich war unter Hitzestress (10 min 42 °C mikroaerob), sowie Stress
durch Metallionen (10uM CdCl,, mikroaerob; 100uM ZnSQO,4, mikroaerob) die Abundanz
der CcsR RNAs erhoht. Auch war zu beobachten, dass die vier CcsR RNAs einen
gleichmaligen Anstieg in ihrer Abundanz aufweisen, wodurch die Annahme einer
Cotranskription unterstitzt wurde Im Gegensatz hierzu war eine verminderte Abundanz
unter Salzsstress (500mM NaCl, mikroaerob) zu erkennen. Im Vergleich zeigte die
sRNA RSs1543, welche auch von einem RpoH|/RpoH,, abhangigen Promoter kontrolliert

wird, unter gleichen Bedingungen eine vergleichbare Anderung der Abundanz.
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Die von einem RpoE abhangigen Promoter kontrollierte sRNA RSs0019 zeigte
erwartungsgemaly nur unter photooxidativen Stressbedingungen und unter oxidativem
Stress, verursacht durch organische Peroxide, eine erhdohte Abundanz (siehe Abb. 25).
Insgesamt konnte daraus geschlossen werden, dass die CcsR RNAs in R. sphaeroides
wahrscheinlich im Rahmen einer allgemeinen Stressantwort induziert werden und dass
das RpoH/RpoH;-Regulon madglicherweise unter mehr Bedingungen aktiviert wird als

bis jetzt beschrieben wurde.

3.2.3 CcsR RNAs verschiedener Alphaproteobakterien werden unter
Stressbedingungen exprimiert

Nachdem in R. sphaeroides 2.4.1 verschiedene Bedingungen ermittelt wurden, unter
denen die CcsR RNAs eine erhohte Abundanz aufwiesen, wurde um eine mogliche
Konservierung der CcsR-RNAs weiter zu untersuchen Gesamt-RNA verschiedener
Alphaproteobakterien mit vorhergesagten CcsR-RNAs mittels Northern Blot auf die
Expression der jeweiligen CcsR RNAs analysiert. Hierbei wurde deutlich, dass die
Expression der CcsR RNAs in Organismen mit einem Typ | CcsR Locus zumindest
teilweise konserviert war. So konnte gezeigt werden, dass sowohl in R. sphaeroides
2.4.1, als auch in R. capsulatus SB1003 und R. capsulatus 37b4 unter Hitzestress und
oxidativem Stress CcsR RNAs induziert wurden (siehe Abb. 26). Im Gegensatz hierzu
war in P. denitrificans PD1222 keine Erhdhung der Abundanz der CcsR RNAs unter
diesen Stressbedingungen zu erkennen, wahrend in R. denitrificans Och114 kein
Nachweis von CcsR RNAs gelang (siehe Abb. 26). Ebenso war es nicht mdglich, CcsR
RNAs in D. shibae DFL12, dem einzigen Reprasentanten fur Typ Il CcsR-Loci, zu
detektieren (siehe Abb. 26). Im Vergleich konnte in Rhizobien mit Typ Il CcsR-Locus

unter Stress eine Erhohung der Abundanz von CcsR RNAs nachgewiesen werden.
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Abbildung 26: CcsR RNAs weisen in verschiedenen Alphaproteobakterien unter Stress eine
erhohte Abundanz auf. Abgebildet ist eine Northern Blot Analyse von RNA aus verschiedenen
Alphaproteobakterien in der exponentiellen Wachstumsphase unter Hitzestress (10 min 42 °C,
mikroaerob) oder oxidativem Stress (O, durch 250 uM Paraquat, aerob).

So konnte in S. meliloti 1021 in GMX-Medium sowohl unter oxidativen
Stressbedingungen eine schwache, als auch unter Hitzestress eine starke Induktion der
CcsR1-Expression nachgewiesen werden. Im Vergleich zeigte S. fredii HH103 in TY-
Medium eine erhdhte CcsR1 Basalexpression: Eine Induktion von CcsR1 unter
oxidativen Stressbedingungen konnte fur S. fredii HH103 nicht nachgewiesen werden,
wahrend unter Hitzestressbedingungen eine starke Induktion zu beobachten war (siehe

Abb. 26).
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3.3 Bestimmung von moglichen Interaktionspartnern der CcsR RNAs

Um einen ersten Einblick in eine moégliche Funktion der CcsR RNAs zu erlangen,
wurden in R. sphaeroides verschiedene Analysen an CcsR1-4 durchgefuhrt, die sich mit
der Prozessierung der sRNAs, mdglichen RpoH/RpoH;-unabhangigen Expressions-
bedingungen, sowie madglichen Regulatoren und Interaktionspartnern der sRNAs

beschaftigten.

3.3.1 Eine differentielle RNA-Sequenzierung legt interne Transkriptionsstarts
innerhalb des ccaf1-CcsR Locus nahe

Mittels differentieller RNA-Sequenzierung (dRNA-Seq.) fur R. sphaeroides RNA Proben

aus Kulturen unter oxidativen Stressbedingungen (O, durch 250 uM Paraquat, aerob)

konnte bei einem Vergleich der mit terminaler Exonuklease behandelten Probe zur

unbehandelten Referenz eine Anreicherung von reads fur CcsR1-4 festgestellt werden

(siehe Abb. 27, Daten zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. G. Klug).

€ Leserichtung
| RSP 6037 Annotierte Gene
CcsR4 CcsR3 CcsR2 CesR1 SRNA

Vorhergesagte Terminatoren

7:; RNA reads PQ Stress + Tex-
20 Behandlung

RNA reads PQ Stress - Tex-Behandlung

RNA reads ColP- Negativkontrolle

. RNA reads Hfq ColP

691.600 691.800 692.000 692.200 692.400 692.600

Koordinaten Chromosom 1 R. sphaeroides 2.4.1

Abbildung 27: Eine Differentielle RNA Sequenzierung legt interne Transkriptionsstarts fiir das
CcaF-CcsR1-4 Operon nahe. Zu sehen ist ein modifizierter Screenshot aus dem INTEGRATED GENOME
BROWSER mit einem Abschnitt des Negativstrangs des bakteriellen Chromosoms 1 aus R. sphaeroides
2.41. Zu erkennen sind die Leserichtung der Transkription von 5% in 3‘-Richtung, die laut NCBI
Datenbank annotierten Protein-codierenden Gene, die Lokalisation der Gene fir die sSRNAs CcsR1-4 und
mittels TRANSTERMHP vorhergesagte Terminatoren.
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Auch wenn fur kleine strukturierte RNAs haufig Messungenauigkeiten in dieser Methode
zu beobachten sind und eine unabhéngige Uberprifung notwendig ist, deutet dies an,
dass eine Anreicherung von CcsR-RNA Primartranskripten stattgefunden haben kénnte
und somit mdglicherweise ein Teil der CcsR RNAs nicht aus einem Co-Transkript mit

ccafF1 prozessiert wird.

3.3.2 Bestimmung moglicher PrrA Bindemotive innerhalb des ccaf1-CcsR Locus

Da eine Fraktion CcsR RNAs in R. sphaeroides moglicherweise nicht durch
Prozessierung aus einem RpoH/RpoH; abhangig gebildetem Primartranskript gebildet
wird, stellte sich im Folgenden die Frage nach den Expressionsbedingungen und
Regulatoren dieser Fraktion der CcsR RNAs. Interessant hierbei erschien die
Beobachtung, dass die Abundanz der CcsR RNAs auch an den Sauerstoffpartialdruck
des umgebenden Mediums gekoppelt war (siehe oben). Ein typisches Regulatorsystem
unter solchen Bedingungen stellt in R. sphaeroides das PrrA/PrrB System dar. Zwischen
Transkriptionsstart des ccaF7-CcsR1-4 Primartranskripts und dem 3' Ende von CcsR1
befinden sich 4 Bereiche, deren Sequenzen potentiellen Bindestellen far PrrA

entsprechen kdnnten (siehe Abb. 28 & Abb. 29).

CcsR 1

1 2 3 4

Abbildung 28: Lokalisation verschiedener potentieller PrrA Bindestellen innerhalb von ccaff und
CcsR1. Dargestellt ist die Lokalisation vier potentieller PrrA Bindestellen. Die potentiellen Bindestellen
befinden sich in der 5° UTR von ccafF1, innerhalb der codierenden Region von ccaF1 und innerhalb der 3°
Region von CcsR1.
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cgttccgcga ca-—-—-a-aca gaggtc cbbII2
gtgatcgcat cg-—--agccg caccat cbbIl
tccecectgegg ca--aa-gcg tctttce cbbIIl
cgttgtgcgg ca-—-at-ccg tcatat cycA P2
acgagggcgc gc-—--agctg cttcag cbbI2
agcactgcga cag--a-atg acctcg cbbI3
gctgaagggc cgc—--aggca ggacca cbbII5
ggcgtggtgc aggc-tgtcg cggcgg cbbII6
ccatctgcgce gac-atgatg gtccgt cbbII3
tttcgcgececg cgge-tggtg aagatg cbbI4
gttcttgccg gtcatttccg cgcagg cbbII4

————— YGCGR CR--MMGNCG C-—---— Abgeleitete Konsensussequenz
—-cccatgcgg cgcattg-tg cagatg Bindestelle 1
gctctecgege ag---cgccg gatcta Bindestelle 2
cgcatcgcga tgg-aagccg cctacg Bindestelle 3
gcagcagcgg cg--acgcct ctcectce Bindestelle 4

Abbildung 29: Sequenzen verschiedener potentieller PrrA Bindestellen innerhalb des ccaf1-CcsR
Locus. Dargestellt ist ein Alignment potentieller PrrA Bindestellen in der 5° UTR von ccaF1, innerhalb der
codierenden Region von ccaF1 und innerhalb der 3° Region von CcsR1 mit bekannten PrrA Bindestellen
fur PrrA basierend auf Laguri et al. 2003.

Hierbei befindet sich eine potentielle Bindestelle in der 5° UTR von ccaF71 und zwei
potentielle Bindestellen konnten innerhalb der codierenden Region von ccaF1
identifiziert werden. Eine weitere potentielle Bindestelle konnte innerhalb der 3° Region
von CcsR1 vorhergesagt werden. Hiermit konnte gemutmalt werden, dass die CcsR-
RNA Expression zusatzlich auch RpoH/RpoH;; unabhangig durch das PrrA/PrrB-System

gesteuert werden konnte, jedoch muss dies duch weitere Experimente verifiziert

werden.

3.3.3 Ermittlung von beteiligten Faktoren in Reifung und Funktion von CcsR1-4

Nachdem verschiedene Induktionsbedingungen fur CcsR1-4 in R. sphaeroides ermittelt
werden konnten, stellte sich die Frage, wie aus dem Primartranskript aus ccaF71 und den
vier CcsR RNAs die einzelnen sRNAs gebildet werden koénnen, und welche

Interaktionspartner die sSRNAs brauchen, um ihre Wirkung entfalten zu konnen. Hierfur

wurden verschiedene Experimente in vitro und in vivo durchgefuhrt.
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CcsR1 bindet Hfq in vitro

Zunachst wurde mittels aufgereinigtem R. sphaeroides Hfq getestet, ob eine Interaktion
mit CcsR in vitro stattfindet. Um dieses zu erreichen, wurde aufgereinigtes Hfq mit der
radioaktiv. markierten sRNA CcsR1 inkubiert und anschlieBend mittels eines

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) untersucht.

O

S
Ny 'w*
Q.
d"’d'&

<€— (CcsR1 + Hfq

<€— CcsR1 Nebenbande

<€— CcsR1

Abbildung 30: CcsR1 interagiert in vitro mit Hfq. Dargestellt sind die Ergebnisse einer EMSA Analyse
zur Uberpriifung einer Interaktion von CcsR1 mit Hfg. Inkubiert wurden 250 fmol der radioaktiv markierten
sRNA CcsR1 mit 5 pL frisch aufgereinigtem Hfq.

Hierbei stellte sich heraus, dass eine Interaktion zwischen CcsR1 und Hfq auch in vitro
zu beobachten war. So war fur CcsR1 eine schwache Bande im Gel zu erkennen, die
bei Inkubation mit Hfq verschwand (siehe Abb. 30). Eine weitere starke Bande, die
wahrscheinlich eine andere Faltungsform von CcsR1 darstellte, zeigte keine
Veranderung (siehe Abb. 30). Hieraus wurde geschlossen, dass die CcsR1 Struktur

madglicherweise Einfluss nimmt auf die Interaktion mit Hfq.
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RppH, RNAse J und RNAse Il sind nicht essentiell fiir die Prozessierung von
CcsR1-4

Die beobachtete direkte Interaktion von CcsR1 mit Hfq legte nahe, dass das Transkript
aus ccaF1 und CcsR1-4 mdglicherweise durch RNasen des Degradosoms prozessiert
wird, welches mit Hfq assoziiert ist. Um die Beteiligung verschiedener RNA
prozessierender Enzyme an der Reifung der CcsR RNAs zu untersuchen, wurde
Gesamt-RNA des R. sphaeroides 2.4.1 Wildtyp Stamms mit Gesamt-RNA aus einer
RppH- Deletionsmutante (RNA 5'-Pyrophosphohydrolase, RSP_0931) und aus einer
RNAse J /RNAse Ill Doppeldeletionsmutante (Arnj (RSP_2534) & Arnc (RSP_1675))

mittels Northern Blot verglichen.

R. sphaeroides 2.4.1

A
w2 oo
010 010 0 10 42°Ct[min]
CcsR1
CcsR2
CcsR3

Abbildung 31: Die Expression von CcsR1-4 ist unabhangig von RNase J, RNase Ill und RppH.
Abgebildet sind die Ergebnisse eines Northern Blots von Gesamt RNA aus R. sphaeroides 2.4.1, sowie
von Gesamt RNA aus endogenen Deletionsmutanten der RNA prozessierender Enzyme RNase J und
RNase Il (ArnjArnc), sowie der RNA 5' Pyrophosphohydrolase (rppH) unter Hitzestressbedingungen (10
min 42 °C). Es ist zu erkennen, dass alle getesteten Stdmme das gleiche Bandenmuster flir CcsR1-4
aufweisen.

Hierbei stellte sich heraus, dass der Wildtyp Stamm und die verschiedenen Mutanten
das gleiche Bandenmuster und eine Induktion der CcsR RNAs unter Hitzestress
aufwiesen. Hieraus wurde geschlossen, dass die beschriebenen RNA prozessierenden

Enzyme nicht essentiell sind fur die Reifung der CcsR RNAs (siehe Abb. 31).
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CcsR1-4 werden in E. coli von RNase E prozessiert

Neben RNase J, RNase Il und RppH gehort insbesondere RNase E zu den zentralen
und essentiellen RNA prozessierenden Enzymen vieler Bakterien. Da eine Deletion von
RNase E in R. sphaeroides letal ist, musste der Einfluss dieses Enzyms auf die
Prozessierung von CcsR1-4 mit Hilfe einer temperatursensitiven E. coli RNAse E
Mutante (E. coli N3431) untersucht werden. Hierfir wurden CcsR1-4 aus R.
sphaeroides in der temperatursensitiven RNAse E Mutante und dem
korrespondierenden Wildtyp (E. coli N3433) von einem Plasmid exprimiert. Die Gesamt

RNA aus beiden Stammen wurde mittels Northern Blot verglichen.

Abbildung 32: Prozessierung von CcsR1-4 in einer temperatursensitiven E. coli RNAse E Mutante.
Abgebildet ist ein Northern Blot mit Gesamt RNA aus R. sphaeroides 2.4.1 unter Hitzestressbedingungen
(10 min, 42 °C) im Vergleich zu Gesamt RNA aus E. coli N3433 mit dem CcsR1-4 Expressionsplasmid
pRCcsR1-4 und der endogenen temperatursensitiven RNase E Mutante E. coli N3431 mit pRCcsR1-4
nach einer Hitzestressbehandlung (120 min, 42 °C). Zu sehen sind CcsR1-4 in R. sphaeroides, ein
Transkript ahnlicher Grofke in E. coli N3433 und ein angereichertes Primartranskript in der
temperatursensitiven RNase E Mutante E. coli N3431.
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Es zeigte sich, dass in der RNAse E Mutante nach Exposition unter
Hitzestressbedingungen mehrere relativ lange Transkripte, bei denen es sich vermutlich
um Primartranskripte handelte, akkumulierten, wahrend im Wildtypstamm neben diesen
Primartranskripten verstarkt klirzere Transkripte akkumulierten, die eine ahnliche Grolke
wie CcsR1-4 aus R. sphaeroides 2.4.1 aufwiesen (siehe Abb. 32). Um einen weiteren
Einblick in die mdgliche Prozessierung der CcsR RNAs durch RNase E zu bekommen,
wurde die Bildung der CcsR RNAs in E. coli N3433 und E. coli N3431 Uber eine

andauernde Hitzestressexposition untersucht.

N
¥
A E. coliN3433 E. coliN3431
Lo 42°C 42°C
S &
NS
& 0 5 10 3060 120 / 0 5 10 30 60 120  t[min] bei 42°C

Primartranskript

CcsR1-4

Abbildung 33: Die Erhéhung der Umgebungstemperatur inhibiiert schrittweisse die Prozessierung
von CcsR1-4 in einer temperatursensitiven E. coli RNAse E Mutante. Abgebildet ist ein Northern Blot
mit Gesamt RNA aus R. sphaeroides 2.4.1 unter Hitzestressbedingungen (10 min, 42 °C) im Vergleich zu
Gesamt RNA aus E. coli N3433 mit dem CcsR1-4 Expressionsplasmid pRCcsR1-4 und der endogenen
temperatursensitiven RNase E Mutante E. coli N3431 mit pRCcsR1-4 im Verlauf einer
Hitzestressexposition.
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Hierbei zeigte sich, dass in der temperatursensitiven E. coli RNase E Mutante N3431
und im Wildtyp N3433 bei einer Inkubation bei 32 °C sowohl verschiedene relativ lange
Transkripte zu detektieren waren, als auch Transkripte die in ihrer GroRe ungefahr
CcsR1-4 entsprachen (siehe Abb. 33). Uber den Verlauf der Hitzestressbehandlung
erfolgte im Wildtyp N3433 eine schrittweise Anreicherung der kurzen CcsR1-4 ahnlichen
Transkripte und es war ein sprunghafter Anstieg der detektierten
Gesamttranskriptmenge nach 120 Minuten zu erkennen (siehe Abb. 33). Im Gegensatz
hierzu zeigte die temperatursensitive RNAse E Mutante N3431 im Verlauf der
Hitzestressexposition eine Abnahme der Transkriptmenge fur die kurzen CcsR1-4
ahnlichen Transkripte Uber die Expositionszeit, wahrend eine Zunahme der Abundanz
der langeren Primartranskripte mit einem sprunghaften Anstieg nach 120 Minuten zu
beobachten war (siehe Abb. 33). Hieraus wurde geschlossen, dass das Primartranskript

aus CcsR1-4 unter Beteiligung von RNase E prozessiert wird.

3.3.4 CcaF1 beeinflusst die sSRNAs CcsR1-4 in R. sphaeroides 2.4.1 und eine
direkte Interaktion mit den CcsR RNAs ist denkbar

Neben der gezeigten Beeinflussung der Prozessierung von CcsR1-4 durch RNAse E ist
ein Einfluss von weiteren Faktoren auf die Funktion der sSRNAs zu vermuten. Hierbei ist
durch die Co-Transkription von ccaF1 (RSP_6037) mit CcsR1-4 und die hohe
Homologie mit bekannten RNA-Bindeproteinen CcaF1 von besonderem Interesse. Um
einen ersten Einblick in die mdgliche Interaktion zwischen den sRNAs und CcaF1 zu
gewinnen, wurden verschiedene Uberexpressionsstdmme von CcsR1-4 und ccaF1
genutzt. Hierbei wurden Uberexpressionen fiir CcsR1-4 allein, CcsR1-4 zusammen mit
ccaF1 oder CcsR1-4 zusammen mit ccaF71, welches ein mutiertes Startcodon
(ATG=Methionin zu TGA=Stopp) aufwies, erstellt. Diese wurden mit einer

Leervektorkontrolle mit dem Plasmid pRK415 in Bezug auf ihre Resistenz gegen
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oxidativen Stress verglichen (siehe Abb. 34 & Abb. 35). Hierbei zeigte sich, dass eine
konstitutive Uberexpression von CcsR1-4, wie bereits beschrieben, in Hemmhoftests mit
200 mM Paraquat und 700 mM tBOOH die Resistenz gegenuber oxidativem Stress

erhdhte. Eine Co-Uberexpression des ccaF1 Gens revidierte diesen Effekt.

PRKA15
P 16S rRNA

pRCcsR1-4
P 165 rRNA,

m » aan pR6037_CcsR1 -4

P 165 RN
ccaF Tmut ﬂ a a » pR6037mut_CcsR1-4

ATG
TGA
Abbildung 34: Schematische Darstellung der auf pRK415 basierenden CcaF1/CcsR1-4
Uberexpressionsplasmide. Dargestellt sind  Ausschnitte aus den Plasmiden pRK415
(Leervektorkontrolle), pRKCcsR1-4 (CcsR1-4 Uberexpressiqn), pR6037_CcsR1-4 (ccaf1-CcsR1-4
Uberexpression) und pR6037mut_CcsR1-4 (ccaf1-CcsR1-4 Uberexpression mit Startcodonmutation
(ATG=Methionin zu TGA=Stopp) in ccaF1).
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Abbildung 35: Eine Mutation im Startcodon von ccaF1 revidiert den Effekt der Co-Uberexpression
des ccaF1 Gens auf die induzierte Resistenz gegen oxidativen Stress durch CcsR1-4. Dargestellt
sind Daten aus Hemmhoftests mit R. sphaeroides 2.4.1 mit den Plasmiden pRKCcsR1-4 (CcsR1-4
Uberexpression), pRK6037_CcsR1-4 (ccaf1-CcsR1-4 Uberexpression) und pRK6037mut_CcsR1-4
(ccaf1-CcsR1-4 Uberexpression mit Startcodonmutation in ccaF1) unter Einfluss von 200 mM Paraquat
oder 700 mM tBOOH. Die individuellen Balken reprasentieren den Durchschnitt aus drei biologischen
Replikaten und die Fehlerbalken geben die Standartabweichung von diesem Durchschnitt an.
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Stammschleife 1

Stammschleife 1

CcaFl ‘-\Sta mmschleife 2

Abbildung 36: Die in silico 3D-Strukturen von CcsR1 und CcaF1 deuten auf eine maégliche
Interaktion hin. Dargestellt ist eine mit UCSFCHIMERA erstellte Fusion aus in silico 3D-
Strukturvorhersagen fiir CcaF1 (PHYRE2) und CcsR1 (RNACOMPOSER). In dunkelgrau dargestellt ist
CcsR1, in blau CcaF1. Konservierte Aminosauren innerhalb von CcaF1 sind farblich hervorgehoben. In
rot markiert sind Aminosauren, die zwischen den CcaF Proteinen verschiedener Alphaproteobakterien
und in Smaug aus D. melanogaster konserviert sind, in griin markiert sind Aminosauren, die nur in den
CcaF Proteinen konserviert sind.

Durch Austausch des ATG Startcodons von ccaF1 durch ein TGA-Stopcodon wurde die
Resistenz gegenuber oxidativem Stress wiederhergestellt (siehe Abb. 35). Daraus
wurde geschlossen, dass das Proteinprodukt des ccaF1 Gens fur den beschriebenen
Effekt verantwortlich ist und wahrscheinlich mit CcsR1-4 interagiert. Eine Analyse von in
silico ermittelten 3D-Strukturen von CcsR1 (siehe Anhang Abb. A1) und CcaF1 (siehe
Abb. 21) aus R. sphaeroides 2.4.1 zeigte, dass CcaF1 mdglicherweise unter Beteiligung

der konservierten Aminosauren an CcsR1 binden konnte.
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Hierbei war eine Anlagerung von CcaF1 an helikale Strukturen in den Stammschleifen
von CcsR1 denkbar und der Raum im einzelstrangigen Bereich zwischen den beiden
Stammschleifen von CcsR1 war von CcaF1 ausgefullt (siehe Abb. 36). Eine

Verifizierung mittels unabhangiger Experimente ist an dieser Stelle jedoch notwendig.

3.4 Mogliche Funktionen der CcsR-RNAs innerhalb der zellularen
Regulation

Nachdem erste Erkenntnisse uber die sSRNAs CcsR1-4 aus R. sphaeroides gewonnen
wurden und eine mogliche Konservierung in verschiedenen Alphaproteobakterien
gezeigt werden konnte, stellte sich die Frage nach der Funktion der sRNAs. Die
Induktion einer Resistenz gegen oxidativen Stress durch CcsR1-4 und die
RpoH/RpoH-abhangige Expression in R. sphaeroides legten hierbei insbesondere die
Suche nach einer Funktion innerhalb der oxidativen Stressantwort nahe. Um diese
Funktion und mdgliche weitere Funktionen naher zu bestimmen, wurde R. sphaeroides
als Modellorganismus beibehalten, in dem eine zellulare Funktion der CcsR RNAs
bestimmt wurde. Hierfur wurden die Daten aus einer Transkriptomanalyse und einer
Proteomanalyse eines CcsR1-4 Uberexpressionstamms mit bioinformatischen Analysen
kombiniert. Die gewonnen Erkenntnisse aus diesen Analysen wurden mittels
molekularbiologischer, mikrobiologischer und biochemischer Methoden validiert und
abschlieBend mittels bioinformatischer Methoden auf weitere Alphaproteobakterien

angewandt.

3.4.1 Ermittlung potentieller CcsR1-4 Targets in R. sphaeroides 2.4.1

Um mogliche Gene zu ermitteln, deren Expression in R. sphaeroides 2.4.1 durch die
CcsR RNAs beeinflusst wird, wurde zunachst nach Moglichkeiten gesucht die Abundanz
von CcsR1-4 in R. sphaeroides 2.4.1 zu verandern. Hierbei stellte sich heraus, dass

eine Deletion einzelner oder mehrerer CcsR-RNAs nicht erreicht werden konnte. Da
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eine Uberexpression der CcsR RNAs CcsR1-4 von einem Plasmid in R. sphaeroides
2.4.1, wie in Billenkamp 2010 beschrieben, zu einer erhohten Resistenz gegenuber
oxidativem Stress fiihrt, wurde davon ausgegangen, dass eine solche Uberexpression
geeignet ist fur eine weitergehende Analyse. Fur diese Analyse wurden das
Transkriptom und das Proteom eines R. sphaeroides Stammes mit konstitutiver
CcsR1-4 Uberexpression mit einer entsprechenden Leervektorkontrolle verglichen
(siehe Abb. 37). Danach wurde eine genomweite bioinformatische Suche nach
Interaktionspartnern von CcsR1-4 durchgefuhrt und mit den Daten der Transkriptom-

und Proteomanalysen verglichen.

pRK415
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Abbildung 37: Schematische Darstellung des CcsR1-4 Uberexpressionsplasmids pRCcsR1-4.
Dargestellt sind Ausschnitte aus den Plasmiden pRK415 (Leervektorkontrolle) und pRCcsR1-4
zusammen mit einer Nortern Blot Kontrolle mit Gesamt RNA aus R. sphaeroides 2.4.1 in der
exponentiellen Wachstumsphase unter aeroben Bedingungen mit einem der beiden Plasmide.

5S rRNA

Eine Uberexpression von CcsR1-4 fiihrt zu einer Repression der mRNAs von
Genen, deren Produkte dem C1 Metabolismus und dem Pyruvatdehydrogenase-

Komplex zugeordnet werden

Um den Einfluss von CcsR1-4 auf die globale Genexpression zu untersuchen, wurde
zunachst das Transkriptom eines CcsR1-4 Uberexpressionsstamms unter aeroben
Bedingungen in der exponentiellen Wachstumsphase mit einer entsprechenden
Leervektokontrolle verglichen. Eine Analyse der Daten zeigte, dass rund 1 % der
Transkripte mit einem verlasslichen Fluoreszenzwert eine eindeutige Veranderung der

Expression aufwiesen.

-59-



Ergebnisse
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Abbildung 38: Globale Anderungen der Genexpression von R. sphaeroides 2.4.1 durch CcsR1-4
Uberexpression. Angezeigt sind die globalen Anderungen in der Transkriptabundanz fiir einen
R. sphaeroides 2.4.1 Uberexpressionsstamm der sRNAs CcsR1-4 im Vergleich zu einer
Leervektorkontrolle unter aeroben Wachstumsbedingungen ermittelt durch eine Microarray-Analyse.

Hierbei zeigten 0,4 % der Transkripte eine hohere Expression (log, (Ratio) 20.7) und 0,5
% eine niedrigere Expression (log, (Ratio) <-0.7, siehe Abb. 38). Unter den Transkripten
mit Anstieg in der Abundanz bei CcsR1-4 Uberexpression waren die sSRNAs CcsR1-3,
die erwartungsgemal® den starksten Anstieg von allen Transkripten aufwiesen, zu
finden. Des Weiteren waren eine sRNA, RSs1543, deren Funktion in der Beeinflussung
des Metabolismus unter oxidativem Stress beschrieben ist, und 10 Protein-codierende
Gene, denen keine zusammenhangende Funktion zugeordnet werden konnte, zu finden
(siehe Abb. 39). Bei der Analyse von mRNAs, die im Vergleich zur Leervektorkontrolle
eine verminderte Abundanz aufwiesen, zeigte sich, dass insbesondere verschiedene
Gene fur Untereinheiten des Pyruvat-dehydrogenase-Komplexes und Gene fur Enzyme
des C1 Metabolismus eine verringerte Expression aufwiesen. Hierbei zeigten fur den
Pyruvatdehydrogenase-Komplex die Untereinheiten pdhD (RSP_2968, Dihydrolipoamid-
dehydrogenase), pdhAb (RSP_4049, Dehydrolipoamidacetyltransferase) und pdhB
(RSP_4050, Deydrolipoamid-acetytransferase) eine verringerte Expression (siehe

Abb. 39).
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Abbildung 39: Eine Konstitutive Uberexpression von CcsR1-4 fiihrt zur Repression von Genen des
Pyruvatdehydrogenase-Komplexes und von Genen des C1-Metabolismus. Dargestellt sind
Ergebnisse einer Microarray-Analyse zur Untersuchung von Effekten einer konstitutiven CcsR1-4
Uberexpression unter aeroben Bedingungen. Hierfiir wurden die sRNAs CcsR1-4 unter Kontrolle des
RSP_4352 16S rRNA Promotors von einem Plasmid exprimiert (R. sphaeroides 2.4.1 (pRCcsR1-4)) und
mit einer Leervektorkontrolle (R. sphaeroides 2.4.1 (pRK415)) verglichen.

Vv

Unter den Enzymen des C1- Metabolismus und den zugeordneten Cytochromen und
Co-Faktoren war insbesondere eine verminderte Expression von xoxF (RSP_2578,
putatives PQQ-Dehydrogenase Protein), cycB (RSP_2579, Cytochrom c¢533i), xoxJ
(RSP_2580, putative Methanoloxidase), coxL und coxS (RSP_2877 & RSP_2878,

Untereinheiten einer putativen Kohlenstoffmonoxid-Dehydrogenase), sowie pqqA
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(RSP_6132 putatives PQQ Syntheseprotein) zu beobachten (siehe Abb. 39). Zusatzlich
zeigten die Gene fur eine Nukleotidzuckerepimerase, ein Flagellenstrukturprotein und
zwei hypothetische Proteine eine verminderte Expression. Neben den mRNAs Protein-
codierender Gene wiesen die sRNAs RSs0552 und RSs0682 eine verminderte
Abundanz auf (siehe Abb. 39, Datensatz siehe Daten-CD\Microarray).

Eine Uberexpression von CcsR1-4 fiihrt zu einer Repression von Enzymen des C1

Metabolismus, von Untereinheiten des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes und

von verschiedenen Transportern

Um die Ergebnisse der Transkriptomanalyse zu vertiefen und weitere Informationen
uber eine mdgliche Funktion der CcsR RNAs zu erlangen, wurde eine gelbasierte
Proteomanalyse des CcsR1-4 Uberexpressionsstamms R. sphaeroides 2.4.1
(pPRCcsR1-4) im Vergleich zu einer entsprechenden Leervektorkontrolle unter aeroben
Bedingungen in der exponentiellen Wachstumsphase durchgefuhrt. Durch eine
Neuanalyse der Daten aus Billenkamp 2010 konnten 511 Proteinspots detektiert
werden, von denen 18 eine signifikant niedrigere (log, (Ratio) <-0,3; p<0.05) und 5 eine
signifikant erhdhte Spotintensitat aufwiesen (log, (Ratio) 20,3; p<0.05). Hierbei konnte
allerdings nur eine geringe Ubereinstimmung mit den Daten aus der
Transkriptomanalyse beobachtet werden. So zeigten neben verschiedenen
Transportern einerseits verschiedene Proteine mit Bezug zum C1 Metabolismus eine
verringerte  Spotintensitat, wobei nur fur CoxL (RSP_2877) eine direkte
Ubereinstimmung mit den Transkriptomdaten zu erkennen war (siehe Abb. 40 & Abb.
42). Andererseits zeigte mit PdhAa eine Untereinheit des Pyruvatdehydrgenase-
Komplexes eine verminderte Spotintensitat, die mit den in der Transkriptomanalyse
auffalligen Genen pdhAb und pdhB in einem Operon codiert ist (siehe Abb. 40).

Insgesamt liel3 sich erkennen, dass die auf Grund der Transkriptomanalyse gebildete
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Hypothese einer Funktion von CcsR1-4 in der Regulation von C1-Metabolismus und

Pyruvatdehydrogenase-Komplex durch die Proteomanalyse unterstutzt wurde.

Pyruvatdehydrogenasekomplex
RSP_4047 (PdhAa)
C1-Metabolismus
RSP_2576 (Adhl)
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lAndere
RSP_0142 (Tig)
RSP_0197 (ClpP)
RSP_0437 (SufC)
RSP_0755 (NusB)
RSP_0840 (LeuS)
RSP_1097
RSP_1140 (llvE)
RSP_1397
RSP_1464
RSP_1736 (Adk)
RSP_1947 (CbbJ)
RSP_2431

RSP_3317 I |
& N ° N v
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Abbildung 40: Eine Konstitutive Uberexpression von CcsR1-4 fiihrt zur Repression von Proteinen
des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes, Transportern und von Enzymen des C1-Metabolismus.
Dargestellt sind die Ergebnisse einer gelbasierten Proteomaanalyse zur Untersuchung von Effekten einer
konstitutiven CcsR1-4 Uberexpression unter aeroben Bedingungen. Hierfiir wurden die sRNAs CcsR1-4
unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA Promotors von einem Plasmid exprimiert (R. sphaeroides 2.4.1
(pPRCcsR1-4)) und mit einer Leervektorkontrolle (R. sphaeroides 2.4.1 (pRK415)) verglichen.

Vorhersage von CcsR1-4 Interaktionen und von Operonstrukturen potentieller
CcsR1-4 Targets

Um in R. sphaeroides potentielle mRNA Kandidaten fur eine direkte Interaktion mit
CcsR1-4 zu ermitteln, wurden genomweite bioinformatische Vorhersagen fur
Interaktionen der sRNAs CcsR1-4 mit mRNAs durchgefuhrt und im Anschluss mit den
gewonnen Erkenntnissen aus den Transkriptom- und Proteomanalysen verglichen.

Hierbei wurden insbesondere die vorhergesagten Interaktionen von CcsR1-4 mit
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MmRNAs von Genen, die eine veranderte Expression in Transkriptom- und
Proteomanalysen aufwiesen, sowie vorhergesagte Interaktionen von CcsR1-4 mit
bekannten Regulatoren dieser Gene berucksichtigt. Neben potentiellen Kandidaten fur
eine RNA-RNA Interaktion konnte hierbei zusatzlich eine mogliche bevorzugte RNA-

Binderegion innerhalb der CcsR RNAs identifiziert werden.

Die mittels INTARNA vorhergesagten Bindestellen fiir CcsR1-4 Uiberlappen mit den
CCcuccuUccCcC-Motiven

Um eine jeweilige wahrscheinliche Bindestelle fir CcsR1-4 zu bestimmen, wurde fur die
vier SRNAs CcsR1-4 eine globale Suche nach Bindestellen an bekannten mRNAs im
Genom von R. sphaeroides 2.4.1 mittels INTARNA durchgeflhrt (siehe Daten-
CD\IntaRNA\ R. sphaeroides 2.4.1). Hierbei wurden nur vorhergesagte Interaktionen mit
einer hohen freien Energie aus der Duplexbildung von sRNA und mRNA berucksichtigt
(freie Energie > 16 kcal/Mol). Um zu bestimmen, ob sich die Interaktionsvorhersagen auf
bestimmte Basen der sRNA konzentrierten, wurden zunachst alle bericksichtigten
INTARNA Resultate mit Hilfe des eigenen Java-Programms
INTARNAGETINTERACTIONREGION analysiert (Quellcode siehe Anhang Src.1). Hierfur
wurde in allen berlcksichtigten Interaktionen nach der Beteiligung der einzelnen Basen
der sRNA an der Interaktion gesucht. Im Falle einer Beteiligung einer Base wurde dann
fur die jeweilige Base eine Beteiligung aufaddiert und am Ende abschlie3end die Anzahl
an vorhergesagten Beteiligungen der einzelnen Basen an RNA-RNA Interaktionen
gegenuber der sRNA-Sequenz ausgegeben (siehe Abb. 41). Hierbei stellte sich heraus,
dass sich die meisten Beteiligungen an Bindungen fur CcsR1-4 jeweils auf eines der
beiden charakteristischen CCUCCUCCC-Motive konzentrierten, wobei fur CcsR1,
CcsR3 und CcsR4 eine Konzentration auf das zweite CCUCCUCCC-Motiv zu erkennen
war. Im Gegensatz hierzu zeigte CcsR2 tendenziell eher eine Konzentration der

vorhergesagten Interaktionen auf das erste CCUCCUCCC Motiv der sRNA.

-64 -



Ergebnisse

CcsR1

100

(0]
. __..mIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|||.........lll||“““““II|||||||||m..

GAGGUCCCACCUCCUCCCGGGACCUGUAGCAGCAGCGGCGACGCCUCUCCUCCuUCCCUGGUGUCGCCGUCCUU

B o)
o o

N

Anzahl
Interaktionsvorhersagen

CcsR2

100

0 |I“““I““II“““‘““"“““""IIIIllllllllll"l"I"II"II“I““-“...

CCUCUUCGAACGGCCUCUCCUCCUCCCUGGCCGAUCGGAACCGCAGCGGCCCCCUCCUCCUCCCUGGGGUCGCUGCACCA

P\l
o O

Anzahl
Interaktionsvorhersagen
N
o

CcsR3

100

0 Lmmmmmmanssssnssan T T 1 11 1 T T o nlll|‘“““““ll“llllllllln_

UGCCCACUGGACUUCGGCACUGCACCUCCUCCCGCGGUGCCGAUGACCAAGCGGCGGCUCCCUCCUCCUCCCUGGAGCCGUCGCCCCC

F -
S o

N
o

Anzahl
Interaktionsvorhersagen

CcsR4

80

01— @ m————— AN . e e e e mE——————— --IIII‘“||||||“‘III-----------

UUCGGCACUGCACCUCCUCCCGCGGUGCCGAUGACCAAGCGGCGGCUCCCUCCUCCUCCCUGGAGCCGCCGCCCCC

D
o

Anzahl
Interaktionsvorhersagen
N Y
o o

Abbildung 41: Vorhersage eines moglichen Bindemotivs fiir CcsR1-4 mittels INTARNA und
INTARNAGETINTERACTIONREGION. Dargestellt sind Ergebnisse einer Vorhersage von Beteiligungen der
einzelnen Basen von CcsR1-4 an den Vorhersagen einer globalen RNA-RNA Interaktionsvorhersage
mittels INTARNA (freie Energie > 16 kcal/Mol). Die Daten wurden mit Hilfe des Java-Programms
INTARNAGETINTERACTIONREGION (Quellcode siehe Anhang Src.1) ermittelt.

RNA-RNA Interaktionsvorhersagen mit Hilfe von INTARNA und RNAPREDATOR legen
eine kooperative Funktion von CcsR1-4 nahe

Nachdem  putative  Bindemotive von  CcsR1-4  mittels INTARNA  und
INTARNAGETINTERACTIONREGION ~ bestimmt  wurden, wurden die einzelnen
vorhergesagten RNA-RNA Interaktionen mit den Daten der Transkriptom- und

Proteomanalysen abgeglichen (Datensatz INTARNA siehe Daten-CD\IntaRNA\
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R. sphaeroides 2.4.1). Hierbei zeigte sich, dass nur eine sehr kleine Uberlappung

zwischen den in silico generierten Daten und den in vivo gewonnen Daten bestand.

INTARNA:
Interaktion mit

RSP_2591 (flhR)
Proteom CcsR1-4

Transkriptom

INTARNA:
Interaktion nur
mit CcsR1

RSP_2877 (coxL)

RSP_4050 (pdhB)

RSP_6132 (pgqA) RSP_2876

Abbildung 42: Vergleich von bioinformatischen RNA-RNA Interaktionsvorhersagen mittels
INTARNA mit den Ergebnissen aus Transkriptom- und Proteomanalyse. Dargestellt ist die
Uberlappung von den Daten aus einer Transkriptomanalyse und einer Proteomanalyse von einer CcsR1-4
Uberepxression in R. sphaeroides 2.4.1 gegeniiber einer entsprechenden Leervektorkontrolle und den
Daten einer Vorhersage fir RNA-RNA Interaktionen mittels INTARNA. Hierbei wurde bei der
bioinformatischen Analyse zwischen RNA-RNA Interaktionsvorhersagen, die eine Bindung von CcsR1-4
an identische Bindestellen innerhalb einer mRNA nahelegen, und Interaktionen, die eine exklusive
Bindung von CcsR1 ohne Bindung von CcsR2-4 an eine Bindestelle einer mRNA nahelegen,
unterschieden.

Auch konnte anhand der bestehenden Daten keine Hypothese erstellt werden, ob
CcsR1-4 kooperativ an der Regulation identischer mRNAs beteiligt sind oder ob eine
individuelle Regulation durch die individuellen CcsR RNAs erfolgt. Dies liegt unter
Anderem darin begrindet, dass fur verschiedene mRNAs von Genen mit Bezug zu C1-
Metabolismus oder Pyruvatdehydrogenase-Komplex eine Interaktion mit CcsR1-4
vorhergesagt wurde, wahrend fir die mRNA von RSP_2876, einem Gen aus dem cox-
Operon eine Interaktion nur mit CcsR1 vorhergesagt wurde (siehe Abb. 42). Um weitere
Informationen dartber zu erlangen, ob eine Bindung von CcsR1-4 an identische mRNAs

oder ob eine Bindung von CcsR1-4 an individuelle mRNAs zu erwarten war, wurde eine
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Vergleichsanalyse fur CcsR1 mit dem vergleichbaren alternativen bioinformatischen
Vorhersage Programm RNAPREDATOR durchgefihrt. Hierbei wueden die 50 besten
Resultate berlcksichtigt (Datensatz RNAPREDATOR siehe Daten-CD\RNApredator\
R. sphaeroides 2.4.1). Dieser Vergleichslauf zeigte zunachst, dass auch zwischen den
beiden bioinformatischen Vorhersagen nur eine sehr limitierte Uberlappung zu erkennen

war (siehe Abb. 43).

INTARNA: INTARNA:
Interaktion nur mit CcsR1 Interaktionen mit CcsR1-4
RSP_2876 '

RSP_4050 (pdhB)

RSP_2591 (fihR)
RSP_6132 (pqqA)

RNAPREDATOR:
Interaktion mit CcsR1

Abbildung 43: Vergleich von bioinformatischen RNA-RNA Interaktionsvorhersagen mittels
INTARNA und RNAPREDATOR. Dargestellt ist die Uberlappung von den Daten aus RNA-RNA
Interaktionsvorhersagen mittels INTARNA und RNAPREDATOR. Es ist in der bioinformatischen Analyse
mittels INTARNA unterschieden zwischen RNA-RNA Interaktionsvorhersagen, die eine Bindung von
CcsR1-4 an identische Bindestellen innerhalb einer mRNA nahelegen, und Interaktionen, die eine
exklusive Bindung von CcsR1 ohne Bindung an eine Bindestelle einer mRNA nahelegen.

Hierbei war zu erkennen, dass tendenziell Interaktionen, die von INTARNA fur alle vier
sRNAs CcsR1-4 vorhergesagt waren, eher Uberlappungen mit der Analyse durch
RNAPREDATOR aufwiesen, als Interaktionen, die in der INTARNA Vorhersage CcsR1
spezifisch waren. Hieraus liel3 sich ableiten, dass CcsR1-4 eher an identische mRNAs
binden und nicht individuellen mRNAs zugeordnet sind (siehe Abb. 43, Anhang Tab.

A2).

-67 -



Ergebnisse

Eine CcsR1-4 Uberexpression erhoht den intrazelludren Glutahionpool.

Da viele der identifizierten moglichen Interaktionspartner von CcsR1-4 eine Rolle in der
Regulation des Glutathion-abhangigen C1-Metabolismus nahelegten, wurde der
zelluldre Glutathiongehalt des CcsR1-4 Uberexpressionsstamms aus Transkriptom- und
Proteomanalysen im Vergleich zur entsprechenden Leervektorkontrolle in der
exponentiellen Wachstumsphase unter mikroaeroben Bedingungen bestimmt. Hierbei
stellte sich heraus, dass im CcsR1-4 Uberexpressionsstamm eindeutig mehr Glutathion

vorhanden war (siehe Abb. 44).

GSH [UM/ODggq)
s

Y e
o N
QQ*. 00:3?‘
X
N
o &

N

l}.
&
Abbildung 44: Eine Uberexpression von CcsR1-4 erhdht den zellulidren Glutathionpool. Dargestellt
sind die Ergebnisse einer Bestimmung der intrazellularen Glutathionkonzentration eines R. sphaeroides
2.4.1 CcsR1-4 Uberexpressionsstamms (WT 2.4.1 (pRCcsR1-4)) im Vergleich zur entsprechenden
Leervektorkontrolle (WT 2.4.1 (pRK415)).

Analyse von Operon-Strukturen potentieller CcsR1-4 Targets

Nachdem verschiedene Gene mit Verbindung zum Glutathion-abhangigen C1-
Metabolismus und zum Pyruvatdehydrogenase-Komplex als potentielle Ziele einer
moglichen Regulation durch CcsR1-4 identifiziert wurden und verschiedene mdogliche
Bindestellen fir die CcsR1-4 ermittelt waren, wurden die Operonstrukturen potentieller
Interaktionspartner mit Hilfe von PROOPDB ermittelt und abschlieRend verschiedene

Kandidaten zur weiteren Analyse bestimmt (siehe Abb. 45).

-68 -



Ergebnisse

=K==
e
Y Y

Operon 1310 Operon 1311

Msp_zsn coxl coxs }<¢sp_2879 }-{/
Operon 1466
* *
Operon 2254
*

Abbildung 45: Operonstrukturen und Lokalisation putativer CcsR1-4 Bindestellen fiir ausgewahlte
Gene mit Verbindung zu C1-Metabolismus und Pyruvatdehydrogenase-Komplex. Dargestellt sind
schematische Reprasentationen verschiedener mittels ProOpDB ermittelter Operons, die durch eine
Uberexpression von CcsR1-4 eine verdnderte Expression zeigten und die putative Bindestellen fir
CcsR1-4 aufwiesen (dargestellt durch Pfeile mit Sternchen).

Zunachst zeigte sich bei der Analyse der verschiedenen Operons, dass fur die in den
Operons 1310 und 1311 organisierten Gene des Glutathion-abhangigen C1
Metabolismus trotz eindeutiger Repression bei CcsR1-4-Uberexpression keine
potentiellen Bindestellen fir CcsR1-4 gab (siehe Abb. 45). Ein bekannter
Transkriptionaktivator (FIhnR, RSP_2591) dieser beiden Operons ist als erstes Gen in
Operon 1316 codiert und eine potentielle Bindestelle fur CcsR1-4 im Bereich der 5’UTR
von flhR wurde mittels INTARNA und RNAPREDATOR vorhergesagt (siehe Abb. 45), so
dass die flhR-mRNA fur eine weitere Analyse gewahlt wurde. Eine weitere potentielle
Bindestelle fir CcsR1-4 konnte in der 5° UTR der pggA-mRNA, die ein

Kofaktorsyntheseprotein fur den Glutathion-abhangigen C1 Metabolismus codiert,
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vorhergesagt werden. Hierbei ist pggA als erstes Gen in Operon 2254 codiert (siehe
Abb. 45). Zusatzlich wurden eine putative Bindestelle fir CcsR1-4 und eine putative
Bindestelle nur fir CcsR1 im cox-Operon (RSP_2879-RSP_2876, Operon 1466)
identifiziert. Dieses Operon wird dem C1-Metabolismus zugeordnet. Hierbei waren die
potentiellen Bindestellen in den codierenden Regionen von coxL und coxS lokalisiert
(siehe Abb. 45). Daruber hinaus wurde innerhalb eines Operons mit Genen fir
Untereinheiten des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes (Operon 2030) eine Bindestelle
fur CcsR1-4 in der codierenden Region von pdhB nachgewiesen (siehe Abb. 45). Fur
eine weitere Analyse wurden entsprechend die finf beschriebenen potentiellen

Bindestellen der CcsR RNAs gewahlt (siehe Abb. 45).

3.4.2 Bestatigung potentieller CcsR1-4 Zielgene

Analyse von CcsR1-4 Interaktionen mit potentiellen Target-mRNAs

Nachdem potentielle Bindestellen fir CcsR1-4 in verschiedenen mRNAs bestimmt
waren, wurden diese mittels verschiedenen Untersuchungen sowohl in vivo, als auch in

vitro analysiert.

CcsR1-4 beeinflussen die FIhR Expression in R. sphaeroides 2.4.1

Um die Interaktion zwischen CcsR1-4 und den potentiellen mRNA Interaktionspartnern
zu analysieren, wurden die 5 Regionen von den Genen, die downstream der
vorhergesagten CcsR1-4 Bindestellen lagen, konstitutiv von einem Plasmid in einer
Translationsfusion mit lacZ exprimiert, wobei immer 150 Basenpaare in 5° Richtung der
Bindestelle berlcksichtigt wurden (siehe Abb. 46a). Hierbei wurden diese
Translationsfusionen entweder in R. sphaeroides Stammen, die CcsR1-4 konstitutiv von
einem Plasmid exprimierten oder eine entsprechende Leervektorkontrolle enthielten, mit

Hinblick auf ihre Expression untersucht (siehe Abb. 46b).
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Abbildung 46: Effekt einer CcsR1-4 Uberexpression auf die Expression potentieller Zielgene.

a) Translationsfusionen von target mRNAs mit /acZ im Plasmid pPHU16S. Der Translationsstart der
Zielgene ist durch die +1 Positionsmarkierung angezeigt. Jeweilige Basenpositionen upstream und
downstream des Translationsstarts sind durch positive und negative Nummern reprasentiert. Zusatzliche
Gene in den upstream Regionen der Translationsstarts sind in hellgrau dargestellt. Vorhergesagte
CcsR1-4 Bindestellen sind durch Pfeile dargestellt. b) Graphische Darstellung des CcsR1-4
Uberexpressions Plasmids pBCcsR1-4, das firr das in vivo Reportersystem genutzt wurde. Das Plasmid
pBBR4352 diente als Kontrollhintergrund fir die basale [(-Galaktosidaseaktivitdt durch die
Reporterplasmide. c) B-Galaktosidaseaktivitaten der translationalen /acZ Fusionen mit flhR (RSP_2591),
RSP_2876, coxL (RSP_2877), pdhB (RSP_4050), pgqA (RSP_6132) und bchN (RSP_0285). Die
Enzymaktivitdten wurden aus Zellextrakten von R. sphaeroides 2.4.1 in der exponentiellen
Wachstumsphase ermittelt, wobei eine bchN::lacZ Fusion als unspezifische Negativkotrolle diente. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standartabweichung vom Mittelwert aus drei biologischen Replikaten mit
jeweils zwei technischen Replikaten.

Bei der Messung der [p-Galaktosidaseaktivitat stellte sich heraus, dass die
Translationsfusionen fur RSP_2876, coxL und pqqA, ahnlich wie die Negativkontrolle
bchN, keine klaren Unterschiede in der Enzymaktivitat zwischen Leervektorkontrolle und
CcsR1-4 Uberexpression aufwiesen. Dies lieR darauf schlieRen, dass CcsR1-4 keinen
direkten Einfluss auf die Expression dieser Translationsfusionen hatten (siehe Abb.
46c¢). Im Gegensatz hierzu war fur die Translationsfusion mit pdhB eine schwache
Verminderung der Enzymaktivitat zu erkennen, die einen direkten oder indirekten
Einfluss von CcsR1-4 auf die Expression nahelegte (siehe Abb. 46¢c). Des Weiteren

konnte ein starker Effekt der CcsR1-4 Uberexpression auf die Expression der flhR
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Translationsfusion beobachtet werden, der eine direkte Interaktion zwischen den RNAs
indizierte (siehe Abb. 46¢). Um einen genaueren Eindruck von der Interaktion zwischen
CcsR1-4 und der flhR mRNA zu erlangen, wurde mittels NUPACK eine
Sekundarstruktur fur die Umgebung der vorhergesagten CcsR1-4 Bindestelle ermittelt
(sieche Abb. 47). Es zeigte sich, dass die mit INTARNA vorhergesagte potentielle
Bindestelle fur CcsR1-4 innerhalb einer exponierten Stammschleifenstruktur zu finden

war, die eine geringe Distanz zum ATG-Startcodon des flhR-Gens aufwies.

fIhR(RSP_2591) 5' UTR

G

U c

A A c

CG c
ACGg ce G

G_ _A G C GC
Ay €6 GC CG
s g G¢ cG GC

GC UG UA CG ++ +
5-CGGAUGACGGCGGGGAAGACGAAACGGGAGGAAGAGATG-3

Abbildung 47: Die Sekundarstruktur der fThR mRNA weist eine exponierte potentielle CcsR1-4
Bindestelle auf. Die Bindestelle (hervorgehoben in grau und Fettdruck) weist eine relative geringe
Distanz zum ATG Startcodon (hervorgehoben durch + Zeichen) auf. Ermittelt mit Hilfe von NUPACK.

Hierbei war ein grol3er Teil der Bindestelle in einem einzelstrangigen Bereich der
Stammschleife, was eine anfangliche Bindung der einzelstrangigen Bereiche der
CCUCCUCCC-Motive von CcsR1-4 an den einzelstrangigen Bereich innerhalb der

vorhergesagten Bindestelle in der flThR-mRNA vermuten liel3.

Hfq beeinflusst die FINR Expression und die Repression der Expression durch CcsR1-4

Nachdem eine Interaktion von CcsR1-4 mit der flThR mRNA gezeigt wurde und eine
maogliche Bindestelle ermittelt und dargestellt werden konnte, sollte die Interaktion
beider RNAs an dieser Bindestelle weiter analysiert werden. Hierbei stellte sich
zunachst die Frage, in wieweit die Interaktion zwischen den beiden RNAs von Hfq

abhangig ist. Da eine Bindung von CcsR1-4 an Hfq bereits gezeigt werden konnte, war
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nun Gegenstand des Interesses, ob die sSRNAs CcsR1-4 durch die Bindung an Hfq
lediglich vor einem Abbau durch RNasen beschutzt werden, oder ob Hfq zusatzlich
notwendig ist fur die Interaktion von CcsR1-4 mit der lhR mRNA. Um diese Frage zu
adressieren, wurden das CcsR1-4 Expressionsplasmid und das flhR Reporterplasmid
des in vivo Reportersystems (siehe Abb. 46a & 46b) in R. sphaeroides 2.4.1 und in eine

endogene R. sphaeroides 2.4.1 Hfq Deletionsmutante Ubertragen. Messungen der
B-Galaktosidaseaktivitat zeigten, dass in der Hfg-Deletionsmutante generell eine hdhere

B-Galaktosidaseaktivitat fur die lacZ::flhR- Fusion zu beobachten war, als im respektiven
Wildtyp (siehe Abb. 48). Zusatzlich war zu erkennen, dass auch in der Hfg-
Deletionsmutante eine tendenzielle Verminderung der (-Galaktosidaseaktivitat durch
konstitutive CcsR1-4 Uberexpression detektierbar war (siehe Abb. 48). Hieraus lieR sich
vermuten, dass eine Interaktion zwischen den CcsR RNAs und der flhR mRNA auch
unabhangig von Hfq stattfinden konnte. Dieses konnte im Folgenden durch Experimente

in vitro belegt werden (vgl. Abb. 51)
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Abbildung 48: Einfluss von Hfq auf die CcsR1-4 Interaktion mit der flhR mRNA. (-
Galaktosidaseaktivitat einer translationalen /acZ Fusion mit flhR (RSP_2591) in R. sphaeroides 2.4.1 und
einer endogenen Hfg Deletionsmutante im Vergleich zu den entsprechenden Leervektorkontrollen. Die
Enzymaktivitdten wurden aus Zellextrakten von Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase ermittelt.
Die Fehlerbalken repasentieren die Standartabweichung vom Mittelwert aus drei biologischen Replikaten
mit jeweils zwei technischen Replikaten (*: p<0,05).
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Eine Mutation in der CcsR1-4 Bindestelle der flhR mRNA inhibiert die Interaktion mit
CcsR1

Zusatzlich zur Frage nach einer Beteiligung von Hfq an der Interaktion zwischen

CcsR1-4 und der flhR mRNA stellte sich die Frage nach den beteiligten Basen an der
Interaktion. Um dieses naher zu analysieren, wurde im flhR::lacZ-Reporterplasmid ein
drei Basen GGA-Motiv im einzelstrangigen Bereich der vorhergesagten Bindestelle

mittels gerichteter Mutagenese durch ein CCT-Motiv ausgetauscht (siehe Abb. 46a &

Abb. 49).
flhR
mut3 CCT
. A
*
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U C
A A C
CG C
ACGG GG G
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GC UG UA CcG + + +
5-CGGAUGACGGCGGGGAAGACGAAACGGGAGGAAGAGATG-3

Abbildung 49: Mutation innerhalb der CcsR1-4 Bindestelle der flhR mRNA. Die Bindestelle
(hervorgehoben in grau und Fettdruck) weist eine relative geringe Distanz zum ATG Startcodon
(hervorgehoben durch + Zeichen) auf. Das durch ein CCT Motiv ersetzte GGA Motiv ist durch Sternchen
markiert. Ermittelt mit Hilfe von NUPACK.

Ebenso wurde im CcsR1-4 Uberexpressionsplasmid pBCcsR1-4 innerhalb des
bindenden CCUCCUCC-Motivs von CcsR1 eine kompensatorische Mutation
eingebracht. AbschlieRend wurde in R. sphaeroides 2.4.1 die B-Galaktosidaseaktivitat
des flhR::lacZ Reporterplasmids mit der Aktivitat des mutierten Reporterplasmids
verglichen und vor dem Hintergrund einer CcsR1-4 Uberexpression und einer
kompensatorischen Mutation von CcsR1 untersucht (siehe Abb. 50). Hierbei zeigte sich
zunachst, dass die Mutation des flhR-Reporterplasmids zu einer verminderten
B-Galaktosidaseaktivitat im Vergleich zum nicht mutierten flhR-Reporterplasmid fuhrte

(siehe Abb. 50).
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Abbildung 50: Einfluss einer Mutation innerhalb der 5° UTR der flThR mRNA auf die Interaktion mit
CcsR1-4. (-Galaktosidaseaktivitdten von translationalen lacZ Fusionen mit flhR (RSP_2591) und
mutiertem fIhR (siehe Abb. 49). Die Enzymaktivitaten wurden aus Zellextrakten von R. sphaeroides 2.4.1
in der exponentiellen Wachstumsphase entweder mit dem Plasmid pBCcsR1-4 oder mit dem Plasmid
pBCcsR1,u3-4 ermittelt. Ein Zellextrakt aus R. sphaeroides 2.4.1 in der exponentiellen Wachstumsphase
mit dem Plasmid pBBR4352 diente als Kontrollhintergrund fur die B-Galaktosidaseaktivitat. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standartabweichung vom Mittelwert aus drei biologischen Replikaten mit
jeweils zwei technischen Replikaten.

Zusétzlich war zu erkennen, dass der beobachtete Effekt einer CcsR1-4 Uberexpression
auf die Expression des flhR::lacZ Reporterplasmids durch die Mutation innerhalb der
CcsR1-4 Bindestelle gestort wurde, da keine signifikante Unterschiede der Expression
zwischen CcsR1-4 Uberexpression und respektiver Leervektorkontrolle zu beobachten
waren und tendenziell sogar ein Anstieg der B-Galaktosidaseaktivitat zu beobachten war
(siehe Abb. 50). Eine kompensatorische Mutation von CcsR1 fuhrte allerdings nicht zu
einem kompensatorischen Effekt auf die Anderung der B-Galaktosidaseaktivitét.
Entsprechend stellte sich anschlieRend die Frage, ob die untersuchte Interaktion
moglicherweise noch durch weitere Faktoren beinflusst wird und deshalb eine
kompensatorische Mutation von CcsR1 nicht den erwarteten Effekt zeigte. In diesem
Zusammenhang stellte sich die Frage, ob ein Zusammenspiel aller vier sSRNAs bendtigt
wird fur eine Regulation der flhR mRNA und folglich eine kompensatorische Mutation

von CcsR1 nicht ausreichend ist, um einen kompensatorischen Effekt zu erreichen.
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CcsR1 interagiert in vitro unabhangig von Hfg mit der iIhR (RSP 2591) - mRNA

Um zu klaren, ob weitere unbekannte Partner fur die Interaktion zwischen den CcsR1-4
und der flhR mRNA noétig sind, wurde ein EMSA (Electrophretic Mobility Shift Assay)
durchgeflhrt und die Interaktion von CcsR1 mit der flThR mRNA in vitro untersucht.
Hierfir wurden CcsR1 und die Kontroll-sRNA PcrZ in einer in vitro Transkription
radioaktiv markiert und mit in vitro -Transkripten von flhR, einer in der CcsR1-4
Bindestelle mutierten Version von flhR (siehe Abb. 49) und der Kontroll-mRNA fir bchN
inkubiert. Es zeigte sich, dass CcsR1 bei Inkubation mit den fIhR eine dosisabhangige
Veranderung in der Migration durch ein Gel aufwies, was eine direkte Interaktion beider

mMRNAs indizierte (siehe Abb. 51).

CCSR1 Pcrz
R of T «
= Qo %

Abbildung 51: CcsR1 interagiert in vitro mit der fThR mRNA. Dargestellt sind die Ergebnisse eines
Electro mobility shift assays fur CcsR1 mit einem 177 nt flhR-mRNA Fragment mit der vorhergesagten
CcsR1 Bindestelle, mit einem durch Basenaustausch in der Bindestelle mutierten 177 nt flhR mRNA
Fragment und einem bchN mRNA Kontrollfragment. 250 fmol CcsR1 wurden hierbei entweder mit 25
fmol, 250 fmol oder 2500 fmol des flhR Fragments, sowie mit 2500 fmol des mutierten flhR Fragments
oder mit 2500 fmol des bchN Fragments inkubiert. Zusatzlich wurden 250 fmol PcrZ mit 2500 fmol des
flnR Fragments inkubiert. Anderung im Migrationsverhalten im Gel waren nur fir CcsR1 mit dem flhR
Fragment und dem mutierten flhr Fragment zu beobachten (*), wobei fir das flhnR Fragment eine
dosisabhangige Steigerung dieser Anderung im Migrationsverhalten zu beobachten ist. Im Vergleich
hierzu sind fir die Kontrollen keine solche Anderungen zu beobachten.
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Zusatzlich zeigte sich, dass trotz einer Mutation der flhR mRNA innerhalb der
Bindestelle bei einer Inkubation mit CcsR1 eine vergleichbare Anderung der Migration
von CcsR1 im Gel zu beobachten war. Im Gegensatz hierzu zeigten eine Inkubation von
CcsR1 mit der bchN mRNA und eine Inkubation von PcrZ mit der flhR mRNA keinen
Effekt (siehe Abb. 51). Dies bedeutete, dass CcsR1 zumindest in vitro unabhangig von
anderen Faktoren mit der flThR mRNA interagieren kann. Zusatzlich lie} sich erkennen,
dass eine drei Basen Mutation innerhalb des Bindemotivs der flhR mRNA nicht
ausreichte, um die Interaktion mit CcsR1 in vitro zu unterbinden. Hieraus liel sich
mutmalen, dass die genutzte Mutation innerhalb der flThR-mRNA entweder einen
starken Effekt auf die Ribosomenbindestelle hatte und so einen CcsR1-4-Effekt auf die
Translation storte oder, dass fur die Bindung zwischen CcsR1 und der flhR-mRNA
wenige Basen ausreichend waren, jedoch flr einen Effekt auf die Translation die

mutierten Basen bendtigt wurden.

Ein Zusammenspiel von CcsR1-4 wird bendétigt fir eine uneingeschrankte Repression
der FIhR Expression

Da in den durchgefuhrten Untersuchungen nur gezeigt werden konnte, dass CcsR1-4 in
vivo gemeinsam einen Effekt auf die Expression der flThR mRNA haben und CcsR1 mit
dieser mRNA in vitro interagiert, blieb die Frage zu klaren, ob ein Zusammenspiel der
CcsR RNAs CcsR1-4 notig ist oder ob einzelne CcsR RNAs ausreichend sind, um die
FIhR Expression zu reprimieren. Um dies zu untersuchen, wurden fur das bereits
genutzte in vivo Reportersystem Plasmide erstellt, die einzelne CcsR RNAs oder
verschiedene Kombinationen der CcsR-RNAs unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA
Promotors exprimierten (siehe Abb. 52). Diese Plasmide wurden in den R. sphaeroides

2.4.1 Stamm Ubertragen, der das flhR::lacZ Reporterplasmid trug (siehe Abb. 46a).
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Abbildung 52: Graphische Darstellung der CcsR-RNA Uberexpressions Plasmide pBCcsR1,
pBCcsR2, pBCcsR3, pBCcsR1+2, pBCcsR1-3 und pBCcsR1-4, die fir das in vivo Reportersystem
genutzt wurden. Das Plasmid pBBR4352 diente als Kontrollhintergrund fir die basale -
Galaktosidaseaktivitat durch die Reporterplasmide.
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Abbildung 53: CcsR1-4 werden benétigt fiir eine effektive Repression der Expression der flhR
mRNA. [(-Galaktosidaseaktivititen einer translationalen /acZ Fusion mit flhR (RSP_2591). Die
Enzymaktivitditen wurden aus Zellextrakten von R. sphaeroides 2.4.1 mit verschiedenen CcsR-RNA
Uberexpressionsplasmiden in der exponentiellen Wachstumsphase ermittelt. Die Fehlerbalken
reprasentieren die Standartabweichung vom Mittelwert aus drei biologischen Replikaten mit jeweils zwei
technischen Replikaten. Eine durchgezogene Verbidungsklammer indiziert einen signifikanten
Unterschied in der B-Galaktosidaseaktivitat (p<0,05).
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Eine Messung der B-Galaktosidaseaktivitat im Vergleich zu einem Reporterplasmid
zeigte, dass CcsR1-4, wie bereits beschrieben, die Expression des flhR:lacZ
Reporterplasmids hemmen (siehe Abb. 53). Dartber hinaus war fur die einzeln
exprimierten CcsR RNAs und fur die nicht vollstandigen Kombinationen von CcsR-RNAs
entweder nur ein schwacherer Effekt auf die flThR Expression vorhanden oder es war
keine signifikante Anderung in der Expression der flhR::lacZ Fusion zu beobachten.
Daraus konnte abgeleitet werden, dass alle vier sRNAs CcsR1-4 vorhanden sein

mussen, um einen vollstandigen Effekt auf die flhR Expression zu entfalten.

Fir eine volle Induktion einer Resistenz gegenuber oxidativem Stress werden alle CcsR
RNA benotigt.

Um abzugleichen, ob auch die Induktion einer Resistenz gegen oxidativen Stress, wie

sie fur eine Uberexpression fiir CcsR1-4 beobachtet wurde, abhangig ist von der Anzahl
der exprimierten CcsR RNAs, wurden verschiedene CcsR Uberexpressionsplasmide in

pRK415 erstellt.

D e ——— DR K415
P 165 RN
p pRCcsR1
16S rRN
P — pRCCsR2
16S rRN
pRCcsR1+2
P 16S rRN
pRCcsR1-3
P 16S rRNA
ORGEE) PRCGSR1-4

Abbildung 54: Graphische Darstellung der CcsR-RNA Uberexpressions Plasmide pRCcsR1,
pRCcsR2, pRCcsR1+2, pRCcsR1-3 und pRCcsR1-4, die flir Hemmhoftests zur Bestimmung der
Resistenz gegen oxidativen Stress genutzt wurden. Das Plasmid pRK415 diente als Kontrollhintergrund
fur die Resistenz von R. sphaeroides 2.4.1 gegen oxidativen Stress.
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Abbildung 55: Eine Uberexpression von CcsR RNAs fiihrt zu einer erhéhten Resistenz gegeniiber
oxidativem Stress. Dargestellt sind die Ergebnisse von Hemmhoftests mit R. sphaeroides 2.4.1 mit den
CcsR-Uberexpressionsplasmiden pRCcsR1, pRCcsR2, pRCcsR3, pRCcsR1+2, pRCcsR1-3 oder
pRCcsR1-4, zur Bestimmung der Resistenz gegen oxidativen Stress durch organische Peroxide (700 mM
tBOOH) a) und durch Superoxid (200 mM Paraquat) b). Das Plasmid pRK415 diente jeweils als
Kontrollhintergrund fiir die Resistenz von R. sphaeroides 2.4.1 gegen oxidativen Stress (Messung
durchgefiihrt und Daten bereitgestellt von Tao Peng).

Hierfur wurde der RSP_4352 16S rRNA Promotor zur Expression einzelner oder
mehrerer CcsR RNAs genutzt (siehe Abb. 54). Es zeigte sich, dass die Expression
einzelner CcsR RNAs zu einer schwachen Induktion der Resistenz gegenuber
oxidativem Stress durch Superoxid (200mM Paraquat) und durch organische Peroxide
(700mM tBOOH) fuhrte (siehe Abb. 55; Messung durchgefuhrt und Daten bereitgestellt
von Tao Peng). Hierbei ist insbesondere fir die Resistenz gegenlber Superoxid eine
Korrelation zwischen der Anzahl an CcsR RNAs und der Resistenz zu erkennen.
Hieraus lasst sich ableiten, dass die CcsR RNAs gemeinsam in der Abwehr gegen

oxidativen Stress wirken.

3.4.3 Charakterisierung einer FIhR Deletionsmutante mit Hinblick auf CcsR1-4

Da festgestellt werden konnte, dass die CcsR RNAs einen Einfluss auf die Expression
von FIhR nehmen und eine Resistenz gegenuber oxidativem Stress induzieren, stellte
sich die Frage nach einer mdglichen Verbindung von FIhR zur oxidativen Stressantwort.

Hierbei war von besonderem Interesse, inwieweit beobachtete Effekte von CcsR1-4 auf

-80 -



Ergebnisse

die Expression von verschiedenen Genen, die Modulation des Glutathionpools und die
Resistenz gegentber organischen Peroxiden durch FIhR beeinflusst waren. Um dies zu
ermitteln wurde eine R. sphaeroides 2.4.1 flhR Deletionsmutante erstellt und danach in
enger Zusammenarbeit mit Tao Peng, der fur diese Charakterisierung die Messungen
durchgeflhrt hat, mit Hilfe verschiedener molekularbiologischer und mikrobiologischer

Methoden untersucht.

Eine flhR Deletion fiihrt zu einem Verlust des CcsR1-4 Effekts auf den zelluldren
Glutathionpool

Es konnte ermittelt werden, dass eine Uberexpression von CcsR1-4 in R. sphaeroides
241 im Vergleich zu einer Leervektorkontrolle zu einem Anstieg im zellularen
Glutathiongehalt fohrt. Um den Einfluss von FIhR zu udberprifen, wurde diese
Untersuchung in der R. sphaeroides flhR Deletionsmutante wiederholt, wobei wieder
eine Uberexpression von CcsR1-4 mit der entsprechenden Leervektorkontrolle
verglichen wurde. Hierbei zeigte sich, dass das =zellulare Glutathionlevel in der
R. sphaeroides flhR Deletionsmutante minimal hoher, jedoch vergleichbar ist mit dem

Glutathionlevel des R. sphaeroides 2.4.1 Wildtyps (siehe Abb. 56).
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Abbildung 56: Eine Deletion von flhR fiihrt zu einem Verlust des Effekts einer Uberexpression von
CcsR1-4 auf den zellularen Glutathionpool. Dargestellt sind die Ergebnisse einer Bestimmung der
intrazellulédren Glutathionkonzentration bei CcsR1-4 Uberexpression in R. sphaeroides 2.4.1 und in einer
endogenen flhR Deletionsmutante. Das Plasmid pRCcsR1-4 wurde fiir die CcsR1-4 Uberexpression
genutzt, wahrend das Plasmid pRK415 als Leervektorkontrolle zur Bestimmung des Glutathiongehalts
ohne CcsR1-4 Uberexpression genutzt wurde Messung durchgefiihrt und Daten bereitgestellt von Tao
Peng).
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Zusatzlich war zu beobachten, dass der Einfluss von CcsR1-4 auf den intrazellularen
Glutathionpool in der FIhR Deletionsmutante nicht detektierbar war (siehe Abb. 56). Dies
lied darauf schliel3en, dass fur eine Modulation des intrazellularen Glutathionpools durch
CcsR1-4 die Interaktion der sRNAs mit der flThR mRNA bendétigt wird, jedoch nicht

ausschliel3lich das Expressionslevel von FIhR Grundlage dieser Beobachtung ist.

Eine flhR Deletion fihrt zu einem Verlust des CcsR1-4 Effekts auf die Resistenz gegen
oxidativen Stress

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Einfluss von CcsR1-4 auf den zellularen
Glutathionpool in einer flhR Deletionsmutante nicht mehr zu beobachten war, stellte sich
die Frage, inwiefern eine Induktion von Resistenz gegenuber oxidativem Stress durch
die sRNAs CcsR1-4 in dieser Deletionsmutante noch moglich ist. Um dies zu
untersuchen, wurden der flr die Bestimmung des zellularen Glutathions genutzte
R. sphaeroides 2.4.1 Wildtyp und die erstellte endogene flhR Deletionsmutante, jeweils
mit dem CcsR1-4 Expressionsplasmid pRCcsR1-4 oder mit der entsprechenden
Leervektorkontrolle pRK415, in Hemmhoftests auf ihre Resistenz gegen organische
Peroxide getestet. Es stellte sich dabei heraus, dass eine CcsR1-4 Uberexpression, wie
bereits beschrieben, in R. sphaeroides 2.4.1 zu einer erhdhten Resistenz fuhrte (siehe
Abb. 57). Im Vergleich zeigte die Leervektorkontrolle fir die R. sphaeroides 2.4.1 fIhR
Deletionsmutante eine ahnliche Resistenz gegenuber organischen Peroxiden wie die
entsprechende Leervektorkontrolle im Wildtyp. Eine Uberexpression von CcsR1-4 fiihrte
in der flhR Deletionsmutante aber im Gegensatz zum Wildtyp nicht zu einer erhdhten
Resistenz gegen organische Peroxide (siehe Abb. 57). Hieraus lie® sich schlie3en, dass
eine Modulation der Expression von FIhR durch CcsR1-4 nétig ist, um eine Resistenz

gegen oxidativen Stress zu induzieren.
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Abbildung 57: Eine Uberexpression von CcsR RNAs fiihrt zu einer erhéhten Resistenz gegeniiber
oxidativem Stress, wahrend eine Deletion des flhR Gens diesen Effekt revidiert. Dargestellt sind die
Ergebnisse von Hemmhoftests mit R. sphaeroides 2.4.1 und einer endogenen flhR Deletionsmutante mit
dem CcsR1-4-Uberexpressionsplasmid pRCcsR1-4 zur Bestimmung der Resistenz gegen oxidativen
Stress durch organische Peroxide (700mM tBOOH). Das Plasmid pRK415 diente als Leervektorkontrolle
um einen Kontrollhintergrund fiir die Resistenz der getesteten Stamme gegen oxidativen Stress zu
bestimmen (Messung durchgeflihrt und Daten bereitgestellt von Tao Peng).

Verschiedene Gene mit verminderter Expression bei CcsR1-4 Uberexpression zeigen
eine FIhR-Abhangigkeit

Da gezeigt werden konnte, dass physiologische Effekte einer CcsR1-4 Uberexpression

in R. sphaeroides 2.4.1 in einem endogenen flhR Deletionsstamm weder auf Grund der
flhR Deletion auftraten, noch durch eine CcsR1-4 Expression induziert wurden, stellte
sich die Frage nach der zellularen Grundlage dieser Beobachtungen. Um diese Frage
zu adressieren, wurde mittels quantitativer RT-PCR die Expression ausgewahiter Gene
untersucht. Hierbei wurden R. sphaeroides 2.4.1 mit konstituiver CcsR1-4
Uberexpression von einem Plasmid, R. sphaeroides 2.4.1 mit konstitutiver flhR
Uberexpression von einem Plasmid, ein flhR-Deletionsstamm mit dem Leerplasmid
pRK415 und ein flhR-Deletionsstamm mit konstitutiver flhR Uberexpression von einem
Plasmid mit einer entsprechenden R. sphaeroides 2.4.1 Leervektorkontrolle verglichen.
Bei den fur diese Analyse ausgewahlten Genen handelte es sich um Gene mit
Verbindung zum C1-Metabolismus und zum Pyruvatdehydrogenase-Komplex, die in den
vorhergehenden Untersuchungen eine veranderte Expression bei CcsR1-4

Uberexpression von einem Plasmid zeigten.
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Es stellte sich heraus, dass die mRNAs fur adhl, cycB, xoxJ pdhB, und coxL im
R. sphaeroides Stamm mit einer CcsR1-4 Uberexpression und in der flhR
Deletionsmutante eine verminderte Expression zeigten, wahrend aus einer flhR

Uberexpression erhohte mRNA Level dieser Gene resultierten (siehe Abb. 58).
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Abbildung 58: Expression ausgewdahlter Gene des C1-Metabolismus und des
Pyruvatdehydrogenase-Komplexes. Die dargestellten Anderungen der Expression wurden mittels qRT-
PCR von Proben aus R. sphaeroides 2.4.1 mit konstitutiver CcsR1-4 Uberexpression, R. sphaeroides
2.4.1 mit konstitutiver flhnR Uberexpression, einem endogenen R. sphaeroides 2.4.1 fliR-Deletionsstamm
mit Leerplasmid und einem endogenen R. sphaeroides 2.4.1 flhR-Deletionsstamm mit konstitutiver flhR
Uberexpression von einem Plasmid ermittelt. R. sphaeroides 2.4.1 mit dem Leerplasmid pRK415 diente in
allen Fallen als Referenz (Messung durchgefuhrt und Daten bereitgestellt von Tao Peng). Die
Fehlerbalken beschreiben die Standartabweichung vom Mittelwert aus drei biologischen Replikaten mit
jeweils zwei technischen Replikaten. Signifikante Anderungen der Genexpression sind durch * markiert
(p=0.05).

Hieraus wurde geschlossen, dass die CcsR1-4 abhangige Repression dieser Gene
indirekt ist und Uber die Regulation der flhR mRNA realisiert ist. Im Gegensatz hierzu
zeigte die pggA mRNA nur im R. sphaeroides Stamm mit konstitutiver CcsR1-4
Uberexpression eine reprimierte Expression, wahrend eine Deletion oder
Uberexpression von flhR keinen Einfluss auf die Expression der mRNA dieses Gens
nahmen (siehe Abb. 58). Dies wurde als Hinweis darauf gesehen, dass pQQA

wahrscheinlich unabhangig von flhR durch CcsR1-4 beinflusst wird.
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Abbildung 59: Eine CcsR 1-4 Uberexpression in einer R. sphaeroides 2.4.1 flhR Deletionsmutante
reprimiert die pgqgA Expression, wahrend Gene des C1-Metabolismus und des
Pyruvatdehydrogenase-Komplexes nicht beeinflusst werden. Die dargestellten Anderungen der
Expression wurden mittels qRT-PCR von Proben aus einem R. sphaeroides 2.4.1 flhR Deletionsstamm
mit CcsR1-4 Uberexpression von einem Plasmid ermittelt. Der gleiche R. sphaeroides 2.4.1 flhR
Deletionsstamm mit dem Leerplasmid pRK415 diente als Referenz fiir die Grundexpression (Messung
durchgefiihrt und Daten bereitgestellt von Tao Peng). Die Fehlerbalken beschreiben die
Standartabweichung vom Mittelwert aus drei biologischen Replikaten mit jeweils zwei technischen
Replikaten. Signifikante Anderungen der Genexpression sind durch * markiert (p<0.05).

Um die gezogenen Ruckschlusse zu untermauern, wurde in der R. sphaeroides flhR
Deletionsmutante eine konstituive CcsR1-4 Uberexpression in Bezug auf die mRNA
Level der zuvor analysierten Gene untersucht, wobei eine entsprechende
Leervektorkontrolle als Referenz diente. Es zeigte sich, dass nur die pggA mRNA eine
verminderte Expression bei CcsR1-4 Uberexpression aufwies, wahrend fir adhl, cycB,
xoxJ pdhB, und coxL keine signifikante Anderung der Expression nachgewiesen werden
konnte (siehe Abb. 59).

3.4.4 Analyse potentieller CcsR Interaktionen mit mMRNAs mit Hinblick auf eine

potentielle Konservierung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass CcsR-RNAs in verschiedenen
Alphaproteobakterien in ahnlichen genetischen Kontexten zu finden sind und auch ein
vergleichbares Expressionsmuster beobachtet werden konnte, stellte sich die Frage, ob
auch eine Konservierung einer Funktion der sRNAs vorhanden ist. Hierbei war
einerseits von Interesse, ob die in R. sphaeroides 2.4.1 ermittelte Interaktion von

CcsR1-4 mit der flhR-mRNA in anderen Organismen mit CcsR-RNAs konserviert ist und
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andererseits, ob es Uber diese Interaktion hinaus noch weitere moglicherweise
konservierte Interaktionen mit anderen mRNAs gibt. Um diese Fragen zu adressieren,
wurden verschiedene bioinformatische Methoden angewandt. Auf der einen Seite wurde
mittels eines Zusammenspiels aus BLASTP und INTARNA-Vorhersagen halbautomatisch
nach konservierten Interaktionspartnern der CcsR-RNAs gesucht (siehe Tab. 1). Auf der
anderen Seite wurde mittels HOMOLOGYINTARNA, welches ein Vorlauferprogramm zu
CoPRARNA ist, nach konservierten Interakionen gesucht. Erganzend wurde mittels
CoPRARNA nach verschiedenen Ebenen der Konservierung gesucht (siehe Tab. 2 und
Tab. 3). Die drei bioinformatischen Vorhersagen wurden dann abschlielend
gegeneinander abgeglichen. Zusatzlich wurde ein Vergleichzu den globalen
Expressionsanalysen in Zusammenhang mit CcsR1-4 Uberexpression in R. sphaeroides
durchgefuhrt, um die Qualitat der Vorhersagen zu verstarken (siehe Abb. 60 & Abb. 61).
Die Interaktion zwischen den CcsR RNAs und der flhR mRNA ist méglicherweise
teilweise konserviert

Bei der Untersuchung von maoglichen konservierten Interaktionen der CcsR RNAs stand
zunachst die beobachtete Interaktion von CcsR1-4 mit der flThR mRNA im Vordergrund.
Hierbei stellte sich bei der Untersuchung mittels BLASTp und INTARNA zunachst
heraus, dass fur alle Organismen mit vorhergesagten CcsR-RNAs und einem ermittelten
flhR-Homolog auch eine potentielle Konservierung der Interaktion zu beobachten war,
wobei diese Interaktion innerhalb verschiedener R. sphaeroides Stamme besonders
stark ausgepragt war (siehe Tab. 1 & Anhang Tab. A4). Im Gegensatz dazu schloss
eine Untersuchung mittels HOMOLOGYINTARNA eine Konservierung der flhR Interaktion
innerhalb verschiedener Alphaproteobakterien aus (siehe Tab. 2). Die Analyse mit
CoPRARNA legte eine auf R. sphaeroides Stamme beschrankte Konservierung der

Interaktion zwischen den CcsR RNAs und der flThR mRNA nahe (siehe Tab.3).
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Tabelle 1: Vorhersage konservierter Interaktionspartner der CcsR RNAs mittels BLASTP und
INTARNA. Zusammenstellung der 25 besten Vorhersagen flr konservierte CcsR Interaktionen, sortiert
nach der durchschnitllichen INTARNA-Bewertung ( ,/NTARNA-Score“: Freie Energie einer vorhergesagten
Interaktion in INTARNA im Vergleich zu den fUnf Interaktionsvorhersagen mit der hochsten freien Energie
in einem Organismus)
Interaktionspartnern aus R. sphaeroides 2.4.1. In grau hervorgehoben sind Interaktionsvorhersagen fur
mRNAs von Genen mit Verbindung zum C1-Metabolismus, zum Glutathion-Haushalt oder zum

Pyruvatdehydrogenase-Komplex.
?

der

mittels BLASTP ermittelten Homologe zu vorhergesagten CcsR1

Pos.  IntaRNA- spha:r.oides spha’e?.roide spha:r'oides spha:'roide m(jl:/Oti Iito’:a/is denitgj‘icans denitg‘icans
Score 241 $243 2.4.9 s kD131 1021 OCh149 PD1222 Och114
1 0,79 RSP_2255 Rsﬁg;igzs Rng;Zgzg— RSKE;;’LO SMggn ig‘fllfga Pden_2005  RD1_1974
2 0,77 RSP_2591 Rsir;;;gzs Rs”;‘:;gzg- RSKBD;:LO s(')vlg';z 25271;195 Pden_2354  RD1_0879
3 0,76 RSP_0573 Rsig;;i)zs Rs”;‘:;gzg- RSKBDII:IJ SM:SZI 25?51:995 Pden_4555  RD1_2841
4 0,73 RSP_3500 ng;égzs Rsp:ﬂgzg_ RSK'géi’l—g’ sm_ltéz igg;ffa Pden 4851  RD1 3080
5 0,67 RSP_2669 RS?EZSZS RSp;‘;gzg— RSKggil—O SMICSZS ?3(331::5 Pden 4392  RD1 4120
6 0,65 RSP_1195 ngéggzs RspZ;ZEZQ_ RSKE;;’I—Z SM:EM 38221336 Pden 2585  RD1 0398
7 0,62 RSP_2365 Rsﬁgggzs Rsp?ézgw_ RSKE;?—O Sc';/s'zgz igg’;ﬁa Pden_2160  RD1_3080
8 0,62 RSP_2104 Rsﬁgg&)zs Rng%gzg— RSKZS’I—O SM;fM igg;;‘:a Pden 2253  RD1_2499
9 0,60 RSP_6132 Rsiggzgzs Rsp;:;gZS_ - sggalzz ':;g;;zga Pden_4883  RD1_1154
10 0,60 RSP_0793 Rng;;gZS Rspgzgzg_ RSK?;:LZ 53’;3';2 ':;g;;:a Pden_2362  RD1_1153
11 0,59 RSP_2872 Rsﬂﬂgzs RSp;‘;Zgzg— RSK?;i’l—l SMgfa’o 38(2)11;‘26 Pden 1089  RD1 2323
12 0,57 RSP_2876 Rsﬂuggzg RspﬁZgZS_ RSKf;:I-l SM;:M ':;cl’:::a Pden_4257  RD1_2972
13 0,54 RSP_0598 Rsﬁzé;gzs Rngggzg— R5K231§1_1 SMgfm 33251;1:6 Pden_1946  RD1_1201
14 0,53 RSP_0725 Rsr:::ZZZS Rsp;\;.;gZS_ RSKg;:I-z SM;:°7 5:)211::5 Pden_2023  RD1_1590
15 0,51 RSP_2719 Rsizggzs Rspl;;;329_ RSKS;?-I SMSCSOG igggf:a Pden 0653  RD1_2510
16 0,50 RSP_1576 Rsig:;gzs RspE;.;(S)ZS_ RSKBD;:I-Z SMZC:H 2;271::5 Pden_2208  RD1_3505
17 0,49 RSP_6040 ; RSpgéégzg— RSKE;i’l—O ; 38(1)11?:5 Pden 3687  RD1 2029
B e s IO WD ML wn MO g
19 0,48 RSP 2844 Rsﬁqggzs Rsplzi;829_ RSK'ﬁé’l—l SM:SIO F;é?;gfa Pden 4123  RD1 2754
20 0,48 RSP_3674 Rsilzggcl)ZS Rspl;i(71829_ RSKZSilj SM;;”Q iggelgfa Pden 4181  RD1_3571
21 043 RSP_3133 Rsﬁgggzs Rspgggzg_ - - r;égzlgga - RD1_1027
22 0,41 RSP_3399 Rsigéggzs RSp:éZgzg— RSKEQZ’I—?’ SM:SM 33221336 Pden 2587  RD1 0395
23 0,39 RSP_3949 RSﬁ:éngS ; RSK';;;’U‘ ; ; Pden_4244 .
W PN NS WORL SIS NS
25 0,34 RSP_2939 Rsﬁgéégzs Rsp?;;229_ RSKgslé’l—l SMggzo 33231::5 Pden_1866  RD1_3161
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Die vorhergesagte Bindestelle fUr diese Interaktion umfasste in R. sphaeroides 2.4.1
hierbei eine wesentlich langere Region von mRNA und sRNA auf und umschloss eine
Interaktion mit beiden CCUCCUCCC-Motiven der sRNA (sieche Anhang Abb. A2).
Hieraus wurde abgeleitet, dass neben einer teilweise konservierten Interaktion mit der
flIhR mRNA, die mdglicherweise beide CCUCCUCCC-Motive der sRNA umschlielit,
weitere konservierte Interaktionen der CcsR RNAs vorliegen kdonnten.

Vorhersagen mittels BLASTP und INTARNA, sowie HOMOLOGYINTARNA legen
weitere mégliche Interaktionspartner der CcsR RNAs nahe

Um madgliche weitere konservierte Interaktionen zu untersuchen, wurde einerseits in den
Ergebnissen der drei bioinformatischen Analysen nach konservierten Vorhersagen fir
MRNAs von Genen mit Verbindung zum C1-Metabolismus, zum Glutathion-Haushalt
oder zum Pyruvatdehydrogenase-Komplex gesucht (siehe Tab. 1, Tab. 2 und Tab. 3).
Auf der anderen Seite wurden die Ergebnisse der bioinformatischen Analysen
miteinander abgeglichen, um Uber potentielle Uberlappungen verschiedener
bioinformatischer Vorhersagen verlasslichere Aussagen zu bekommen. Hierbei konnten
mittels BLASTP und INTARNA die mRNAs fur das Signaltransduktionsprotein PhoB
(RSP_0573), fur die Pyroloquinolinquinon-Syntheseproteine PqgqA und PqqB
(RSP_0793 & RSP_6132), fur die Thioredoxinreduktase TrxB (RSP_1576), fir
Thioredoxin (RSP_0725) und fir die Kohlenstoffmonoxiddehydrogenase-Untereinheit
RSP_2876 als potentiell Uber R. sphaeroides 2.4.1 hinaus konservierte
Interaktionspartner der CcsR-RNAs identifiziert werden (siehe Tab. 1 und Anhang
Tab. A5, Tab. A6, Tab. A7, Tab. A8, Tab. A9 & Tab. A10). Ein Vergleich mit der
HoOMOLOGYINTARNA Vorhersage fur eine Interaktionskonservierung unterstitzte die
Vorhersagen fir die pggB-mRNA und die RSP_2876 mRNA, unterstitzte aber keine der

weiteren moglichen CcsR-Interaktionspartner (siehe Tab. 2 und Abb. 60).
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Tabelle 2: Vorhersage konservierter Interaktionspartner der CcsR RNAs mittels HOMOLOGYINTARNA
(HINTARNA). Dargestellt ist eine Zusammenstellung der 50 besten Vorhersagen fiir konservierte CcsR
Interaktionen zusammen mit den vorhergesagten Interaktionspartnern in den untersuchten Organismen.
In grau hervorgehoben sind Interaktionsvorhersagen fir mRNAs von Genen mit Verbindung zum C1-
Metabolismus, zum Glutathion-Haushalt oder zum Pyruvatdehydrogenase-Komplex.

Rang R. sphaeroides 2.4.1 R. sphaeroides ATCC 17025 R. denitrificans OCh114 P. denitrificans PD1222 S. meliloti 1021
1 RSP_2886(glgC) Rsph17025_1134(glgC) Rd1_2874(glgC) Pden_4427(glgC) SMc03923(glgC)
2 RSP_0097(smoM) Rsph17025_1686 Rd1_1717 Pden_0193 SMc04251
3 RSP_2184(betA) Rsph17025_2310 Rd1_2024(betA) Pden_1896 SMc00093(betA)
4 RSP_2363 Rsph17025_1554 Rd1_1109(idnO) Pden_3542 SMc02339
5 RSP_1195(comF) Rsph17025_2633 Rd1_0398(comF) Pden_2585 SMc02444
6 RSP_0240(pntA) Rsph17025_1582(pntA) Rd1_3319(pntA) Pden_4048(pntA) SMc03950(pntAa)
7 RSP_2663 Rsph17025_1201 Rd1_4122 Pden_4387 SMc02514
8 RSP_0579 Rsph17025_0510 Rd1_2332(acsA) Pden_4213 SMc04093(acsA1)
9 RSP_0723(ald) Rsph17025_2442 Rd1_1033(ald) Pden_1729
10 RSP_2199 Rsph17025_2293 Rd1_3969 Pden_2868 SMc02229
11 RSP_3297 Rd1_2843 Pden_3574 SMc03121
12 RSP_0007 Rsph17025_2164 Rd1_2780 Pden_0590 SMc02079
13 RSP_1145 Rsph17025_2782 Rd1_0059(mtgA) Pden_2288 SMc03883(mtgA)
14 RSP_2669 Rsph17025_1207 Rd1_4120(ugpC) Pden_4392 SMc02519
15 RSP_0099 Rsph17025_1688 Rd1_1716 Pden_0190 SMc04248
16 RSP_2872(aglF) Rsph17025_1148 Rd1_2323(aglF) SMc03062(aglF)
17 RSP_0989 Rsph17025_0235 Rd1_2212(rbcS) Pden_0504 SMc02170
18 RSP_1020(glcD) Rsph17025_0208 Rd1_0625(gl/cD) Pden_4399 SMc00832(glcD)
19 RSP_0990 Rsph17025_0234 Rd1_2213 Pden_0505 SMc02171

20 RSP_0793(pqqB) Rsph17025_0387 Rd1_1153(pqqB) Pden_2362

21 RSP_0193 Rsph17025_1452 Rd1_2853 Pden_1269 SMc01347
22 RSP_1245 Rsph17025_2682 Rd1_3703 Pden_4436 SMc03161
23 RSP_0991 Rsph17025_0233 Rd1_2214(frcR) Pden_0506 SMc02172
24 RSP_0812 Rsph17025_0368 Rd1_1179 Pden_2178 SMc01930
25 RSP_0735 Rsph17025_2453 Rd1_1601 Pden_2015 SMc00714
26 RSP_2876 Rsph17025_1144 Rd1_2972(coxM) SMc03103
27 RSP_0931(ialA) Rsph17025_2984 Rd1_0960 Pden_2509 SMc03785(ialA)
28 RSP_0418 Rsph17025_2342 Rd1_2526 Pden_3981 SMc01366
29 RSP_2257 Rsph17025_2239 Rd1_2877(frk) Pden_2946 SMc02164(frk)
30 RSP_3500 Rd1_3080 SMc02324
31 RSP_1838 Rsph17025_0627 Rd1_2152 Pden_3621 SMc01013
32 RSP_2873(aglE) Rsph17025_1147 Rd1_2322(aglE) SMc03061(aglE)
33 RSP_2279 Rsph17025_2217 Rd1_0702 Pden_0048

34 RSP_0688 Rsph17025_0542 Rd1_1278(dacA) Pden_1757 SMc00996
35 RSP_2275 Rsph17025_2221 Rd1_0708 Pden_0052

36 RSP_0366 Rsph17025_0875 Rd1_1912(purA) Pden_0603 SMc00643(purA)
37 RSP_0629 Rsph17025_0596 Rd1_1074 Pden_2128 SMc01558
38 RSP_0247 Rsph17025_2020 Rd1_1747 Pden_0731 SMc02558
39 RSP_2255 Rsph17025_2241 Rd1_1974(/cfA) Pden_2005

40 RSP_2727 Rsph17025_2076 Rd1_3176 Pden_3945 SMc00736
41 RSP_1078(fdsG) Rsph17025_2855 Pden_2858 SMc02524(fdsG)
42 RSP_2582 Rsph17025_1941 Rd1_0898 Pden_0026

43 RSP_0708 Rsph17025_0522 Rd1_1259 SMc02903
44 RSP_0140(rpsR) Rsph17025_1351(rpsR) Rd1_3044(rpsR) Pden_0890(rpsR) SMc00567(rpsR)
45 RSP_1081(fdsC) Rsph17025_2852 Rd1_3410(fdhD) Pden_2855 SMc03085(fdsC)
46 RSP_2846 Rsph17025_1496 Rd1_2751 Pden_4003 SMc00133
47 RSP_2193(gcvT) Rsph17025_2299(gcvT) Rd1_1222(gcevT) Pden_2348 SMc02047(gcvT)
48 RSP_2244 Rd1_3559 Pden_1885 SMc02391
49 RSP_1841 Rsph17025_0630 Rd1_1934(isp2) Pden_4299 SMc03853
50 RSP_1834 Rsph17025_0623 Rd1_2144 SMc03970
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Eine eingehende bioinformatische Analyse mittels CopraRNA zeigt mégliche

Stufen der Konservierung

Uber die beschriebenen Untersuchungen hinaus wurde mittels einer COPRARNA-
Analyse mit Organismen, die eine nachweisliche CcsR-RNA Expression aufwiesen und
das fur R. sphaeroides beobachtete CcsR-Expressionsmuster zeigten, ermittelt, dass es
madglicherweise verschiedene Ebenen der Konservierung von CcsR-Interaktionspartnern
gibt. So konnte ermittelt werden, dass fur die Thioredoxin-mRNA (RSP_0725), fur die
ABC-Transporter Untereinheit RSP_2582 und fir die Maltosetransporteruntereinheit
AglF (RSP_2872) eine Konservierung innerhalb aller Organismen mit CcsR Homologen
moglich sein konnte, wahrend fur catR (RSP_0794) eine Konservierung innerhalb des
Genus Rhodobacter denkbar ist. Fur flhR (RSP_2591) wurde, wie bereits beschrieben,
ebenso wie fir pdhB (RSP_4050) eine moglicherweise auf R. sphaeroides beschrankte

Konservierung der Interaktion mit den CcsR-RNAs nahegelegt (siehe Tab. 3).

%
*RSP_0793 7, &
PR . Y &
Pyrroloquinolinquinon Syntheseprotein PqqB P Oc),/ Q\QVTQ}\) o
*RSP_2876 A 2N FURS &
Kohlenstoffmonoxiddehydrogenase mittlere % B2 C AN
o x 2 © 0 r & &
Untereinheit %, v 2 NS
RSP_2255 2 & €0
2 40 21 S &
RSP_3500 v &
RSP_2669 qf’Q
RSP_1195 ‘ \> 6 3
RSP_2279 R 2
RSP_1078 14 0
- 0 / RSP_2582
RSP_2872
*RSP_2591 > 3 0
(Transkriptionsaktivator FIhR) A .
RSP_0488 R§P_072_5 _ . _
RSP_3133 0 Thioredoxin, Thiosulfidaustauschprotein

Abbildung 60: Vergleich bioinformatischer Vorhersagen fiir konservierte Interaktionen von CcsR-
RNAs aus verschiedenen Alphaproteobakterien. Gezeigt ist die Ubereinstimmung zwischen
verschiedenen bioinformatischen Suchen nach konservierten CcsR-RNA Interaktionspartnern.
Berlicksichtigt wurden die Ergebnisse einer Suche mittels BLASTP und INTARNA, einer Suche mittels
HOMOLOGYINTARNA und zweier Analysen mittels COPRARNA.
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Tabelle 3: Vorhersage konservierter Interaktionspartner der CcsR RNAs mittels COPRARNA.
Zusammenstellung konservierter Interaktionen innerhalb der Alphaproteobakterien, innerhalb des Genus
Rhodobacter und innerhalb der Art Rhodobacter sphaeroides. Berlicksichtigt wurden jeweils die 40 besten
Vorhersagen fir konservierte CcsR Interaktionen pro Vorhersage, In grau hervorgehoben sind
Interaktionsvorhersagen fliir mMRNAs von Genen mit Verbindung zum C1-Metabolismus, zum Glutathion-
Haushalt oder zum Pyruvatdehydrogenase-Komplex.

Rang CopraRNA
Rhizobiales &
Gen R. sphaeroides 2.4.1 Funktion Rhodobacterales  Rhodobacter  R: sphaeroides
Mogliche Konservierung zwischen
Rhodobacterales und Rhizobiales
RSP_2872 (aglF) alpha-glucoside A.BC transporter inner 15 2 3
membrane protein AglF
RSP_0725 thioredoxin 25 2 2
amino acid/amide ABC transporter
e substmte—tgnding protein, H:\,AT family 26 6 ?
Mogliche Konservierung in Rhodobacter
RSP_0171 response regulator receiver protein 5 13
RSP_1599 AMP-binding protein 8 19
RSP_0794 (catR) LysR family transcriptional regulator 37 21
Mogliche Konservierung innerhalb von
Rhodobacter sphaeroides
RSP_0488 (uxaC) glucuronate isomerase 1
RSP_2872 (aglF) alpha-glucoside ABC transporter inner 3
membrane protein AglF
RSP_0928 hypothetical protein 4
RSP_3133 hypothetical protein 5
RSP_0649 (thiM) hydoxyethylthiazole kinase 6
RSP_2279 long chain acyl-CoA synthetase 7
RSP_2591 (flhR) LuxR family transcriptional regulator 8
RSP_1134 (Dxs) i};g:;;(:;D-xylu/ose-&phosphate 10
RSP_3732 sugar.ABC transporter substrate-binding 12
protein
RSP_2205 hypothetical protein 14
RSP_3094 transmembrane anti-sigma factor 15
RSP_1691 (etfB) electron transfer flavoprotein subunit 18
beta
RSP_0768 LuxR family transcriptional regulator 20
RSP_6079 hypothetical protein 22
RSP 1249 ribose A?C ?ransport'er periplasmic 23
- solute-binding protein
RSP_3177 (fabB) 3-oxoacyl-ACP synthase 24
RSP_2972 hypothetical protein 25
RSP_0357 HfIK protein 27
rotein AppA antirepressor of ppsR
RSP_1565 (appA) fensor of‘Z/’ue light P Toe 2
RSP_1078 (fdsG) formate dehydrogenase subunit gagmma 30
RSP_2947 glutamate racemase 32
RSP_2749 P4 family integrase 34
RSP_1277 hypothetical protein 36
RSP_2544 protein-L-isoaspartate O- 37
methyltransferase
RSP_0586 (nadD) nicotinic acid mononucleotide 18
adenylyltransferase
branched-chain alpha-keto acid
Rees ialipd dehydrogenase su’lJzunit E2 39
RSP_3442 2-hydroxyacid dehydrogenase 40
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Ein Abgleich mit den weiteren bioinformatischen Vorhersagen zeigte fur die Thioredoxin-
und fIhR-mRNAs eine Ubereinstimmung mit der Suche mittels BLASTP und INTARNA,
wahrend keine Ubereinstimmung mit HOMOLOGYINTARNA fiir mRNAs von Genen mit
Verbindung zum  C1-Metabolismus, zum  Glutathion-Haushalt oder zum
Pyruvatdehydrogenase-Komplex ermittelt werden konnte (siehe Abb. 60). Zusatzlich
konnte fiir den Maltosetransporter AgIF eine Ubereinstimmung zwischen der Suche
mittels BLASTP und INTARNA gezeigt werden, wahrend fur den ABC-Transporter
RSP_2582 eine Ubereinstimmung zwischen COPRARNA und HOMOLOGYINTARNA

beobachtet werden konnte.

Ein Vergleich der bioinformatischen Vorhersagen mit Expressionsdaten zeigt

bereits bekannte potentielle Interaktionspartner

CoPRARNA Proteom

+ Transkriptom
Homology INTARNA In vivo Reportersystem
+

BLASTP & INTARNA

RSP_2591
RSP_4050
RSP_2876
RSP_6132

Abbildung 61: Vergleich bioinformatischer Vorhersagen fiir konservierte Interaktionen von CcsR-
RNAs aus verschiedenen Alphaproteobakterien mit Expressionsstudien in R. sphaeroides. Gezeigt
ist die Ubereinstimmung zwischen verschiedenen bioinformatischen Suchen nach konservierten CcsR-
RNA Interaktionspartnern mit den Ergebnissen verschiedener Expressionsstudien unter CcsR1-4
Uberexpression in R. sphaeroides 2.4.1.

Um weitere mogliche konservierte Interaktionspartner der CcsR-RNAs zu ermitteln, die
unabhangig von C1-Metabolismus, Glutathion-Haushalt oder Pyruvatdehydrogenase-
Komplex einzuordnen sind, wurden die zusammengefassten Daten der verschiedenen

Expressionsanalysen in R. sphaeroides mit den zusammengefassten bioinformatischen
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Vorhersagen konservierter CcsR-RNA Interaktionspartner kombiniert. Hierbei zeigte
sich, dass lediglich fur die bereits fur CcsR1-4 in R. sphaeroides 2.4.1 analysierten
potentiellen Interaktionspartner flhR (RSP_2591), pdhB (RSP_4050), pqqA (RSP_6132)
und RSP_2876 eine Ubereinstimmung zwischen bioinformatischen Vorhersagen und

den Expressionsanalysen vorlag (siehe Abb. 61).
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4 Diskussion

Betrachtet man die verschiedenen bioinformatischen und molekulabiologisch-
biochemischen Befunde zu den CcsR-RNAs aus R. sphaeroides 2.4.1 unter
Berucksichtigung der Befunde in anderen Alphaproteobakterien, so ergibt sich zunachst
das Bild von mehreren homologen sRNAs, die abhangig von Hitzestress und oxidativem
Stress zuzsammen mit dem Gen fur CcaF1 transkribiert werden. Hierbei nehmen die
Sigmafaktoren RpoH; und RpoH, sowie moglicherweise der globale Regulator PrrA,

Einfluss auf die Expression der sRNAs (siehe Abb. 62).
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in R. spaeroides 2.4.1
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Abbildung 62: Schematische Darstellung der Regulation der CcsR RNAs in R. sphaeroides 2.4.1:
Dargestellt ist die Regulation der CcsR-RNAs durch oxidativen Stress und den globalen Regulator PrrA,
sowie die Prozessierung der sRNAs und folgende Regulation durch die sRNAs.

Nach der Transkription des polycistronischen Transkripts erfolgt eine Prozessierung der
einzelnen CcsR-RNAs unter Beteiligung von RNase E. Im Anschluss wirken die

prozessierten CcsR-RNAs unter Interaktion mit Hfg und mdglicherweise CcaF1 auf
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verschiedene mRNAs, deren Expression reprimiert wird (siehe Abb. 62). Hierbei scheint
eine Feinjustierung von Redoxprozessen innerhalb von Energiemetabolismus und
Glutathion-abhangiger Formaldehydentgiftung eine zentrale Funktion der CcsR-RNAs

ZU sein.

4.1 Analyse der RpoH,/RpoH, abhangigen Expression und RNase E-
abhangigen Prozessierung der CcsR-RNAs aus R. sphaeroides 2.4.1

Die CcsR-RNAs CcsR1-4 in R. sphaeroides konnten im Rahmen einer Suche nach
hochabundanten und nach durch (photo-)oxidativen Stress induzierten sRNAs unter
dem Namen RSs0680a-d zuerst beschrieben werden und konnten bereits kurze Zeit
spater den Hfg-bindenen sRNAs zugeordnet werden werden (Berghoff et al. 2009;
Berghoff et al. 2011). Die flr die CcsR-RNAs beobachtete Cotranskription mehrerer
homologer sRNA stellt keine exklusive Besonderheit dieser sRNAs dar. So wurden
unter anderem bereits cotranskribierte Duplikate von sRNAs in Pseudomonas
aeruginosa und in Erwinia carotovora beschrieben (Wilderman et al. 2004; Fienran et al.
2009). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass CcsR1-4 in der 3° UTR von ccaf1
(RSP_6037) lokalisiert sind. Eine Lokalisierung von sRNAs in UTRs und insbesondere
3‘ UTRs von Protein-codierenden Genen ist eine haufig wiederkehrende Beobachtung
und es konnten zum Beispiel auch in E. coli und Salmonella typhimurium bereits sSRNAs
in UTRs nachgewiesen werden (Miyakoshi et al. 2015; Chao et al. 2012; Kawano et al.
2005). Die Expression von CcsR1-4 ist in R. sphaeroides 2.4.1 gesteuert durch einen
RpoH, und RpoH,; abhangigen Promotor. Im Rahmen dieser Arbeit und weiterer Studien
konnte gezeigt werden, dass dieser Promotor wahrscheinlich unter vielen
verschiedenen Stressbedingungen aktiv ist und zum Beidpiel durch oxidativen Stress,
Hitzestress oder Ethanolstress induziert wird (Adnan et al. 2015). Folglich ist die

Expression von CcsR1-4 unter diesen Stressbedingungen vergleichbar mit anderen
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RpoH, und RpoH, abhangigen sRNAs wie SorY (Adnan et al. 2015). Ein Blick auf die
CcsR RNAs anderer Alphaproteobakterien zeigte vergleichbare Expressionsmuster der
sRNAs in verschiedenen Rhizobien und Rhodobacter Stammen, jedoch waren
konservierte Expressionsmuster in anderen Alphaproteobakterien nicht zu beobachten.
Dies lie3 vermuten, dass nur eine Teilkonservierung der Expressionsbedingungen der
CcsR-RNAs vorhanden ist. Hierbei ist unter Annahme einer Kkonservierten
Cotranskription der CcsR-RNas mit dem ccaF7-Gen auch eine Konservierung der RpoH,
und RpoH; abhangigen Expression wahrscheinlich, da in S. meliloti fir ccaF1 eine
entsprechende RpoH, und RpoH; abhangige Expression beobachtet werden konnte
(Bittner 2008). Nach der Transkrption der CcsR RNA erfolgt eine Reifung aus dem
Primartranskript. Hierbei konnten RNase E, Hfqg und vermutlich CcaF1 entscheidende
Rollen fir diese Reifung und die Stabiltdt der gereiften sRNAs zugeordnet werden,
wobei insbesondere die Interaktion mit RNase E auch in anderen Arbeiten bestatigt
werden konnte (L. Weber personliche Ricksprache). Eine Assoziation der sSRNAs mit
Hfq und RNase E ist hierbei wenig verwunderlich, da eine zentrale Rolle von beiden
Proteinen im Zusammenhang mit dem sRNA vermittelten mRNA-Abbau durch das
Degradosom bekannt und hinreichend belegt ist (Saramago et al. 2014; Lalalouna et al.
2013; De Lay et al. 2013; Storz et al. 2011).

4.2 CcsR1-4 interagieren in R. sphaeroides mit der flThR-mRNA

Nachdem Expressions- und Prozessierungsbedingungen, sowie stabilisierende
Faktoren fur CcsR1-4 bestimmt waren, stellte sich die Frage nach der Funktion der vier
sRNAs. Hierbei war einerseits von Interesse, welche zelluraren Prozesse von CcsR1-4
reguliert werden, andereseits stellte sich die Frage warum vier nahezu identische
sRNAs in einer funktionellen Einheit cotranskribiert werden. In diesem Zusammenhang

war besonders interessant, ob den vier sRNAs spezifische Interaktionspartner
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zuzuordnen sind, oder ob die vier sRNAs identische Interaktionspartner aufweisen.
Durch eine Kombination von molekularbiologischen, biochemischen und
bioinformatischen Analysen konnten diese Fragen adressiert werden. Hierbei zeigte sich
eine spezifische Repression der Expression von FIhR durch CcsR1-4, was einem
typischen  sRNA  Effekt entsprach (Waters & Stroz  2009). Mittels
Basenaustauschmutationen konnte eine spezifische Bindestelle in der Nahe der
ribosomalen Bindestelle identifiziert werden, die eine Storung der Translation durch die
sRNAs nahelegte. Eine Storung der Translation durch sRNAs konnte bereits mit
verschiedenen Wirkmechanismen fur verschiedene sRNAs wir RyhB, IstR1 und GcvB
beobachtet werden (Vecerek et al. 2007; Darfeuille et al. 2007; Sharma et al. 2007).
Zusatzlich stellte sich heraus, dass fur eine volle Auspragung des Effekts auf die flhR
MRNA und auch fur eine effiziente Ausbildung einer Resistenz gegen oxidativen Stress
alle vier sRNAs notwendig sind. Hieraus konnte geschlossen werden, dass vier Kopien
der CcsR-RNAs im Genom von R. spaeroides vorliegen um einen moglichst starken
modulatorischen Effekt durch eine grofdere Anzahl von sRNA-Molekulen im Vergleich
zur regulierten mRNA zu erreichen. Dieses Phanomen einer funktionellen Redundanz
mehrerer sRNAs ist bereits aus anderen Bakterien bekannt und konnte zum Beispiel
bereits fur PrrF1 und PrrF2 in P. aeruginosa, OmrA und OmrB in E. coli und die Qrr
sRNAs in V. cholerae gezeigt werden (Guillier et al. 2006; Guillier et al. 2008; Holmqvist
et al. 2010; Lenz et al. 2005). Neben dem Vorhandensein aller vier CcsR RNAs spielte
auch das Vorhandensein von Hfq eine entscheidende Rolle fur die Interaktion der CcsR
RNAs mit der flThR mRNA. Hierbei konnte nicht abschlielend geklart werden, ob Hfq
lediglich eine Rolle in der Stabilisierung der CcsR RNAs spielt oder ob Hfg eine direkte
Funktion in der Interaktion zwischen sRNAs und mRNA hat. Fur eine solche Funktion

innerhalb der Interaktion ist einerseits das generell akzeptierte Szenario denkbar, dass
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die sRNAs und die mRNA durch Hfg zueinander gefihrt werden (Maki et al. 2008). Eine
alternative Moglichkeit ist, dass Hfq durch die SRNAs zur mRNA rekrutiert wird und die
Translation blockiert, wie fir die sRNA Spot 42 und die sdhC mRNA beschrieben

(Desnoyers et al. 2012).

4.3 Eine Konservierung der FIhR-Regulation durch die CcsR-RNAs ist nur
eingeschrankt zu beobachten

Es ist aus den Enterobakterien bekannt, dass viele trans-codierte sRNAs eine
Konservierung aufweisen. So konnten zum Beispiel fur die sRNAs RybB und MicA
konservierte Funktionen in der Modulation der Zellmembran ermittelt werden (Vogel &
Papenfort 2006). Vor diesem Hintergrund stellte sich die Frage, ob auch eine
Konservierung der FIhR Regulation durch die CcsR-RNAs zu beobachten ist. Hierbei
zeigten die verschiedenen genutzten bioinformatischen Analysen grundsatzlich
widerspruchliche Ergebnisse. Eine suche mit BLASTP und INTARNA legte eine partielle
Konservierung der CcsR-RNA Interaktion mit der flhR-mRNA Uuber den Genus
Rhodobacter hinaus nahe, wahrend HOMOLOGYINTARNA diese Konservierung
ausschloss und COPRARNA nur eine Konservierung der Interaktion innerhalb
verschiedener R. sphaeroides Arten vorhersagte. Diese widersrpuchlichen Ergebnisse
der unterschiedlichen bioinformatischen Vorhersagen decken sich mit der Aussage,
dass die bioinformatische Analyse von bakteriellen Zweikomponenten-Systemen
ausserhalb der Enterobakterien auf Grund einer eingeschrankten
Sequenzkonservierung an grolle Herausforderungen gekoppelt ist. Diese
Herausforderungen sind entsprechend auch fur die Analyse von Effekten regulatorischer
RNAs auf Zweikomponenten-Systeme zu erwarten (M. Gelfand personliche
Rucksprache). Vor diesem Hintergrund erscheint es besonders bemerkenswert, dass

sich in der semiautomatisierten Suche nach konservierten Interaktionspartnern mittels
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BLASTP und INTARNA fur flhR zeigte, dass in allen untersuchten Fallen LuxR-homologe
Transkriptionsfaktoren einerseits eine hohe Homologie zu FIhR aufwiesen und
andererseits fur ihre mMRNAs eine hohe freie Energie fur eine potentielle Interaktion mit
den CcsR-RNAs aufwiesen. Da sowohl COPRARNA, als auch HOMOLOGYINTARNA, fir
die Analyse einen Austausch von sRNAs verschiedener Organismen (Shuffling)
vornehmen, ist es gut vorstellbar, dass bei der Analyse von relativ schwach
konservierten Zweikomponenten-Systemen fir beide Programme verfalschte
Ergebnisse auftreten konnen. Eine Berlcksichtigung dieser Einschrankung beider
Programme lasst vermuten, dass die Interaktion zwischen den CcsR-RNAs und FIhR
madglicherweise partiell konserviert ist. Generell entspricht das Bild einer partiellen
Konservierung der FIhR-Regulation den Erwartungen, die fur sRNAs basierend auf der
sRNA MicA in den Enterobakterien ausgesprochen wurden (Van Puyvelde et al. 2015).
Andererseits ist es unwahrscheinlich, dass eine Regulation der flThR-mRNA die einzige
konservierte Funktion der CcsR RNAs ist, da eine Deletion von flhR in R. sphaeroides
2.4.1 moglich war, wahrend eine Deletion der CcsR-RNAs weder im R. sphaeroides
2.4.1 Wildtyp noch in der endogenen flhR Deletionsmutante mdglich war. Hieraus lasst
sich ableiten, dass es wahrscheinlich eine Funktion der CcsR-RNAs uber die Regulation

der FIhR-Expression hinaus gibt.

4.4 Mogliche Interaktionspartner und Funktionen der CcsR-RNAs uber die
Regulation von FIhR hinaus

Die Analyse der CcsR-RNAs in Zusammenhang mit einem R. sphaeroides 2.4.1 flhR
Deletionsstamm legte nahe, dass es eine Funktion von der CcsR-RNAs uber die
Regulation der FIhR Expression hinaus gibt. Hierbei ware prinzipiell eine Funktion der
CcsR RNAs zusammen mit CcaF als Toxin-Antitoxin System denkbar, jedoch besteht

laut RASTA-BACTERIA (Rapid Automated Scan for Toxins and Antitoxins in Bacteria) in
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R. sphaeroides 2.4.1 nur eine sehr schwache Homologie zu bekannten Toxin-Antitoxin
Systemen (Sevin & Barloy-Huber 2007). Dariber hinaus ist es denkbar, dass die CcsR-
RNAs neben der mdglicherweise konservierten Interaktion mit der fIhR-mRNA
Interaktionen mit weiteren mMRNAs eingehen. An dieser Stelle sei zunachst anzumerken,
dass fur alle vorhergesagten potentiell konservierten mRNA Interaktionspartner der
CcsR-RNAs, die auch in den Expressionsanalysen einer R. sphaeroides 2.4.1 CcsR1-4
Uberexpression ein auffalliges Verhalten zeigten, bereits molekularbiologische
Interaktionsanalysen mit CcsR1-4 aus R. sphaeroides 2.4.1 durchgefihrt wurden.
Hierbei konnte nur fur flhR die Interaktion wie beschrieben bestatigt werden. Flr pgqA,
den einzigen ermittelten FIhR-unabhangigen potentiellen Interaktionspartner der CcsR-
RNAs, konnte keine Interaktion mit den CcsR-RNAs gezeigt werden, jedoch ist eine
direkte oder indirekte Regulation des Pyrolloquinolinquinon-Synthesefaktors durch die
CcsR RNAs stark impliziert: Einerseits wurde die pggA-mRNA durch eine CcsR1-4
Uberexpression in R. sphaeroides 2.4.1 stark reprimiert und andererseits besitzt
Pyrolloquinolinquinon eine funktionelle Verbindung zum durch FIhR regulierten C1-
Metabolismus (siehe unten). Unter Berucksichtigung der Tatsachen, dass in der
Proteomanalyse nur die Analyse der Expression einer begrenzten Anzahl von Proteinen
gelang und heutige bioinformatische Vorhersageprogramme fir bakterielle SRNAs eine
relativ hohe Fehlerquote aufweisen ist es mdglich, dass CcsR-Interaktionspartner mit
einer Verbindung zu oxidativem Stress nicht gefunden identifiziert werden konnten (Pain
et al. 2015). Hierbei stellen insbesondere das Maltosetransportsystem, das
Thioredoxinsystem und das Pyrolloquinolinquinonsythese-System in den verschiedenen
bioinformatischen Analysen und in den Expressionsanalysen wiederkehrende zellulare
Funktionen dar, deren mRNAs als potentielle CcsR Interaktionspartner in Frage

kommen. Uber die untersuchte Funktion der CcsR-RNAs unter oxidativen
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Stressbedingunen hinaus, wurde eine mogliche PrrA Abhangigkeit der sSRNAs vermutet.
Diese mogliche Abhangigkeit wurde durch eine erhohte Abundanz der sRNAs unter
mikroaeroben Bedingunen, sowie durch die Vorhersage moglicher PrrA-Bindestellen
nahegelegt. Eine solche Regulation wirde der regulatorische Funktion der CcsR-RNAs
potentiell eine neue Facette hinzufugen und neben der Auflésung, warum die Abundanz
der sRNAs unter Sauerstofflimitierten Bedingungen erhoht ist, auch die beschriebene
erhdohte Abundanz von CcsR1 in einer R. sphaeroides 2.4.1 cryB Deletionsmutante
erklaren (Fruhwirth et al. 2009). Unter Berucksichtigung der Annahme, dass es eine
PrrA abhangige Expression der CcsR RNAs gibt, ware es dann schlissig anzunehmen,
dass es auch weitere Interaktionspartner der CcsR RNAs gibt, die durch die
experimentellen Parameter der Expressionsanalysen unter aeroben Bedingungen nicht
ausreichend erfasst wurden. Zusatzlich weist PrrA eine hohe Konservierung in den
Alphaproteobakterien auf, was zusatzlich eine mogliche Konservierung der PrrA
abhangigen CcsR-RNA Expression indizieren kénnte (Elsen et al. 2004; Eraso & Kaplan

2009).

4.5 Die Funktion der CcsR RNAs in der Regulation von zellularen
Prozessen in R. sphaeroides und Implikationen flir andere
Alphaproteobakterien

Nach der Betrachtung der verschiedenen Protein und RNA-Interaktionspartner der CcsR
RNAs stellte sich die Frage nach der Funktion der CcsR RNAs innerhalb der komplexen
Regulationsnetzwerke von R.  sphaeroides und mdglicherweise weiterer
Alphaproteobakterien. Hierbei galt es zu klaren, ob es eine allgemeingultigen Funktion
der CcsR RNAs gibt oder ob die Beobachtungen in dieser Arbeit eine spezielle Funktion
in R. sphaeroides 2.4.1 beschreiben. In diesem Zusammenhang ist es zunachst einmal
hilfreich, sich noch einmal mogliche Gefahren fur die Zelle durch Sauerstoff zu

vergegenwartigen. Grundsatzlich stellt das Vorhandensein von Sauerstoff selbst ein
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grolRes Problem flr die Zelle dar, da einerseits innerhalb des Elektronentransports der
Atmungskette Elektronen auf molekularen Sauerstoff Ubertragen werden konnen und
andererseits Photsynthesepigmente ihren Anregungszustand in Form von sogenannten
Excitonen auf Sauerstoff Ubertragen konnen. Beide Prozesse haben die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies zur Folge. Diese konnen sowohl direkt Schaden an
Zellbestandteilen hervorrufen und diese so inaktivieren, als auch zur Bildung besonders
toxischer Biomoleklle wie Methylglyoxal fuhren (Davies 1995, Davies 2004, Davies
2005). Zusatzlich ist es von grolier Bedeutung unter Anwesenheit von Sauerstoff ein
reduziertes Zellmilieu aufrecht zu erhalten. Hierfur werden unter Anderem verschiedene
Nicotinamid-, Flavin- und Pyrroloquinolinquinon- basierte Reduktionsaquivalente
genutzt, deren Verfugbarkeit gezielt gesteuert wird. Eine Analyse der in dieser Arbeit
gewonnenen Daten legte zunachst eine Regulation des Glutathion-abhangigen C1
Metabolismus durch die CcsR RNAs nahe. Fir den Glutathion-abhangigen C1
Metabolismus ist sowohl eine Verbindung zur Photosynthese, als auch zur
Elektronentransportkette der Atmung beschrieben (Wilson et al. 2008). Folglich ist es
gut vorstellbar, dass die CcsR RNAs dabei helfen, den an den C1-Metabolismus
gekoppelten Elektronenfluss uber die Zellmembran zu koordienieren und zusatzlich uber
eine Regulation des Glutathion-Pools die Reduktion von oxidierten Zellkomponenten
und reaktiven Sauerstoffspezies, unterstitzen. Um die Funktion der CcsR-RNAs zu
verdeutlichen ist es sinnvoll, die Regulation des Glutahthion-abhangigen C1-
Metabolismus einerseits im Zusammenhang mit oxidativem Stress zu betrachten und
andererseits einen Blick auf diesen Metabolismus in Zusammenhang mit den
vorherschenden Wachstumsbedingungen zu werfen. Hierfir werden zunachst die
einzelne Schlusselstationen des C1-Metabolismus im Kontext von oxidativem Stress

betrachtet und anschlieRend die Konsequenzen einer Regulation durch die CcsR RNAs
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prasentiert. In diesem Kontext ist insbesondere die Regulation von Adhl, einem
zentralen Enzym des Metabolismus Glutathion-abhangigen C1 Metabolismus von
Interesse, da Adhl, wie beschrieben, mit den Elektronentransportketten von
Photosynthese und Atmung interagieren kann und so die ROS-Bildung begunstigt. Die
Expression von adhl/ wird durch den von CcsR1-4 regulierten LuxR-
Transkriptionsregulator FIhR und durch den zentralen Regulator PrrA, welcher
maoglicherweise auch die Expression der CcsR-RNAs reguliert, gesteuert (Barber &
Donohue 1998; Hickman et al. 2004, siehe Abb. 63). PrrA ist konserviert und reguliert in
R. sphaeroides neben der Expression von adhl insbesondere die Epxression der
Photosynthesesgene:  Zusatzlich  spielen  PrrA und Homologe  anderer
Alphaproteobakterien eine zentrale Rolle in der Regulation der Sauerstoff-sensitiven
Stickstofffixierung (Imam et al. 2014; Finan et al. 2001, siehe Abb 63). Eine weitere
wichtige Quelle von ROS, neben der Einspeisung von Elektronen aus dem uber FIhR
regulierten glutathionabhangigen C1-Metabolismus, stellt die Einspeisung von
Elektronen durch den ebenfalls FIhR-regulierten Pyruvatdehydrogenase-Komplex in die
Elektronentransportkette der Atmung dar (Wilson et al. 2008; De Kok et al. 1998). In
diesem Zusammenhang erscheint es interessant, dass in den bioinformatischen
Vorhersagen eine Interaktion der CcsR-RNAs mit dem Maltosetransportsystem
nahegelegt wurde, welches durch Maltoseimport die Bildung von Pyruvat und somit die
Aktivitat des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes steigert (Caldwell et al. 1969).

Neben einem Einfluss der CcsR RNAs auf die an den Elektronenfluss gekoppelte ROS-
Bildung konnte auch eine Verbindung zum Glutathionpool gezeigt werden, dem eine
zentrale Rolle in der ROS Abwehr zugesprochen wird. So wird, um die an reaktive
Sauerstoffspezies gekoppelte Protein und Lipidoxidation und die damit verbundene

Bildung reaktiver Biomolekile zu unterbinden, die Bildung von reaktiven

- 103 -



Diskussion

Sauerstoffspezies schon an den Photosystemen gequencht und die Proteinoxidation
und Lipidperoxidation durch Glutathion und Thioredoxin abhangige Mechanismen
gehemmt (Domonkos et al. 2013; Lu & Holmgren 2013; Koharyova & Kolarova 2008; Li

et al. 2003).
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Abbildung 63: Schematische Darstellung der Regulation durch die CcsR RNAs in R. sphaeroides
2.4.1: Dargestellt ist die Regulation der CcsR-RNAs und die Regulation durch die CcsR-RNAs. Zu
erkennen ist insbesondere, dass die CcsR RNAs wahrscheinlich unter den stark unterschiedlichen
Bedingungen der Sauerstofflimitierung und des oxidativen Stresses eine Rolle spielen. Hierbei ist ein
indirekter Einfluss auf verschiedene Hydrogenasen, den Glutathionpool und den Redoxfaktorpool zu
vermuten.
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Interessanterweise wurde, zusatzlich zur FIhR abhangigen Modulation des Glutathion-
Pools, eine mdglicherweise reprimierende Regulation von zentralen Komponenten des
Thioredoxinsystems durch die CcsR-RNAs in verschiedenen bioinformatischen
Analysen nahegelegt (siehe Abb. 63). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass dem
Glutahionsystem unter oxidativen Stressbedingungen eine besondere Bedeutung
zugeordnet wird, da es neben seiner beschriebenen Funktion als Antioxidant auch als
Cofaktor fur den Abbau reaktiver Bicarbonyle aus der Lipidperoxidation und
Proteinoxidation dient und so unter anderem fur das Glutathion-abhangige Glyoxylase-
System genutzt wird (Deponte 2013). Insgesamt betrachtet ist also die Funktion der
CcsR-RNAs wahrscheinlich an einer komplexen regulatorischen Schnittstelle zwischen
den verschiedenen Redox-Prozessen des C1-Metabolismus und des aeroben
Pyruvatmetabolismus, sowie der Regulation der Photosynthesegene, der
Stickstofffixierung und der oxidativen Stressabwehr zu finden. Es nimmt hierbei eine
Vielzahl von Umgebungsbedingunen und regulatorischen Faktoren Einfluss auf die
Expression der CcsR-RNAs. Darlber hinaus ist die Expression von potentiell durch die
CcsR RNAs regulierten Genen stark an Umgebungsvariablen gekoppelt. Daher ist es
um die genaue Funktion der CcsR RNAs zu ermitteln hilfreich, die Funktion der sRNAs
zunachst unter vereinfachten Umweltbedingungen zu betrachten und hierbei zusatzlich
die Regulation durch die sRNAs zunachst als einen Schalter zu betrachten. Die so
gewonennen Erkenntnisse erlauben dann abschlielfiende Ruckschliusse auf die Funktion
der CcsR-RNAs in vivo, wo komplexe Umweltbedingungen vorliegen bei denen eher mit

einem Modulationseffekt der CcsR RNAs auf die Interaktionspartner zu rechnen ist.
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4.5.1 Die Funktion der CcsR-RNAs unter aeroben Bedingungen

Betrachtet man zunachst die Funktion der CcsR RNAs unter aeroben Bedingungen, so
muss  berucksichtigt werden, dass eine PrrA abhangige Expression des
Photosyntheseapparats, der Stickstofffixierung und mdglicherweise der CcsR RNAs
inhibiert ist (Gregor & Klug 1999; Finan et al. 2001). Sind die verschiedenen
Reduktionsaquivalente im Gleichgewicht, so findet unter aeroben Bedingungen
insbesondere aerobe Respiration mit verschiedenen Kohlenhydraten als Substrat statt,
wobei Sauerstoff als terminaler Elektronenakzeptor genutzt wird (Keppen et al. 2013).
Neben der Glykolyse, dem Pyruvatdehydrogenase-Komplex und dem Citratcyclus,
speist auch die PQQ-abhangige Methanoloxidation mit den folgenden metabolischen
Schritten des Glutathion-abhangigen C1-Metabolismus unter aeroben Bedingungen
Elektronen in die Atmungskette ein (Wilson et al. 2008). Zusatzlich dient Glutathion
unter aeroben Bedingungen einerseits zusammen mit dem Thioredoxinsystem als
Antioxidant bei der Aufrechterhaltung der Redoxbedingunen in der Zelle und
andererseits als Co-Faktor fur verschiedene Enzyme (Deponte 2013; Li et al. 2003; Lu &
Holgreen 2013). Wenn Uber die Elektronentransportkette und die terminale Cytochrom
Oxidase ausreichend Reduktionsaquivalente in Form von NAD wiederhergestellt
werden, kann theoretisch konstant eine weitere Oxidation von verschiedenen
Substraten unter Energiegewinn stattfinden. Prinzipiell ist allerdings nicht davon
auszugehen, dass solch ideale Verhatnisse vorliegen. Gekoppelt an die aerobe Atmung
kommt es, wie beschrieben, haufig zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies durch
fehlgeleiteten Elektronentransfer und verbunden damit zu Schaden an verschiedenen
Makromolekulen der Zelle. Hierbei entstehen reaktive Bicarbonyle und im speziellen
Methylglyoxal, welches zusatzlich auch im Rahmen der Glykolyse entstehen kann

(Allaman et al. 2015). Methylglyoxal ist zytotoxisch und kann Uber spezifische
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Mechanismen wie das glutahionabhangige Glyoxylasesystem abgebaut werden
(Deponte 2013). Um irreperable Schaden zu vermeiden, induziert ein erhdhtes

Vorkommen an reaktiven Sauerstoffspezies folglich die oxidative Stressantwort.
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Abbildung 64: Schematische Darstellung einer CcsR RNA Expression unter oxidativen
Stressbedingungen in R. sphaeroides 2.4.1: Dargestellt ist die Regulation der CcsR-RNAs und die
Regulation durch die CcsR-RNAs. Zu erkennen ist, dass die CcsR RNAs indirekten Einfluss auf die
Expression verschiedener Dehydrogenasen nehmen und so den Schwerpunkt von NAD basierten
Stoffwechselprozessen auf NADPH abhangige Stoffwechselprozesse verschieben. Des Weiteren ist eine
Hemmung von PQQ Synthese, Maltosetransport und des Thioredoxinsystems nahegelegt. Hierdurch
kommt es insgesammt zu einer Entspannung des Glutathionpools, verminderten Elektronentransport Giber
die Zellmembran und zu einer verstarkten Bildung von NADPH, welches als Co-Faktor in der oxidativen
Stressabwehr hilfreich ist. Direkt durch die CcsR reprimierte Gene und Prozesse sind in hellgrau
dargestellt, wahrend indirekt reprimierte Gene und Prozesse in hellrot eingefarbt sind.

- 107 -



Diskussion

Es kommt zu einer erhdhten Expression von verschiedenen Entgiftungs- und
Reparaturproteinen, Proteasen und Antioxidantien wie Thioredoxin und Glutathion
(Nuss et al. 2009; Nuss et al. 2010). Zusatzlich wird die Expression verschiedener
sRNAs, wie der CcsR RNAs induziert. In dieser Situation fuhrt eine mdglicherweise uber
verschiedene Alphaproteobakterien konservierte Repression des
Transkriptionsregulators FIhR durch die CcsR RNAs zu einer Repression verschiedener
Dehydrogenasen und Oxidasen des C1- Metabolismus und des Pyruvatdehydrogenase-
Komplexes. Hieraus resultiert eine verminderte Bildung von NADH, und somit auch ein
verminderter Elektronenfluss innerhalb der Eletronentransportkettte, was zur Folge hat,
dass die Gefahr einer Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies aus dieser Quelle
vermindert wird. Die vorhergesagte mdglicherweise konservierte Interaktion der CcsR-
RNAs mit dem Maltosetransportsystem wirde indirekt diesen Effekt verstarken. Neben
einem Effekt auf den Elektronenfluss ist unter oxidativen Stressbedingungen, wie
beschrieben, auch eine Beeinflussung des Redoxpools zu erwarten. Hierbei kommt es
zunachst zu einer verminderten Bildung von NADH,. DarlUber hinaus kommt es durch
die FIhR-Repression potentiell zu einer Inhibition der Glutahion-Nutzung im C1-
Metabolismus, was zur Folge hatte, dass mehr Glutathion fur die oxidative
Stressantwort zur Verfugung steht. In dieser Stressantwort kann das Glutathion dann
direkt im Quenching, in der Reparatur von oxidierten Proteinen und fir die Entgiftung
von Methylglyoxal durch das Glyoxylase System eingesetzt werden. Neben dem
Methylglyoxalsystem konnen auch weitere Enzyme eine Rolle in der Entgiftung von
reaktiven Bicarbonylen spielen, wobei auch Typ Ill Alkoholdehydrogenasen, wie Adhl
eine Antioxidanten Rolle zugeordnet wird (Echave et al. 2003). In diesem
Zusammenhang erscheint die Vernetzung der CcsR-RNAs mit dem FIhR System von

besonderem Interesse. Das FIhR-System wird durch reaktive Aldehyde aktiviert und
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sorgt fur eine Aktivierung der Adhl Expression (Barber & Donohue 1998). Da
Methylglyoxal auf Grund seiner chemischen Eigenschaften sowohl als Bicarbonyl, als
auch als reaktives Aldehyd betrachtet werden kann, ist eine Aktivierung des FIhR
System unter fortschreitendem oxidativen Stress denkbar. Dies hatte in Kombination mit
den CcsR RNAs zur Folge, dass in frihen oxidativen Stressbedingungen zunachst die
Entgiftung durch Adhl mit Hilfe der CcsR-RNAs gehemmt ist und so das vorhandene
Glutathion eher flur Quenching-Prozesse und das Glyoxylase System bereitgestellt wird.
Fortschreitende = Schadigung  zellularerer  Komponenten unter  verstarkter
Methylglyoxalbildung und Absattigung des Glyoxylasesystems hatte zur Folge, dass
Methylglyoxal akkumuliert und via FIhR eine potentielle unterstutzende Entgiftung Gber
Adhl zugeschaltet wird. Diese ware dann Uber eine Ruckkopplung mit den CcsR-RNAs
vernetzt. Interessant erscheint zusatzlich die vorhergesagte Hemmung des PQQ-
Synthesesystems im Zusammenhang mit den CcsR-RNAs. PQQ, welches als dritter
Redoxfaktor der Bakterien beschrieben wurde, wird zwar einerseits eine protektive
Funktion um Zusammenhang mit oxidativem Stress zugeordnet, jedoch stellt es in
Rhodobacter auch einen wichtigen Co-Faktor in der Oxidation von Methanol zu
Formaldehyd dar (Ge et al. 2015; Nunome et al. 2008; Wilson et al. 2008). Folglich
erscheint es sinnvoll, die PQQ-Synthese =zu reduzieren um eine potentielle
Methanoloxidation zu unterbinden und somit den Adhl Weg, sowie den Glutathionpool
zu entlasten. Da in den gewahlten experimentellen Bedingungen kein Methanol im
umgebenden Medium vorhanden war, jedoch eine Resistenz gegen oxidativen Stress
durch die CcsR RNAs beobachtet werden konnte, ist allerdings auch davon
auszugehen, dass eine solche indirekte Hemmung der Methanoloxidation
moglicherweise nur einen untergeordnete Bedeutung hat. Uber die beschriebenen

Effekte hinaus, kommt es moglicherweise durch die Hemmung der PQQ Synthese zu
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einer Hemmung der PQQ abhangigen Quinoprotein Glukosedehydrogenase RSP_2673,
die potentiell eine Umwandlung von Glukose und PQQ zu Glucono-1,5-Lacton
katalysiert. Zusatzlich ist bedingt durch die Hemmung des Pyruvatdehydrogenase-
Komplexes eine indrekte Hemmung von Enzymen der Glykolyse denkbar. Dies wurde
ermoglichen  vorhandene  Glukose  bevorzugt dem RpoH;,  abhangigen
Pentosephosphatweg zuzufuhren und somit eine Bildung von NADPH; zu unterstiutzen.
NADPH; wird im Gegensatz zu NADH; nicht fur die Elektronentransportkette genutzt,
sondern dient insbesondere der Regeneration von Redoxfaktoren wie Glutathion (Lu &
Holmgreen 2013). Hierdurch wird einerseits eine protektive Wirkung verstarkt und
andererseits die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies gehemmt. Eine vergleichbare
Unterstitzung des Pentosephosphatwegs durch die sRNA SorY konnte in
R. sphaeroides bereits beobachtet werden (Adnan et al. 2015). Die mittels
bioinformatischen Analysen in verschiedenen Alphaprotebakterien ermittelte mogliche
Interaktion der CcsR-RNAs mit mRNAs von Genen, die dem RpoH;, abhangigen
Thioredoxinsystem zuzuordnen sind, wiurde die beschriebene Hypothese einer
Modulation des Redoxpools unter oxidativen Stressbedingungen weiter unterstutzen.
Hierbei wirde durch eine Ruckkopplungsschleife eine zu hohe Expression des
Thioredoxinsystems  vermieden, die auf Grund der Glutathion-abhangigen
Thioredoxinreduktase den Glutathionpool erschopfen kdnnte (siehe Abb. 64).

Insgesamt ist also davon auszugehen, dass die CcsR RNAs unter oxidativen
Stressbedingungen Uber eine Interaktion mit der lhR mRNA indirekt dazu beitragen,
dass der Elektronenfluss Uber die Zellmembran reduziert wird und der intrazellulare
Redox-Pool mit Prioritat auf NADPH und Glutathion moduliert wird. Dartber hinaus ist
eine Unterstitzung dieser Modulation Uber vorhergesagte Interaktionen mit mMRNAs des

Thioredoxin-, des PQQ-Synthese und des Maltosetransport-Systems indiziert.
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4.5.2 Eine mogliche Funktion der CcsR-RNAs unter anaeroben Bedingunen

Betrachtet man, dass die Expression der CcsR-RNAs auch unabhangig von oxidativem
Stress unter Sauerstofflimitierung induziert wird, stellt sich die Frage nach einer
Funktion der sRNAs unter anaeroben Bedingunen. Die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies steht auf Grund von Sauerstoffabwesenheit wahrscheinlich nicht im
Zusammenhang mit der zentralen Funktion der sRNAs unter diesen Bedingunen. Auf
Grund der potentiellen Regulation der CcsR RNAs durch PrrA erscheint es eher
wahrscheinlich, dass eine Verbindung zu PrrA regulierten Prozessen gesucht werden
sollte. PrrA und seine Homologe in verschiedenen Alphaproteobakterien sind
insbesondere in der Akitvierung der Expression der Gene fur die Stickstofffixierung,
sowie der Expression der Gene fir Photosynthese und Kohlenstofffixierung beteiligt
(Emmerich et al. 2000; Joshi & Tabita 1996; Quian & Tabita 1996). Um Kohlenstoff in
einem photolithoautotrophen Wachstum zu fixieren, besteht fuir Rhodobacter die
Maoglichket, Uber einen reversen Elektronentransport innerhalb des cyclischen
Elektronentransports der Photosynthese NADPH,; zu generieren und fuar die
Kohlenstofffixierung Uber den reduktiven Pentosephosphatzyklus bereitzustellen. In
diesem Zusammenhang erscheint eine, wie fur oxidative Stressbedingungen
beschriebene, Modulation des zellularen Pools an Reduktionsaquivalenten von NAD zu
NADP durch die CcsR-RNAs vorteilhaft. Daruber hinaus sind sowohl Rhodobacter, als
auch andere Alphaproteobakterien mit CcsR-RNAs in der Lage Stickstoff zu fixieren,
wobei eine Abhangig vom PrrA-System konserviert ist (Emmerich et al. 2000; Joshi &
Tabita 1996; Quian & Tabita 1996). Die Fixierung von Stickstoff ist von einem hohen
Level an NAPDH; abhangig, da so die NADP abhangige Malatdehydrogenase gehemmt
wird (Mitsch et al. 2007). Vor diesem Hintergrund erscheinen die fur oxidativen Stress

beschriecbenen Effekte der CcsR RNAs auf den Pool an Reduktionsaquivalenten
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besonders interessant, da hier zusatzlich eine Unterstitzung der Stickstofffixierung zu
erkennen ist. Eine Verifizierung mit weiteren Experimenten ist flr die Funktion der CcsR

RNAs unter sauerstofflimitierten Bedingungen allerdings notwendig.
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Abbildung 65: Schematische Darstellung einer CcsR RNA Expression unter anaeroben
Bedingungen in R. sphaeroides 2.4.1: Dargestellt ist die Regulation der CcsR-RNAs und die Regulation
durch die CcsR-RNAs. Zu erkennen ist, dass die CcsR RNAs indirekten Einfluss auf die Expression
verschiedener Dehydrogenasen nehmen und so den Schwerpunkt von NAD basierten
Stoffwechselprozessen auf NADPH abhangige Stoffwechselprozesse verschiebt. Des Weiteren ist eine
Hemmung von PQQ Synthese und Maltosetransport nahegelegt. Hierdurch kommt es insgesammt zu
einer Entspannung des Glutathionpools, vermindertem Elektronentransport Gber die Zellmembran und zu

einer verstarkten Bildung von NADPH, welches als Co-Faktor in der Fixierung von Stickstoff und
Kohlenstoff nétig ist.

-112 -



Diskussion

4.5.3 Die CcsR RNAs in der stationaren Wachstumsphase und abschlieBRende

Implikationen fir eine Funktion unter naturlichen Wachstumsbedingungen
Neben einer erhdhten Expression der CcsR-RNAs unter oxidativen Stressbedingungen
und unter Sauerstofflimitierung, konnte insbesonder in der stationaren Wachstumsphase
eine erhohte Abundanz der sRNAs nachgewiesen werden. Im naturlichen Habitat
werden die im Labor beobachteten Zellkonzentrationen allerdings nur selten erreicht,
jedoch sind im Bezug auf verschiedene Nahrstofflimitierungen vergleichbare
Bedingungen zu erwarten. So sind in naturlichen Habitaten haufig Kohlenstoffquellen
und verfugbarer Stickstoff fur den Aufbau zellularer Komponenten nicht in
ausreichenden Mengen verfugbar. Dies bedeutet, dass eine Fixierung dieser
Grundstoffe von zentraler Bedeutung ist, um einen zellularen Metabolismus aufrecht zu
erhalten. Hieraus lasst sich ableiten, dass unter Mangel an Kohlenstoffquellen oder
Stickstoffquellen die beschriebenen Effekte der CcsR-RNAs auf den zellularen Pool an
Redoxaquivalenten die jeweiligen Fixierungsprozesse unterstitzen. Dartber hinaus ist
far die natldrlichen Habitate vieler Alphaproteobakterien eine moderate
Sauerstoffsattigung zu erwarten, die den experimentell genutzten mikroaeroben
Bedingungen nahe kommt. Hieraus resultiert, dass bei Vorhandensein geeigneter
Substrate eine aerobe Atmung stattfinden kann, aber auch die Expression von
Photosynthesegenen in einem geringen Mal3e stattfindet und auch die Fixierung von
Kohlenstoff und Stickstoff als Unterstitzung flr den zellularen Metabolismus genutzt
werden. Aus dieser Aktivitat verschiedener Stoffwechselwege resultiert, dass einerseits
uber den Elektronentransfer der Atmungskette und andererseits Uber Excitonentransfer
aus der Photosynthese reaktive Sauerstoffspezies gebildet werden kdnnen. Diese
werden, ebenso wie ROS geschadigte Makromolekile, iber NADPH- und Glutathion-

abhangige Mechanismen entgiftet. Hierbei stellen die CcsR RNAs eine Moglichkeit dar,
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der NADPH- und Glutathion- Bereitstellung flr diese Prozesse eine erhdhte Prioritat zu
geben. Gleichzeitig erfolgt Uber die CcsR-RNAs eine Inhibition zentraler Urspringe von
Elektronenfluss uber die Atmungskette, was eine weitere ROS-Bildung hemmt.
Insgesamt betrachtet stellen die CcsR-RNAs also eine Moglichkeit dar, unter
suboptimalen Wachstumsbedingungen einerseits eine Fixierung von anorganischen
Grundstoffen zu unterstitzen und gleichzeitig mogliche an ROS gekoppelte Probleme
einzudammen, wobei diese Wirkungen insbesondere durch eine Modulation des Pools

an Reduktionsaquivalenten erreicht werden.

-114 -



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Bakterien kommen in den unterschiedlichsten Habitaten vor und haben sich Uber eine
Vielzahl von regulatorischen Mechanismen an diese Habitate angepasst. So wird der
zellulare Metabolismus beispielweise den vorhandenen Nahrstoffen angepasst und
haufig zusatzlich stressabhangig reguliert. Hierbei werden neben einer Vielzahl von
regulatorischen Proteinen auch kleine nicht-kodierende RNAs (sRNAs) genutzt, die
unter ausgewahlten Bedingungen exprimiert werden und die Expression spezifischer
Gene regulieren. Im photosynthetisch aktiven Alphaproteobakterium Rhodobacter
sphaeroides gibt es einen Cluster aus den vier homologen sRNAs CcsR1 bis CcsR4,
das unter oxidativen Stressbedingungen zusammen mit der mRNA flir ein
hypotethisches Protein (RSP_6037) exprimiert wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Funktion dieser sRNAs in R. sphaeroides analysiert und zusatzlich die Frage adressiert,
ob es eine mdogliche Konservierung der sRNAs in anderen Alphaproteobakterien gibt.
Hierbei konnte einerseits gezeigt werden, dass CcsR1-4 unter oxidativen
Stressbedingungen  und  Hitzestress Uber die Repression des LuxR-
Transkriptionsaktivators FIhR Einfluss nehmen auf die Expression von Genen des
Glutathion-abhangigen C1-Metabolismus und des Pyruvatdehydrogenase Komplexes.
Andererseits konnte gezeigt werden, dass es verschiedene CcsR RNA Cluster in
verschiedenen Alphaproteobakterien gibt, deren Expression haufig an sehr ahnliche
Bedingungen gekoppelt ist. Abschlielend konnte gezeigt werden, dass die
regulatorische Funktion der CcsR RNAs wahrscheinlich nicht auf oxidative
Stressbedingungen beschrankt ist, sondern auch auf anaerobe Wachstumsbedingungen
erweitert werden kann. Insgesamt konnten die CcsR RNAs also als sRNAs beschrieben
werden, die spezifische Teile des zellularen Metabolismus in Zusammenhang mit einem

Schutz vor Sauerstoff steuern.
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6 Methoden

6.1 Mikrobiologische Methoden

6.1.1 Kultivierung verschiedener Bakterienstamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Proteobakterien kultiviert, die
unterschiedliche Nahrstoffanspriche aufweisen. Entsprechend wurden fur die
unterschiedlichen Bakterien auch unterschiedliche Nahrmedien bendtigt, die in der

Regel sowohl als Flussigmedium, als auch als festes Agarmedium eingesetzt wurden.

Allgemeine Kulturbedingungen

Obwohl unterschiedliche Organismen haufig sehr spezielle Anforderungen an die
Nahrstoffe in ihrem Nahrmedium stellen, kénnen fur viele Organismen &ahnliche
Bedingungen in Bezug auf Temperatur und Sauerstoffgehalt des umgebenden Medium
angewandt werden. Hieraus ergibt sich, dass im Rahmen dieser Arbeit verschiedene
Kultivierungsmethoden fur das Wachstum unter mikroaeroben Bedigungen (25 uM
geldster Sauerstoff) und unter aeroben Bedingungen (>150 uM geldster Sauerstoff) fur

unterschiedliche Organismen genutzt wurden.

Wachstum unter mikroaeroben Bedinqungen

Fur eine FlUssigkultur unter mikroaeroben Bedingungen wurden sterile
Erlenmeyerkolben zu 80 % ihres Nennvolumens mit Medium beftllt und unter Schitteln
(140 rpm) inkubiert. Das Animpfen erfolgte mittels einer sterilen Impfose aus
Einzelkolonien von Agarplatten und aus Dauerkulturen oder alternativ mit einer sterilen

Glaspipette aus einer bereits existierenden Flussigkultur.

Wachstum unter aeroben Bedingungen in begasten Metplatflaschen

Metplatflaschen wurden basierend auf den in Nuss et al. 2009 beschriebenen Methoden
mit sterilen Glaspipetten zu 80 % mit einer verdinnten Bakterienkultur gefillt. Die

Flaschen wurden dann mit einer elektrischen Aquarienluftpumpe begast, indem Luft
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uber einen Silikonschlauch und Pasteurpipetten an den Boden der Flaschen geleitet
wurde. Hiermit wurde sichergestellt, dass in der ganzen Kultur eine ausreichende
Sattigung mit Sauerstoff gewahrleistet war. Die Metplatflaschen wurden nach Bedarf mit
Aluminiumfolie abgedunkelt, um stérende Effekte durch einfallendes Licht zu vermeiden
und wenn naotig in einem temperaturgepufferten Wasserbad inkubiert, um experimentell

bedingte Temperaturschwankungen zu unterbinden.

Wachstum unter aeroben Bedingungen in Erlenmeyerkolben mit Schikanen

Fur Flussigkulturen unter aeroben Bedingungen wurden Erlenmeyerkolben mit
Schikanen zu 20 % ihres Nennvolumens mit Medium befullt und unter Schutteln (140

rpm) inkubiert.

Wachstum unter aeroben Bedingungen in Erlenmeyerkolben ohne Schikanen

Flussigkulturen unter aeroben Bedingungen wurden wie unter mikroaeroben
Bedingungen (siehe oben) behandelt. Jedoch wurden die Erlenmeyerkolben nur zu
20 % des Nennvolumens mit Nahrmedium gefullt, um eine héhere Durchmischung mit
Sauerstoff zu erreichen und die Drehzahl des Schuttlers wurde auf 180 rpm erhoht.
Alternativ wurden mit 2 ml Medium geflllte Reagenzglaser verwendet, die schrag unter

Schiitteln (180 rpm) inkubiert wurden.

Spezielle Kulturbedingungen
Einzelne Bakterienstamme haben, wie beschrieben, unterschiedliche optimale
Wachstumsbedingungen. Hierbei wurden fur die im Rahmen dieser Arbeit kultivierten

Bakterien folgende Wachstumsbedingungen angewandt.

Eschericha coli

E. coli Stamme wurden typischer weise bei 37 °C Umgebungstemperatur in flissigem

Standard |-Medium (Standard-I-Medium, Carl Roth, siehe 6.4.3) unter aeroben
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Bedingungen oder auf St-I-Agarplatten kultiviert. Eine Ausnahme in dieser Arbeit
bildeten die Stamme E. coli N3433 und E. coli N3431 (Goldblum & Apirion 1981). Diese
wurden bei 32 °C unter aeroben Bedingungen inkubiert, um eine Hitzeinaktiverung der
termolabilen RNAse E zu vermeiden. Nach Bedarf wurden den Agarplatten und
Flassigmedien zur E. coli-Kultivierung Antibiotika als Selektionsmarker zugesetzt (siehe

6.5).

Rhodobacter sphaeroides und Rhodobacter capsulatus

R. sphaeroides und R. capsulatus Stamme wurden in der Regel bei 32 °C
Umgebungstemperatur in flissigem Rhodobacter-Apfelsdure-Medium (RA-Medium,
siehe 6.4.1) unter mikroaeroben Bedingungen oder auf RA-Agarplatten kultiviert. Fur
verschiedene Experimente wurde R. sphaeroides unter aeroben Bedingungen bei 32 °C
kultiviert. Nach Bedarf wurden Agarplatten und Flissigmedien Antibiotika als

Selektionsmarker zugesetzt (siehe 6.5).

Dinoroseobacter shibae und Roseobacter denitrificans

D. shibae und R. denitrificans wurden kultiviert wie fur R. sphaeroides beschrieben,

wobei Roseobacter-Marin-Medium (siehe 6.4.2) als Nahrmedium eingesetzt wurde.

Sinorhozobium meliloti und Sinorhizobium fredii

S. meliloti und S. fredii wurden kultiviert wie fur R. sphaeroides beschrieben, wobei

GMX-Medium (siehe 6.4.4) als Nahrmedium eingesetzt wurde.

Paracoccus denitrificans

P. denitrificans wurde kultiviert wie flir R. sphaeroides beschrieben, wobei St-I-Medium

(siehe 6.4.3) als Nahrmedien eingesetzt wurde.

6.1.2 Dauerkultur von Bakterienstammen
Bakteriendauerkulturen wurden erstellt, um eine langfristige Lagerung von

Bakterienstammen bei -80 °C zu ermdglichen. Hierfir wurden 4 ml Ubernachtkultur
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eines Bakterienstamms fiir 8 Minuten bei 5000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet mit 1 ml von dem fur den Bakterienstamm passenden Medium
gewaschen und noch einmal fur 5 Minuten bei 5000 g zentrifugiert. Der Waschschritt
wurde wiederholt und nach dem Zentrifugieren wurden die gewaschenen Bakterien in
0,75 ml des entsprechenden Mediums aufgenommen. Nach Zugabe von 0,25 ml
Glycerin (80 %) wurden die Zellen in Kryoréhrchen Uberfuhrt. Diese wurden danach

zugig in flussigem Stickstoff gefroren, wonach sie bei -80 °C gelagert werden konnten.

6.1.3 Bestimmung der optischen Dichte von Bakterienkulturen
Die optische Dichte (OD) beschreibt die Abschwachung von Licht beim Durchgang
durch ein Medium und ist bedingt durch die Streuung an Partikeln. Sie wird genutzt, um

die Zellkonzentration einer Bakterienkultur zu messen und wird wie folgt berechnet:

1
OD = —log—
gl

0

Hierbei gilt:

OD = optische Dichte
I=ausfallende Strahlung
lo= einfallende Strahlung

Steigt die optische Dichte in Bereiche von einer OD>0,8 werden die Proben verdunnt,
da eine hohe Zelldichte zu mehrfacher Streuung des Lichts und somit zu
Messungenauigkeiten fuhrt.

Fur E. coli-, P. denitrificans- und S. meliloti-Stamme wurde in dieser Arbeit die optische
Dichte photometrisch bei 600 nm (ODggo) bestimmt, wahrend fur Rhodobacter, D. shibae
und R. denitrificans die optische Dichte auf Grund einer Verfalschung durch Absorption

der Photosynthesepigmente statt dessen bei 660 nm bestimmt wurde (ODggp).
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6.1.4 Stress- und Wachstumsexperimente
Experimente mit verschiedenen Alphaproteobakterien in Fliissigkultur

Vergleich von exponentieller und stationarer Wachstumsphase in R. sphaeroides 2.4.1

Um den Einfluss von Wachstumsphasen auf die CcsR1-4 Expression zu ermitteln,
wurden zunachst Vorkulturen auf eine ODggy von 0,2 verdinnt. Danach wurden die
Bakterien bei 32° C in RA-Medium inkubiert, wobei sowohl mikroaerobe, als auch
aerobe Wachstumsbedingungen berucksichtigt wurden. Nach einer Verdopplung der
ODeso (ODeso = 0,4) befanden sich die Bakterien in der frihen exponentiellen
Wachstumsphase und es wurden Proben entnommen. Danach wurden die Kulturen mit
Nahrmedium wieder aufgefiillt und es erfolgte eine weitere Inkubation bis zum Ubergang

in die stationare Wachstumsphase, wo eine zweite Probenahme stattfand (ODggp =1,2).

Untersuchung von oxidativem Stress in R. sphaeroides 2.4.1 und anderen
Alphaproteobakterien

Um Bakterien oxidativem Stress auszusetzten, wurden Vorkulturen auf eine OD von 0,1
bis 0,2 verdinnt und in Metplatflaschen unter aeroben Bedingungen inkubiert. Nach
einer Verdopplung der OD (OD = 0,2 bis 0,4) befanden sich die Bakterien in der frihen
exponentiellen Wachstumsphase und es wurden Referenzproben entnomen. Danach
wurden Chemikalien zur Erzeugung von oxidativem Stress zugegeben. Hierbei wurden
finale Konzentrationen 250 uM Paraquat zur Erzeugung von Superoxid, 1mM
Wasserstoffperoxid (H,O,) oder 100 uM tert-Butylhydroperoxid (tBOOH) flr Stress
durch organischer Peroxide zugegeben. Es erfolgte eine weitere Inkubation far 10

Minuten unter aeroben Bedingungen und es wurden Proben entnommen.

Untersuchung von photooxidativem Stress in R. sphaeroides 2.4.1

Bakterienkulturen, die photooxidativem Stress ausgesetzt werden sollten, wurden
zunachst, wie Kulturen, die oxidativem Stress ausgesetzt wurden, behandelt und in

Metplatflaschen auf eine ODggp von 0,2 eingestellt. Danach wurden die Metplatflaschen
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in Alufolie eingeschlagen, um eine Belichtung der Bakterienkulturen zu unterbinden und
die Bakterienkulturen wurden mit 0,2 yM Methylenblau versetzt. Im Anschluss erfolgte
eine Inkubation unter aeroben Bedingungen bis eine Verdopplung der ODggo
stattgefunden hatte. Es wurden Referenzproben entnommen, die Metplatflaschen
entpackt und mit 800 W/m? beleuchtet. Hierdurch wurde Singulettsauerstoff am

Methylenblau gebildet. Nach einer Inkubation von 10 Minuten erfolgte die Probenahme.

Untersuchung von Hitzestress in R. sphaeroides 2.4.1 und anderen
Alphaproteobakterien

Um den Einfluss von Hitzestress auf Bakterien zu ermitteln, wurden Vorkulturen
verdunnt auf eine OD von 0,1 bis 0,2. Danach wurden die Bakterien bei 32 °C unter fur
den Organismus typischen mikroaeroben Bedingungen inkubiert. Nach einer
Verdopplung der OD (OD = 0,2 bis 0,4) wurden Referenzproben enthommen und die
Gefalle mit den Bakterienkulturen wurden in ein Wasserbad mit Horizontalschuttler bei
42 °C uberfuhrt. Es folgte eine Inkubation fur 10 Minuten und es wurden weitere Proben

enthommen.

Untersuchung von Salzstress in R. sphaeroides 2.4.1

Fur Salzstress-Experimente wurden Vorkulturen verdinnt auf eine ODegso von 0,2.
Danach wurden die Bakterien unter mikroaeroben Wachstumsbedingungen inkubiert.
Nach einer Verdopplung der ODggo Wurden Refernzproben entnommen und 5 M NaCl
bis zu einer finalen Konzentration von 500 mM zugegeben. Danach erfolgte eine
Inkubation unter Salzstressbedingungen fir 10 Minuten und es wurden Proben

enthommen.

Untersuchungen von Stress verursacht durch Schwermetalle in R. sphaeroides 2.4.1

Um den Einfluss von Schwermetallen auf Bakterien zu ermitteln, wurden Vorkulturen

entsprechend den Untersuchungen zu Salzstress verdunnt und unter mikroaeroben
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Bedingungen inkubiert. Nach einer Verdopplung der ODggy wurden Referenzproben
entnommen und den Kulturen entweder 10 yM Cadmiumchlorid (CdCl,) oder 100 uM
Zinksulfat (ZnSO4) zugegeben. Danach folgte eine Inkubation fur 10 Minuten und es

wurden Proben entnommen.

Experimente mit Eschericha coli in Fliissigkultur

Um eine mogliche RNAse E abhangige RNA-Prozessierung der CcsR RNAs zu
untersuchen, wurde die CcsR Prozessierung in einer temperatursensitiven E. coli
RNAse E Mutante im Vergleich zum entsprechenden E. coli Wildtyp untersucht. Hierbei
wurden Vorkulturen verdunnt auf eine OD von 0,05-0,1 und weiter bei 32 °C unter
aeroben Wachstumsbedingungen inkubiert. Nach einer Verdopplung der OD (OD = 0,1
bis 0,2) wurde eine Referenzprobe enthommen und die Gefalke mit den
Bakterienkulturen wurden in ein Wasserbad bei 42 °C mit Horizontalschattler Gberfuhrt.
Danach erfolgte eine Inkubation fur 120 Minuten mit Probenahmen nach 5 min, 10 min,

30 min, 60 min und 120 min fur eine spatere Analyse.

Hemm~hoftest

Hemmbhoftests sind eine geeignete Methode, um schnell und ohne grofl3en
experimentellen Aufwand die Sensitivitat von Bakterienstammen gegenlber bestimmten
Agenzien, beziehungsweise den durch die Agenzien verursachten Stress zu testen.
Hierfir wurden im Rahmen dieser Arbeit zunachst Rhodobacter sphaeroides
Ubernachtkulturen unter mikroaeroben Bedingungen angezogen. Diese wurden dann
verdunnt auf eine ODggo von 0,2 und bis zu einer ODggp von 0,4 unter mikroaeroben
Bedingungen inkubiert. Danach wurden die Kulturen wieder exakt auf ODgg= 0,2
verdinnt und 200 pl Kultur wurden mit 10 ml handwarmem RA-Medium-Weichagar (5 ml
doppelt supplementiertes RA Medium + 5 ml RA-Agar flissig) gemischt und gleichmaRig

auf RA-Agarplatten vom Vortag verteilt. Nach Erharten des Weichagars wurden kleine

-122 -



Methoden

aus Whatman-Filterpapier gestanzte Filterplattchen mit 7 ul 200 mM Paraquat oder 7 ul
700 mM tBOOH getrankt und auf den erstarrten Weichagar gegeben. Die Chemikalien
difftundierten mit abnehmender Konzentration durch den Weichagar und lieRen so
Hemmhofe entstehen, in denen keine Bakterien wuchsen und deren Durchmesser nach
vier Tagen ermittelt wurde. Je grof3er hierbei ein solcher beschriebener Hemmhof im
Durchmesser war, desto hoher war auch die Sensitivitdt des getesteten Stamms

gegenuber dem durch die Chemiklaie simulierten Stress.

6.1.5 Elektrotransformation von E. coli

Bei der Elektroporation werden zuvor durch mehrere Waschschritte von Salzen befreite
elektrokompetente Zellen fur kurze Zeit unter elektrische Spannung gesetzt. Hierdurch
erhoht sich die Durchlassigkeit der Cytoplasmamembran fir Fremd-DNA, wodurch die in
die Elektrotransformation eingesetzte DNA in die Zellen gelangt. Da Salze die
Leitfahigkeit erhdhen, konnen sie zu Kurzschlussen wahrend der Elektroporation fuhren,
weshalb nicht nur die Zellen gewaschen werden sollten, sondern auch die eingesetzte
DNA mdoglichst salzfrei sein sollte. Im Rahmen dieser Arbeit wurden flr
Elektroporationen typischerweise 40 ul kompetenter E. coli Zellen eingesetzt und mit 20-
50 ng der zu transformierenden DNA durch vorsichtiges Resuspendieren gemischt. Der
Transformationsansatz wurde dann in eine gekuhlte Elektroporationskivette gegeben
und im Micro Pulser™ (Biorad) mit einer Spannung von 2,1 kV fiir ~ 5 ms transformiert.
Danach wurden die Zellen in 1 ml St-I- Medium aufgenommen und fur eine Stunde bei
37 °C auf dem Schuttler (180 rpm) inkubiert. Aus dem Ansatz wurden 100 ul ausplattiert
auf St-I-Agar mit Antibiotika passend zu den in der Transformation mit Fremd-DNA

vermittelten Resistenzen. Es folgte eine Inkubation Uber Nacht bei 37 °C.
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6.1.6 Plasmidubertragung nach R. sphaeroides durch Konjugation

R. sphaeroides nimmt Fremd-DNA nur sehr schlecht durch Elektrotransformation oder
andere gangige Transformationsmethoden auf. Daher wird typischerweise, um Fremd-
DNA in R. sphaeroides einzubringen, die diparentale Konjugation mit dem E. coli-
Stamm S17-1 genutzt. Fur eine diparentale Konjugation zwischen E. coli S17-1 und
Rhodobacter sphaeroides wurde fur diese Arbeit R. sphaeroides zunachst in
Flissigmedium angezogen, bis exponentielles Wachstum zu erkennen war und es
wurden unterschiedliche Volumina an Flussigkultur in 1,5 ml Reaktionsgefal’e gegeben
und 5 Minuten bei 8000 rpm in der Tischzentrifuge sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen mit 1 ml RA-Medium gewaschen und der Uberstand nochmals
verworfen. Danach wurden die gewunschten E. coli Zellen mit einer sterilen Impfose von
einer Agarplatte enthommen und zum R. sphaeroides Zellpellet gegeben. Die Zellen
wurden durch vorsichtiges Resuspendieren in 50 pyl PY-Medium (siehe 6.4.5)
durchmischt und vorsichtig auf sterile Nitrocellulosefilter auf PY-Agarplatten (siehe
6.4.5) getropft. Die PY-Agarplatten wurden im Anschluss fur 4-5h bei 32 °C inkubiert.
AbschlieRend wurden die Zellen mit 1 ml RA-Medium in einem 1,5 ml Reaktionsgefal
von den Nitrocellulosefiltern gewaschen. Danach wurden jeweils 100 pl einer
Verdunnungreihe mit 102 und 103 Verdunnungen, sowie 100 pl unverdunnter
Konjugations Ansatz pro Reaktion auf RA-Agar mit passenden Antibiotika (siehe 6.4.1 &

6.5) ausplattiert.
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6.2 Biochemische und Molekularbiologische Methoden

6.2.1 Isolierung, Synthese, Aufreinigung und Markierung von Nukleinsauren
Isolierung von RNA aus Bakterien

,Hot-Phenol“-Methode

Bei der Isolierung von RNA ist es von groRer Bedeutung, die RNA zu schitzen. Daher
sollten Kontaminationen mit RNasen umgangen werden und Proben zu jedem
mdglichen Zeitpunkt kihl gehalten werden. In der ,Hot-Phenol® Methode wird diesen
Anforderungen Sorge getragen (Janzon et al. 1986; Durchfuhrung siehe Laborprotokolle
im Anhang). Da in dieser Methode mit DNA-Verunreinigung zu rechnen ist, missen
diese durch eine DNase | Behandlung und eine folgende weitere Phenol-Chloroform-
Aufreinigung beseitigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit war die ,Hot-Phenol“ Methode

die gangige Methode zur Isolation von RNA aus verschiedenen Bakterien.

TRIR™-Kit (ABgene)

Eine zeitsparende alternative Methode RNA aus bakteriellen Zellpellets zu extrahieren,
stellt das Total RNA Isolation Reagent (TRIR)-Kit dar, welches, wie andere kommerzielle
RNA Isolationskits, auf einer Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform Extraktion
(Chomczynski & Sacchi 1987) beruht. Bei diesem molekularbiologischen Kit erweist es
sich als wesentlich einfacher, DNA-freie Proben zu erhalten, weshalb diese
Extraktionsmethode im Rahmen dieser Arbeit fur Proben bevorzugt wurde, die fur RT-
PCRs bestimmt waren. Hierbei wurde ein dem Herstellerprotokoll angelehntes und auf
die Extraktion bakterieller RNA angepasstes Protokoll genutzt (siehe Laborprotokolle im

Anhang).

Verdau von DNA Kontaminationen in RNA-Proben

Frisch isolierte RNA-Proben weisen haufig DNA Kontaminationen auf, die mit einer

DNAse Behandlung entfernt werden konnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA
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Kontaminationen mittels 30 bis 60 minutigen DNase | Behandlungen bei 37 °C entfernt

(siehe Laborprotokolle im Anhang).

Isolierung chromosomaler DNA aus Bakterien

Um chromosomale DNA aus Bakterien zu isolieren, ist neben einer Reihe an etablierten
molekularbiologischen Kits auch eine grole Anzahl an Methoden verfligbar, die es
ermoglicht bakterielle DNA zu lIsolieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde fur die
Isolierung chromosomaler DNA aus Bakterien die etabliete CTAB (Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid) Methode genutzt, bei der CTAB dazu dient, stérende Proteine und
Polysaccharide zu binden und von der zu isolierenden DNA zu trennen

(Winnepenninckx et al. 1993; siehe Laborprotokolle im Anhang).

Plasmid-Minipraparation nach dem Prinzip der alkalischen Lyse

Die klassische Methode der Plasmid-Minipraparation nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse ist auch in Zeiten molekularbiologischer Kits eine kostengunstige und relativ
zeitsparende Moglichkeit Plasmid-DNA zu erhalten, die frei von Verunreinigungen durch
genomische DNA ist (Birnboim & Doly 1979; siehe Laborprotokolle im Anhang). Daher
wurde sie im Rahmen dieser Arbeit als Hauptmethode genutzt um Plasmid-DNA zu

isolieren.

In vitro Transkription mit T7-RNA-Polymerase

Um biochemische Experimente an spezifischen RNAs durchzufuhren, ist es noétig, diese
RNAs anzureichern und aufzureinigen. Eine gangige Methode hierfur ist die Synthese
der RNAs mit Hilfe der RNA Polymerase aus verschiedenen Phagen, wobei
insbesondere die RNA-Polyerase aus dem Phagen T7 gut charakterisiert ist (Tabor &
Richardson 1985; Chamberlin & Ring 1973). In der Regel wird fir eine in vitro
Transkription mit der T7-RNA-Polymerase der passende T7-Promotor in einer PCR

Reaktion mit Hilfe spezieller Primer an ein gewunschtes DNA-Amplifikat angefugt,

-126 -



Methoden

welches dann im Anschluss transkribiert werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
die sRNA CcsR1 aus R. sphaeroides 2.4.1, sowie putative CcsR1-Bindestellen in
verschiedenen R. sphaeroides 2.4.1 mRNAs durch in vitro Transkription mit T7-RNA-
Polymerase synthetisiert und fur biochemische Untersuchungen eingesetzt (siehe

Laborprotokolle im Anhang).

Extraktion von Nukleinsduren aus Agarosegelen und Acrylamidgelen

Um Nukleinsauren aus Agarosegelen zu extrahieren, kdnnen verschiedene Methoden
angewandt werden. Allgemein wird in diesen Methoden nach der Auftrennung von
Nukleinsauren Uber ein Gel ein Streifen des Gels mit dem gewlnschten DNA-Fragment
mit einem Skalpell ausgeschnitten aus dem dann die DNA extrahiert werden kann. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden hierfur verschiedene Methoden mit unterschiedlichen

Prinzipien angewandt.

Extraktion mit dem QIAEX Il Gel extraction Kit von Qiagen

Durch irreversible Verflissigung der Agarose wird im QIAEX Il Gel extraction Kit die
DNA freigegeben und kann an im Kit enthaltene Glaspartikel binden. Diese werden
dann abzentrifugiert und gewaschen. Im Anschluss wird die DNA von den Glaspartikeln
eluiert. Hierbei wird streng nach Vorgaben des Herstellerprotokolls vorgegangen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde das QIAEX Il Gel extraction Kit genutzt, um zeitsparend

DNA-Fragmente im Bereich von 500 bp bis 2000 bp aus Agarosegelen zu extrahieren.

Extraktion Uber eine Glaswollematrix

Eine kostenglnstige Alternative zur Gelextraktion mittels kommerziellen Kits stellt die
Extraktion von DNA aus Agarosegelen Uber eine Glaswollematrix dar. Hierbei wird der
ausgeschnittene Gelstreifen Uber eine Glaswollematrix zentrifugiert und die FlUssigkeit
aus dem Gel mit den darin gelésten Nukleinsduren in einem Reaktionsgefal®

aufgefangen. Diese werden dann aufgereinigt, gefallt und ins Reinstwasser
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aufgenommen (siehe Laborprotokolle im Anhang). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Extraktion von DNA aus Agarosegelen Uber eine Glaswollematrix insbesondere flr
kleinere DNA Fragmene (<500 bp) und besonders grol3e DNA-Fragmente (>3000 bp)

genutzt (siehe Laborprotokolle im Anhang).

Extraktion von Nukleinsduren aus Acrylamidgelen

Haufig sind Nukleinsaurefragmente zu klein, um sie Uber ein Agarosegel sauber
aufzutrennen.  Solche  Nukleinsaurefragmente  werden  typischerweise  Uber
Acrylamidgele aufgetrennt. Da Acrylamidgele sich nicht wie Agarosegele auflésen
lassen und eine fest verbundene Matrix aufweisen, missen spezielle Methoden zur
Extraktion von Nukleinsauren aus den Gelen angewandt werden. Hierbei kann
einerseits auf kommerzielle Kits zurtuckgegriffen werden, andererseits konnen die
Nukleinsaure Uber spezielle Elutionspuffer aus dem Gel ausgewaschen werden. Im
Rahmen der Experimente fur diese Arbeit wurden die in vitro Transkripte fur RNA-RNA
Interaktionsstudien mit Hilfe von einem Elutionspuffer Gber Acrylamidgele aufgereinigt

(siehe Laborprotokolle im Anhang).

Quantifizierung von Nukleinsauren
Nukleinsauren absorbieren elektromagnetische Strahlung mit einem Maximum bei
260 nm, wahrend aromatische Aminosauren elektromagnetische Strahlung mit einem

Maximum bei 280 nm absorbieren.
Hierbei qilt flr die Absorption bei 260 nm (Aze0 nm):
1 A2s0 nm entspricht 50 pg dsDNA bzw. 40 ug RNA

Zusammen mit dem Absorptionsmaximum der aromatischen Aminosauren bei 280 nm
(A2s0 nm) lasst sich die Reinheit der Proben uber das Verhaltnis der beiden

beschriebenen Absorptionsmaxima bestimmen (A2so nm/ A2s0 nm). Abhangig davon, ob die
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Nukleinsaureprobe in Reinstwasser oder einem Puffer geldst ist, kann dieses Verhaltnis
etwas variieren. Bei RNA liegt es idealerweise in einem Bereich von Azsonm/A2s0nm = 1,8-
2,2. Traditionell werden Konzentrationen von Nukleinsauren in Quarzkivetten in einem
Spektralphotometer bestimmt. In dieser Arbeit wurden die Konzentrationen von
Nukleinsaurelésungen mit einem NanoDrop™ Spektralphotometer (Thermo Scientific)

bestimmt.

Markierung von Nukleinsduren

Um Nukleinsauren nachzuweisen oder um Nukleinsduren fur biochemische
Experimente detektierbar zu machen werden, entweder die Nukleinsauren selbst oder
chemisch synthetisierte homologe Nukleinsauren, die Oligonukleotide markiert. Neben
verschiedenen fluoreszenten Markierungen stellt hierbei insbesondere eine Markierung
mit radioaktivem P>? eine vielseitig einsetzbare Méglichkeit in diesem Bereich dar. Durch
diese Methode wird es einerseits ermoglicht, in wenigen Schritten gewulnschte
Oligonukleotide zu markieren. Andererseits ist es moglich Nukleinsaurenketten in einer

in vitro Synthese mit inkorporierten Markierungen auszustatten.

End-labeling von Oligonukleotiden

Oligonukleotidsonden fiir Northern Blot Analysen kénnen mit Hilfe von y-ATP*? und der
Polynukleotidkinase aus dem Phagen T4 markiert werden. Hierbei werden in einer
enzymatischen Reaktion y-Phosphatgruppen des y-ATP*? auf die Oligonukleotidsonden
Ubertragen (siehe Laborprotokolle im Anhang). Fur diese Arbeit wurden die
Oligonukleotidsonden zur Detektion der CcsR1-Homologe aus verschiedenen
Alphaproteobakterien und zur Detektion weiterer SRNAs mittels end-labeling markiert

und fur Northern Blot Analysen eingesetzt (Oligonukleotidsonden siehe 6.6).
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Internes labeling von RNA durch in vitro Transkription

Neben der Markierung von Oligonukleotidsonden fir Northern Blots wurden im Rahmen
dieser Arbeit verschiedene biochemische Experimente mit CcsR1 durchgefihrt, bei
denen eine markierte SRNA bendtigt wurde. Um eine markierte Version von CcsR1 zu
erhalten, wurde eine in vitro Transkription so angepasst, dass wahrend der Transkription
die inkorporierten UTP Nukleotide im wachsenden RNA Strang zu einem grof3en Anteil
aus radioaktiv markiertem a-UTP*? bestanden (siehe Laborprotokolle im Anhang, Primer

zum Erstellen der Templates siehe Kapitel 6.6 Tabelle 7).

6.2.2 Gelektrophorese von Nukleinsauren

Eine gangige Methode zur Auftrennung von Nukleinsauren basierend auf der Lange der
Nukleotidkette und damit Grolze des Moleklls stellt die Gelelektrophorese dar. Bei der
Gelelektrophorese passieren Nukleinsauremolekile basierend auf ihrer negativen
Grundladung im Spannungsfeld ein Gel. Abhangig von der erwarteten Grolde der zu
untersuchenden Nukleinsduren werden fur die Gelelektrophorese grundsatzlich
verschiedene Gel- und Puffersysteme genutzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierbei
mit TBE- und TAE-Puffern, sowie mit Agarose und Polyacrylamid Gelsystemen

gearbeitet.

Agarosegelelektrophorese

Um DNA-Molekile im GrofRenbereich von 100 bp bis in den Bereich einiger tausend
Basenpaare aufzutrennen, wurden Agarosegele im Bereich von 1 % (w/v) Agarose bis
hin zu 3 % (w/v) Agarose in TBE- und TAE- Puffer genutzt, wobei fur langkettigere
Nukleinsauren geringere Konzentrationen an Agarose genutzt wurden. Es wurde
grundsatzlich fur kleinere DNA Fragmente (<500 bp) und fir praparative Zwecke das
TBE-Puffersystem bevorzugt, da etwas scharfere Banden erreicht werden konnten. Fur

die Analyse grolRerer DNA-Fragmente wurde das TAE-Puffersystem bevorzugt, da die
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hohere Konzentration der Puffer-Stammlosung eine grol3e Arbeitserleichterung darstellt
und so eine leichte Unscharfe von Nukleinsaurebanden im niedermolekularen Bereich

rechtfertigt.

Polyacrylamidgelelektrophorese

Fur die Auftrennung sehr kleiner DNA Fragmente (<100 bp) wurden im Rahmen dieser
Arbeit TBE-Gele mit einer Konzentration von 8 % bis 10 % Polyacrylamid eingesetzt.
Zusatzlich wurden denaturierende Harnstoff-TBE Gele mit einer Konzentration von 8 %
bis 10 % Polyacrylamid dazu genutzt, sSRNAs unabhangig von ihrer Sekundarstruktur
aufzutrennen (siehe Laborprotokolle im Anhang). Die fertigen Gele wurden entweder
genutzt fur Etidium-Bromidfarbungen, fur die Aufreinigung von in vitro Transkripten oder
fur Northern Blot Analysen. Zusatzlich wurden fir die biochemischen Analysen native

TBE Polyacrylamidgele genutzt (siehe Laborprotokolle im Anhang.)

Northern Blot

Um die Expression spezifischer sSRNAs zu detektieren, wurden diese zunachst in einem
Polyacrylamid-Harnstoffgel —aufgetrennt und mittels Elektroblotting auf eine
Nylonmembran Ubertragen (siehe Laborprtokolle im Anhang). AnschlieRend erfolgte
eine Hybridisierung der Nylonmembranen mit spezifischen Oligonukleotidsonden
entweder in einem Phosphatpuffersystem oder alternativ, wenn sich die Detektion einer
sRNA sich in Kombination mit dem Phosphatpuffersystem als problematische erwies, in
einem salinen Natriumcitratpuffersystem (Church & Gilbert 1984; Berghoff et al. 2009).
Hierbei wurden im Phosphatpuffersystem bei konstanter Hybridierungstemperatur von
42 °C die Hybridiserungs und Waschbedingungen den jeweiligen Oligonukleotidsonden
uber die Konzentration an SDS und Salzen angepasst, wahrend im salinen

Natriumcitratpuffersystem bei konstanten Wasch- und Hybridiserungsbedingungen die
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Hybridisierungstemperatur den jeweiligen Oligonukleotidsonden angepasst wurde (siehe

Laborprotokolle im Anhang; Oligonukleotidsonden siehe 6.6).

6.2.3 PCR-basierte Methoden
Um gezielt im Rahmen von Klonierungen DNA Abschnitte zu amplifizieren, Mutationen
in diese einzubringen oder um im Rahmen von Experimenten die Abundanz bestimmter

RNAs nachzuweisen, wurden PCR-basierte Methoden in dieser Arbeit angewandt.

PCR

Fur die PCR werden heutzutage in der Regel DNA-Polymerasen mit einer
Fehlerkorrekturfunktion genutzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die KOD-DNA
Polymerase und die Phusion DNA Polymerase eingesetzt. Hierbei wurde den
entsprechenden Protokollen der Hersteller gefolgt und wenn mdglich die Menge an

genutztem Enzym reduziert (Laborprotokolle siehe Anhang, Primer siehe 6.6).

Gerichtete Mutagenese von Plasmiden mittels PCR

Fur die gezielte Mutation einzelner Basen in Plasmiden, kann mit Hilfe der Phusion DNA
Polymerase eine Methode angewandt werden, bei der das ganze Plasmid mit Primern
amplifiziert wird, die einen Basenaustausch verursachen. Durch gezielten Verdau wird
nach der PCR dann das Template lysiert und nach einer Ligation verbleiben Plasmide
mit einem Basenaustausch an der gewulnschten Stelle, die fur eine Transformation
genutzt werden konnen (Protokoll siehe Anhang, Primer siehe 6.6). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde diese Methode genutzt, um Mutationen in DNA Fragmente mit der
potentiellen Bindestelle der CcsR-RNAs in der flThR mRNA von R. sphaeroides

einzubringen.
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gRT-PCR

Die RNA wurde flr diese Arbeit wie oben beschrieben isoliert. Danach wurde das One-
Step Brilliant 1l QRT-PCR Master Mix Kit (Agilent) nach Vorgaben des Herstellers
genutzt, wobei ein Reverse Transkriptase-Schritt durchgefuhrt wurde. Fir die
Reaktionen, die in einem C1000TM Thermal cycler (Bio-Rad) inkubiert wurden, wurde
RNA mit einerer Konzentration von 4 ng RNA pro pl eingesetzt. Die Expression der
MmRNAs wurde relativ zu einer Kontrolle berechnet und auf die rpoZ Expression
normalisiert. Zur statistischen Auswertung wurde ein t-Test durchgefuhrt und es wurden

p-Werte <0.05 als signifikant betrachtet (Primer siehe 6.6).

6.2.4 RNA-Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene RNAs mit Hilfe der T7-RNA Polymerase
von PCR-Produkten mit T7-Promotor transkribiert (PCR-Primer siehe Anhang Tab.
A13), wobei die sRNAs CcsR1 und PcrZ radioaktiv markiert wurden, wahrend
Ausschnitte aus der flhR-mRNA und der bchN mRNA ohne Markierung transkribiert
wurden. Im Amschluss an die Transkription wurden die RNAs mittels G50 Saulchen (GE
HEALTHCARE) und Gel-Extraktion aufgereinigt. Die Interaktionen der sRNAs (CcsR1 und
PcrZ) wurden in 1x Strukturpuffer fur RNAse T1 (100 mM Tris pH 7, 1 M KCI, 100 mM
MgCl,) in einem Volumen von 15 ul Uberprift. Hierbei wurden 250 fmol sRNA bei einer
Temperatur von 32 °C fur 30 Minuten mit unterschiedlichen Mengen an mRNA oder Hfq
inkubiert und im Anschluss mit 3 pl Ladepuffer (50 % Glycerin, 0.5x TBE, 0.2 %
Bromphenolblau) gemischt: Die Reaktionsansaatze wurden uber native 0,5x TBE 6 %
Acrylamid Gele (30 Minuten bei 100 V Vorlauf vor dem Laden,danach 2,5 Stunden bei

200 V und Raumtemperatur) aufgetrennt und via Autoradiographie analysiert.
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6.2.5 Messungen von enzymatischen Reaktionen

Bestimmung der Glutathionkonzentration in R. sphaeroides

Um die Konzentration von Glutathion zu bestimmen, wurden 2 ml von R. sphaeroides-
Kulturen unter mikroaeroben Bedingungen bei einer ODggy von 0,4 bei 10.000 g
abzentrifugiert und bis zur Messung der Glutathionkonzentration bei -20 °C aufbewahrt.
Die Glutathionmessung erfolgte in einem zellfreien Extrakt. Hierfir wurden zunachst die
Zellen in 3,75 % 5-Sulfosalicylsdure unter Vortexen lysiert. Zelltrimmer und
ausgefallene Proteine wurden im Anschluss durch Zentrifugation bei 4 °C und 10.000 g
pelletiert und dadurch vom im Uberstand verbleibenden Glutathion getrennt. Der
Uberstand wurde in neue ReaktionsgefalRe Uberfiihrt und auf Eis gestellt. Danach wurde
einerseits eine 6 mM Losung von Ellman’s Reagenz in Reaktionspuffer angesetzt,
andererseits wurde Reaktionspuffer mit 0,3 mg*'mlI”’ NADPH versetzt. Fiir die
colorimetrische Bestimmung der Glutathionkonzentration wurden 1 ml Reaktionen
angesetzt. Ein Reaktionsansatz bestand aus 845 ul Reaktionspuffer mit NADPH der mit
50 ul zellfreiem Uberstand und 100 pL der 6 mM Ldsung von Ellman’s Reagenz
gemischt wurde. Danach wurde der Reaktionsansatz fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, um eine komplette Oxidation des Glutathions durch Ellman’s
Reagenz zu erreichen. Durch Zugabe von 5 pul Glutathionreduktase aus Backerhefe
(Sigma-Aldrich; Verdunnt auf 100 units* ml-1 in Reaktionspuffer) wurde die Reaktion
gestartet und es wurde die Veranderung der Farbung der Probe bei 412 nm Uber die
Zeit beobachtet. Die Gesamtkonzentration an Glutathion wurde bestimmt aus dem
Vergleich zu Referenzmessungen mit Glutathion gelést in Reaktionspuffer.
AbschlieBend wurde die gemessene Glutathionmenge mit der gemessenen ODggo zum

Probenamezeitpunkt normalisiert.
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Bestimmung der Betagalaktosidaseaktivitdt in einem RNA-Interaktions in vivo

Reportersystem in R. sphaeroides

Um die Betagalaktosidaseaktivitat in R. sphaeroides zu bestimmen wurden Kulturen mit
den Plasmiden des in vivo Reportersystems bei 32 °C unter mikroaeroben Bedingungen
bis zu einer ODggo von 0,4 inkubiert. Danach wurden 2 ml der Bakterienkultur bei
10.000 g abzentrifugiert und bis zur Messung bei -20 °C aufbewahrt. Fur eine Messung
wurden jeweils die Messwerte fUr drei biologische Replikate mit zwei technischen
Replikaten berucksichtigt. Die Messung der Betagalaktosidaseaktivitat erfolgte in Z-
Puffer mit ONPG als Substrat wie beschrieben (Klug et al. 1997): AbschlieRend wurde

die Betagalaktosidaseaktivitat in Millerunits bestimmt (Miller 1972).

6.3 Molekulargenetische Methoden

6.3.1 Erstellen einer flhR-Deletionsmutante

Um die Funktion von Genen in Bakterien zu untersuchen, werden haufig
Deletionsmutanten dieser Gene erstellt, bei denen die codierende Region des Gens
entweder teilweise oder komplett durch eine Antibiotikaresistenz-vermittelnde Kassete
ersetzt wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die komplette Protein-codierende Sequenz
von flhR (RSP_2591) durch die Kanamycinkassette aus pUC4K ausgetauscht (Vieira &
Messing 1982). Hierfur wurden zunachst ein 688 bp DNA Fragment aus der upstream
Region von flhR mit den Primern up2591Kpn-f und up2591Pst-r und ein 682 bp DNA
Fragment aus der downstream Region von flhR mit den Primern down2591Pst-f und
down2591Hind-r amplifiziert (Primer siehe 6.6). Im Anschluss wurde zunachst das flhR
downstream Fragment Uber die Hindlll und Pst | Restriktionsschnittstellen und danach
das flIhR upstream Fragment Uber die Pstl und Kpnl Restriktionsschnittstellen in
pPHU281 kloniert (HUbner et al. 1993). Zum Abschluss wurde die Kanamycin-Kassette

aus pUC4K in die Pstl Restriktionschnittstelle kloniert und das resultierend Plasmid
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pPHU2591up-KM-down via Konjugation in R.sphaeroides 2.4.1 eingebracht.
Kanamycin-resistente und gleichzeitig Terazyklin-sensitive Klone wurden ausgewahit

und mittels PCR Uberpruft.

6.3.2 Erstellen von plasmidbasierten Uberexpressionsstimmen

Da haufig eine Deletion von gewlnschten Genen oder sRNAs nicht madglich ist oder ein
Vergleich fur Deletionsmutanten zu Rate gezogen werden muss, stellt die
Uberexpression von einzelnen Genen von einem Plasmid eine haufig genutzte Methode

dar um veranderte Expressionslevel fur gewlnschte Proteine oder RNAs zu erreichen.

Erstellen einer flhR Uberexpression in pRK4352

Um einen Vergleich zur R. sphaeroides flhR Deletionsmutante zu erhalten, wurde die
Uberexpression von flhR von einem Plasmid angestrebt. Hierfir wurde zunéchst flhR
zusammen mit der 5’UTR mit den Primern 2591ovfbam1 and 2591ovRkpn1 amplifiziert.
Das entstandene DNA Fragment wurde Uber die BamHI und Kpnl
Restriktionsschnittstellen in pRK4352 eingebracht (Mank et al. 2012). Das entstandene
Plasmid pRK_flhR wurde mittels Konjugation in R. sphaeroides 2.4.1 und die flhR

Deletionsmutante eingebracht und es wurde auf Tetrazyklinresistenz selektiert.

Erstellen von Uberexpressionen der CcsR-RNAs in pRK4352 und pBBR4352

Um erhohte Level der CcsR RNAs in R. sphaeroides zu erreichen, wurden die
Uberexpressionsplasmide pRK4352 und pBBR4352 genutzt (Mank et al. 2012). Ein
DNA Fragment mit dem RSP_6037-CcsR1-4 Locus ohne Promotor wurde mittels PCR
amplifiziert, und in pDrive (Qiagen) kloniert. Nach einer Restriktion mit BamHI/EcoRI
wurde das  ausgeschnittene DNA  Fragment in die entsprechenden
Restriktionsschnittstellen in pRK4352 eingebracht. Das entstandene Plasmid wurde
pR6037_CcsR1-4 benannt. Kleinere DNA Fragmente bestehend aus CcsR1-4, wurden

auf ahnliche Weise in die BamHI/EcoRIl und BamHI/Xbal Restriktionsschnittstellen von
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pRK4352 and pBBR4352 kloniert. Hieraus entstanden die Plasmide pRCcsR1-4 und
pBCcsR1-4. Fiir eine Uberexpression von CcsR1, CcsR2, CcsR1+2 und CcsR1-3, in
pRK4352 und pBBR4352 wurde eine entsprechende Klonierungsstrategie und fur die
resultierenden Plasmide eine entsprechende Nomenklatur angewandt (pRCcsR1,
pBCcsR1,...). Alle Plasmide wurden durch Konjugation in R. sphaeroides Ubertragen
(Primer siehe 6.6, Plasmide siehe 6.7).
6.3.3 Erstellen von Reporterplasmiden fiir ein /acZ basiertes Reportersystem zur
Analyse von sRNA Interaktionen
Um sRNA-mRNA Interaktionen zu untersuchen, wurde flr diese Arbeit ein
Reportersystem genutzt. Hierfir wurde der 16S rRNA (RSP_4352) Promotor zunachst
mittels PCR amplifiziert und in pDrive (Qiagen) kloniert. Nach einem Restriktionsverdau
mit Xhol und Kpnl wurde das Promotorfragment in die entsprechenden
Restriktionsschnittstellen des /acZ Fusionsplasmids pPHU235 (Simon et al. 1983)
eingebracht. Das entstandene Plasmid pPHU16S wurde genutzt um DNA Fragmente,
die potentielle CcsR1-4 Bindestellen enthielten, einzubringen und die potentiell
regulierten Gene als lacZ-Fusion zu exprimieren. Die Reporterplasmide wurden mittels
Konjugation in R. sphaeroides Stamme mit den Plasmiden pBBR4352 oder pBCcsR1-4
eingebracht (Primer siehe 6.6, Plasmide siehe 6.7).
6.4 Transkriptom- und Proteomanalysen
Um den Einfluss eines Regulators auf die globale Genexpression zu untersuchen,
werden Proteom- und Transkriptomanalysen durchgefuhrt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde eine gelbasierte Proteomanalyse mit einer Microarray-Transkriptomanalyse

gekoppelt.
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Microarray

Fur die Transkriptomanalyse wurden R. sphaeroides 2.4.1 (pRK415) und
R. sphaeroides 2.4.1 (pRCcsR1-4) unter aeroben Bedingungen bis in die frihe
exponentielle Wachstumsphase angezogen und Proben entnommen. Far zwei
eigenstandige Microarrays wurden jeweils drei Experimente pro Stamm durchgefihrt
und die Gesamt-RNA eines Stammes zu einem Pool zusammengefuhrt. Jeweils 2 ug
der gepoolten Gesamt-RNA eines Stammes wurden im Anschluss mit dem ULS
Fluorescent Labeling Kit for Agilent arrays (Kreatech) mit Cy3 oder Cy5 markiert.
Danach wurde die RNA einem Custom Gene Expression Microarray von Agilent
Technologies (8x15K; ID: 027061) fur R. sphaeroides nach Vorgaben von Agilent
hybridisiert (Peuser et al. 2012). Die weitere Bearbeitung der Microarrays folgte den
Vorgaben von Agilent und die Rohdaten der Analyse wurden im NCBI Gene Expression
Omnibus und der der Referenznummer GSEG7145 hinterlegt (Edgar 2002; Datensatz
siehe Daten-CD\Microarray). Die finale Auswertung der Daten wurde mittels des LIMMA
Pakets flir R durchgefihrt (Smyth & Speed 2003). Hierbei wurde innerhalb der Arrays
nach dem LOESS-Model normalisiet und so ein Fehler durch potentiell
unterschiedliches Verhalten der Farbstoffe ausgeglichen. Die normalisierten
Fluoreszenzwerte wurden dann genutzt, um Expressionsratios zu ermitteln, wobei nur
Sonden bericksichtigt wurden, deren Fluoreszenzwerte oberhalb des durch
unspezifische Sonden ermittelten Hintergrunds lagen. Um eine veranderte Expression
zu ermitteln, wurden nur Gene mit einer durchschnittlichen log, Ratio von <-0,7 oder
20,7 berucksichtigt. Zusatzlich wurden Gene von besonderem Interesse manuell

analysiert.
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2D-Gelelektrophorese

Fur die gelbasierte Proteomanalyse wurden die experimentellen Daten aus Billenkamp
2010 genutzt. Diese wurden mittels Delta2D (Decodon) nach Vorgaben des Herstellers
neu analysiert, wobei weitgehend eine Ubereinstimmung mit den Daten aus Billenkamp
2010 erreicht wurde.

6.5 Bioinformatische Methoden

6.5.1 Vorhersage von CcsR1 Homologen in anderen Alphaproteobakterien

Um CcsR1 Homologe in anderen Bakterien zu finden, wurden zwei unterschiedliche auf
dem BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) Algorithmus basierende Strategien
angewandt (Altschul et al. 1990). Fur die eine Strategie wurde zunachst mittels Protein-
BLAST (BLASTP) nach Homologen zu CcaF1 aus Rhodobacter sphaeriodes
(RSP_6037) gesucht und anschlieBend nach CCTCCTCCC- Basenmotiven in der DNA
der flankierenden intergenischen Regionen gesucht. Danach wurden verschiedene
CCTCCTCCC-Motive kombiniert und die entsprechende RNA der Motive und ihrer
Umgebung einer Faltungsvorhersage unterzogen (siehe unten). In der zweiten Strategie
wurde mittels Nukleotid-BLAST (BLASTN) direkt nach Homologen zu CcsR1 aus
Rhodobacter sphaeriodes gesucht. Hierbei wurde auf eine Konservierung der
CCTCCTCCC-Basenmotive auf DNA-Ebene geachtet. Im Anschluss wurden
Faltungsvorhersagen durchgefuhrt um nach konservierten Sekundarstrukturen fur die

mit BLAST vorhergesagten sRNAS zu suchen (siehe unten).

6.5.2 Berechnung phylogenetischer Stammbaume

Berechnung eines 16S rRNA Stammbaums fiir Bakterien mit CcsR1 Homologen
Zur Berechnung eines Stammbaums, der den Verwandtschaftsgrad der verschiedenen
Bakterien mit vorhergesagten CcsR1- Homologen, basierend auf dem Gen fur die

ribosomale 16S rRNA-Untereinheit, darstellt, wurde die Datenbank des RIBOSOMAL
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DATABASE PRoOJECT zur Hilfe genommen (Cole et al. 2009). Hierbei wurde in der
Datenbank nach den Organismen mit CcsR Homologen gesucht und diese dann in
einem individuellen Stammbaum zusammengestellt. Um die Verlasslichkeit des
Stammbaums zu erhdhen, wurde Eschericha coli K12 als Referenz-Aul3enseiter
eingefugt.

Berechnung eines Stammbaums fiir CcsR1 Homologe aus verschiedenen

Alphaproteobakterien

Ein Stammbaum, der eine potentielle Verwandtschaft der CcsR1 Homologe aus
verschiedenen Organismen beschreibt, wurde mittels des im Internet verflgbaren
Programms LOCARNA erstellt, welches fur die Erstellung lokaler und globaler Sequenz
Alignments programmiert wurde (Smith et al. 2010). Hierzu wurde zunachst die Grole
der verschiedenen vorhergesagten CcsR1 Homologe definiert. Hierfur wurden jeweils 5
Nukleotide upstream des ersten CCUCCUCCC- Motivs eines CcsR Homologs als Start
der sRNA gewahlt und das Ende der sRNA 5 Nukleotide downstream des zweiten
CCUCCUCCC- Motivs gesetzt. AbschlieBend wurden die Sequenzen in das .fasta

Format umgewandelt und fur die Berechnung genutzt.

Berechnung eines Stammbaums fiir CcaF1

Zur Berechnung eines CcaF1 Stammbaums wurden die Aminosauresequenzen von
verschiedenen CcaF1 und CcaF2 Homologen in das Programm MEGAS5 eingespeist
(Tamura et al. 2011). Es wurde ein Alignment mittels Custalw durchgefuhrt (Larkin et al.
2007). Danach wurde ein phylogenetischer Stammbaum der verschiedenen homologen
Proteine mittels maximum likelihood Methode mit Aminosaureaustausch erstellt. Hierbei
wurde der erstellte Stammbaum mit 1000 Wiederholungen eines bootstrap Tests

Uberpruft.
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6.5.3 RNA-Faltungsvorhersagen

Haufig ist es hilfreich, in silico vorhergesagte Sekundarstrukturen von RNA-Molekulen
heranzuziehen, um einen ersten Eindruck Uber die Zuganglichkeit bestimmter Regionen
des RNA-Molekils zum Beispiel fur RNAsen oder fir eine Interaktion mit anderen RNA-
Molekulen zu gewinnen. Hierbei ist eine Vielzahl verschiedener Proramme und Web-

Applikationen verfugbar, die eine Faltungsvorhersage ermdglichen.

Berechnung von sRNA Sekundarstrukturen mittels RNAFOLD

Eine klassische Web-Applikation zur Berechnung von RNA-Selundarstrukturen
basierend auf der minimalen freien Energie (MFE) stellt RNAFoLD dar
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi; Hofacker 2003; Hofacker et al. 1993).
Neben einer klassischen 2D-Struktur bietet RNAFOLD an, sich die Struktur einer RNA-
Sequenz auch in der sogenannten dot-bracket-Annotierung anzeigen zu lassen.
RNAFoLD wurde im Rahmen dieser Arbeit genutzt, um die Sekundarstruktur von CcsR1
aus R. sphaeroides 2.4.1 in der dot-bracket-Annotierung zu ermitteln. Diese wurde
bendtigt zur Vorhersage einer 3D-Struktur der sRNA mittels RNACOMPOSER (siehe
unten). Die Daten fur RNAfold Faltungen sind hinterlegt auf der beiliegenden Daten-CD

im Verzeichnis RNAfold.

Berechnung von SRNA Sekundarstrukturen mittels SFOLD

Eine weitere klassische Web-Applikation zur Berechnung von RNA-Selundarstrukturen
stellt SFoLD dar (http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/index.pl; Ding et al. 2004). SFOLD ist
prinzipiell vergleichbar mit RNAFOLD, jedoch werden in der graphischen Ausgabe dieser
Web-Applikation die Vorhersagen fur MFE-Struktur und Centroid-Struktur direkt
verglichen, was auch unerfahrenen Nutzern erlaubt einen Einblick in die Qualitat einer

RNA-Strukturvorhersage zu gewinnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde allgemein SFoOLD
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fur die Vorhersage der 2D-Struktur verschiedener CcsR RNAs genutzt. Die Daten fur

SFOLD- Faltungen sind hinterlegt auf der beiliegenden Daten-CD im Verzeichnis Sfold.

Berechnung von mRNA Sekundérstrukturen mittels NUPACK

Eine weitere, laut Literatur besonders zur Berechnung von mRNA-Strukturen geignete,
Web-Applikation stellt NUPACK dar (http://www.nupack.org; Zadeh et al. 2011). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde NUPACK genutzt um die mRNA Bindestellen der CcsR
RNAs darzustellen. Die Daten fur RNAfold Faltungen sind hinterlegt auf der

beiliegenden Daten-CD im Verzeichnis NUPACK.

Berechnung von RNA-3D Strukturen mit RNACOMPOSER

Neben mittlerweile relativ robusten Vorhersagen zu RNA-Sekundarstrukturen sind auch
einige Web-Apllikationen verfligbar, mit denen es maoglich ist, eine 3D-Struktur von RNA
Molekllen berechnen zu lassen und diese mit Hilfe von Programmen zur Darstellung
von Proteinstrukturen auch zu bearbeiten. Ein besonders benutzerfreundliches Beispiel
fur eine solche Web-Applikation zur RNA-3D-Strukturvorhersage stellt RNACOMPOSER
dar (http://rnacomposer.ibch.poznan.pl/Home; Popenda et al. 2012). Fir RNACOMPOSER
wird neben der Sequenz einer RNA auch die Sekundarstruktur in dot-brackett-
Annotation bendétigt, weshalb sich eine Kombination mit RNAFoLD empfiehlt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde RNACOMPOSER, genutzt um die Tertiarstruktur von CcsR1 aus
R. sphaeroides 2.4.1 vorherzusagen. Die Daten fir RNACoMPOSER Faltungen sind

hinterlegt auf der beiliegenden Daten-CD im Verzeichnis RNACOMPOSER.

6.5.4 Proteinfaltungsvorhersagen

Um die Strukturen von annotierten Proteinen vorherzusagen, kann die Web-Applikation
PHYRE2 genutzt werden (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index;
Kelley & Sternberg 2009). Hierbei werden die Sequenzen der Proteine manuell aus

einer beliebigen Datenbank abgerufen und kénnen dann eingegeben werden. Es
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werden dann die Sequenzen mit den Sequenzen von Proteinen mit bekannten
Proteinstrukturen verglichen. AbschlieRend werden die zwischen Eingabe und
bekannten Proteinen konservierten Proteindomanen hervorgehoben und eine magliche
3D-Struktur fur die Eingabe berechnet. Auf Grund hoher Rechenkapazitat sollten
PHYREZ2 Vorhersagen uber Nacht betrieben werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
mogliche  Faltungen der CcaF1 und CcaF2 Homologe verschiedener
Alphaproteobakterien mit PHYREZ berechnet. Die Daten fur PHYRE2 Faltungen sind

hinterlegt auf der beiliegenden Daten-CD im Verzeichnis PHYRE2.

6.5.5 Darstellung von CcsR1 und CcaF1 aus R. sphaeroides 2.4.1 in einem Modell
Um Modelle von Proteinen oder RNA Molekulen auf einem Computer bearbeiten zu
konnen, wird in der Regel ein Programm bendtigt, dass Dateien im .pdb Format
darstellen kann. Haufig wird das im Rahmen der universitaren Forschung freie
Programm UCSFCHIMERA genutzt (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/; Pettersen et al.
2004). Im Rahmen dieser Arbeit wurde UCSFCHIMERA unter Anderem genutzt um die
vorhergesagten Modelle flir CcaF1 und CcsR1 aus R. sphaeroides 2.4.1 einzufarben

und zu einem gemeinsamen Modell zusammen zu fassen.

6.5.6 Sequenzmultialignments

Die Aminosauresequenzen der konservierten Proteindomanen der verschiedenen
CcaF1 Homologe und die Aminosauresequenz der RNA-Bindedomane des Drosophila
melanogaster SMAUG Proreins wurden mittels MEGAS5 und Custalw aligned

(http://www.megasoftware.net/; Tamura et al. 2011; Larkin et al. 2007).

6.5.7 Erstellen von Sequenz- Weblogos
Um konservierte Regionen innerhalb der verschiedenen CcsR1 Homologe
hervorzuheben, wurden mit Weblogo (http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) sogenannte

Weblogos erstellt (Crooks et al. 2004; Schneider & Stephens 1990). Hierfur wurden
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Alignments von CcsR1 aus verschiedenen Organismen in das Programm geladen und
eine Abbildung errechnet, die die Haufigkeit eines bestimmten Nukleotids an einer

bestimmten Position in der Konsensussequenz fur die CcsR1 Homologe angibt.

6.5.8 RNA-RNA-Interaktionsvorhersagen

RNA-RNA-Interaktionsvorhersagen sind eine gangige Methode, um in Kombination mit
weiteren Experimenten mogliche mRNA Interaktionspartner von sRNAs fur eine weitere
Analyse zu bestimmen. Bei diesen Interaktionsvorhersagen wird prinzipiell zwischen
Vorhersagen unterschieden, die sich mit den Interaktionen einer sRNA in einem
Organismus beschaftigen, und Vorhersagen, die sich mit den Interaktionen einer

potentiell konservierten SRNA beschaftigen.

Genomweite Suche nach CcsR1-4 Interaktionspartnern mit INTARNA

Eine Web-Applikation zur genomweiten Vorhersage von mRNA-Interaktionspartnern von
sRNAs in einem Organismus stellt INTARNA dar, welches von der Umiversitat Freiburg
zur Verfugung gestellt wird (http://rna.informatik.uni-freiburg.de/IntaRNA/Input.jsp;
Busch et al. 2008). INTARNA-Vorhersagen basieren unter Anderem auf der
Zuganglichkeit einer potentiellen Bindestelle und auf der Energie, die wahrend des
Auflosens der Sekundarstrukturen von zwei RNAs unter Bildung eines RNA-Hybrids
umgesetzt wird. Eine hohe frei werdende Energie indiziert hierbei eine bevorzugte RNA-
RNA-Hybridisierung und fuhrt zu einer guten Bewertung innerhalb einer genomweiten
Interaktionsvorhersage. Um dies zu erreichen, werden fur INTARNA-Untersuchungen die
Sequenz einer zu analysierenden sRNA, definierte Bereiche aller Gene (annotierte
ORFs laut NCBI Datenbank) und die Umgebungstemperatur bertcksichtigt. Zusatzlich
gibt es die Moglichkeit Bindungsparameter wie die Lange der Interaktionsstelle (seed)
zu definieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde INTARNA genutzt, um

Interaktionsvorhersagen fir CcsR1 aus verschiedenen Alphaproteobakterien und
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Interaktionsvorhersagen fur CcsR1-4 aus R. sphaeroides 2.4.1 bei einer Temperatur
von 32 °C durchzufuhren. Zusatzlich wurden die mittels INTARNA generierten Daten fur
R. sphaeroides 2.4.1 dazu genutzt, ein potentielles Bindemotiv der CcsR-RNAs zu
bestimmen. Daruber hinaus wurde mit Hilfe der INTARNA-Daten fur CcsR1 aus
verschiedenen Alphaproteobakterien nach moglichen konservierten Interaktionspartnern

der CcsR-RNAs gesucht.

Genomweite Suche nach CcsR1 Interaktionspartnern mit RNAPREDATOR

Neben INTARNA stellt RNAPREDATOR ein gangiges Programm zur Vorhersage von sRNA
Interaktionspartnern  dar  (http://rna.tbi.univie.ac.at/RNApredator2/target_search.cgi;
Eggenhofer et al. 2011). RNAPREDATOR basiert auf dem RNAPLEX-Algorithmus, der,
ahnlich wie der fur INTARNA genutzte Algorithmus funktioniert. RNAPLEX berucksichtigt
insbesondere die Zuganglichkeit einer potentiellen Bindestelle und die Energie, die
wahrend des Auflésens der RNA Sekundarstrukturen unter Bildung eines RNA-Hybrids
umgesetzt wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde RNAPREDATOR genutzt, um die mittels
INTARNA fur CcsR1 aus R. sphaeroides 2.4.1 ermittelten Interaktionsvorhersagen zu

Uberprufen und bewerten.

Komparative Suche nach konservierten CcsR1 Interaktionspartnern mittels
BLAST und INTARNA

Neben der bioinformatischen Analyse von sRNA-mRNA Interaktionen in einzelnen
Organismen ist die Analyse von Uber mehrere Organismen konservierten sSRNA-mMRNA
Interaktionen von besonderem Interesse. In einem semimanuellen Ansatz wurden die
INTARNA-Interaktionsvorhersagen fur die CcsR1-Homologe verschiedener Alpha-
proteobakterien  abgeglichen (http://rna.informatik.uni-freiburg.de/IntaRNA/Input.jsp;
Busch et al. 2008). Hierbei wurde analysiert, ob eine vorhergesagte Interaktion flr

CcsR1 in einem Organismus fur das CcsR1-Homolog und eine homologe mRNAs in
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einem anderen Organismus auch eine Vorhersage einer stabilen Interaktion lieferten.
Um diese Interaktionsvorhersagen in verschiedenen Organismen bewerten und
vergleichen zu kénnen, musste zunachst der Beobachtung Sorge getragen werden,
dass INTARNA-Vorhersagen in unterschiedlichen Organismen haufig unerschiedlichen
Niveaus an freier Energie aufweisen. Hierfur wurde zunachst der relative

Bewertungsstandard INTARNA-Score definiert.

Freie Energie Interaktionsvorhersage

INTARNA S =
core= g (Freie Energie der 5 starksten Interaktionsvorhersagen)

Diese wurde dann auf die starksten Interaktionsvorhersagen fir CcsR1 in
R. sphaeroides 2.4.1 angewandt. Danach wurden die homologen Gene zu den mRNAs
mit den starksten Interaktionsvorhersagen fur CcsR1 aus R. sphaeroides 2.4.1 mittels
BLASTp in ausgewahlten Alphaproteobakterien mit vorhergesagten CcsR1-Homologen
ermittelt (Altschul et al. 1990). Im Anschluss wurden fur die gefundenen homologen
MRNAs die INTARNA-Scores in den jeweils entsprechenden Organismen ermittelt. Um
die Konservierung der Regulation einer konservieten mRNA durch die CcsR1
Homologe zu beschreiben, wurde abschliefend eine durchschnittliche INTARNA-Score
fur alle untersuchten Organismen berechnet. Hierbei wurde ein Fehlen des Gens fur
eine konservierte MRNA mit einer INTARNA-Score von 0 bewertet. AbschlieRend wurden
die durchschnittlichen INTARNA-Scores fur die verschiedenen potentiell konservierten
mit CcsR1 interagierenden mRNAs verglichen, wobei ein hoher Wert eine

Konservierung indizierte, wahrend ein niedriger Wert gegen eine Konservierung sprach.

Komparative Suche nach konservierten CcsR1 Interaktionspartnern mittels
HINTARNA

Eine weitere Madglichkeit um die Konservierung von sRNA-mRNA Interaktionen

basierend auf INTARNA zu untersuchen, stellte das mittlerweile eingestellte und durch
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CoPRARNA  ersetzte  HOMOLOGYINTARNA  (HINTARNA) dar (Wright 2012).
HoMOLOGYINTARNA verglich, ahnlich wie fur die Suche mittels BLASTP und INTARNA
beschrieben, die verschiedenen Interaktionsvorhersagen aus den untersuchten
Organismen. Zusatzlich verstarkte HOMOLOGYINTARNA die getroffenen Vorhersagen,
indem die CcsR1-Homologe der verschiedenen Organismen flr erganzende
Interaktionsvorhersagen ausgetauscht wurden, die in die Bewertung mit einbezogen
wurden. Hierbei wurde in den erganzenden Analysen CcsR1 aus einem Organismus fur
eine Interaktionsvorhersage in einem anderen Organismus genutzt. Zusammen mit dem
Hauptentwickler wurden im Rahmen dieser Arbeit und in Rahmen der Entwicklung von
HINTARNA die CcsR1-Homologe aus verschiedenen Alphaproteobakterien bezlglich

maglicher konservierter mRNA Interaktionspartner getestet.

Komparative Suche nach konservierten CcsR1 Interaktionspartnern mittels
CopraRNA

Eine Weiterentwicklung von HOMOLOGYINTARNA stellt die Web-Applikation COPRARNA
dar (http://rna.informatik.uni-freiburg.de/CopraRNA/Input.jsp; Wright et al. 2013). Der
technische Hintergrund von CoPRARNA ist mit Ausnahme von Fehlerbehebungen mit
dem von HOMOLOGYINTARNA vergleichbar, jedoch bietet COPRARNA die Madglichkeit
Uber ein Web-Interface eine Mehrzahl an Suchen parallel auszuflihren und bietet eine
hdhere Nutzerfreundlichkeit als die beiden vorher beschriebenen Methoden zur Analyse
konservierter sSRNA Interaktionspartner. In dieser Arbeit wurde COPRARNA genutzt, um
die Konservierung von Interaktionspartnern der CcsR-RNAs auf verschiedenen Ebenen
zu untersuchen. Hierbei wurde einerseits eine Suche in verschiedenen R. spaheroides
Spezies durchgefuhrt, des Weiteren wurde innerhalb des Genus Rhodobacter nach

potentiellen konservierten Interaktionspartnern gesucht und abschlielfend wurde nach
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moglichen Interaktionspartnern der CcsR-RNAs gesucht, die Uber die

Alphaproteobakterien konserviert sind.
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7 Materialien

7.1 Alphabetische Chemikalienliste

A

Acetat

Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid 40 % (PAA 40)
Acrylamid/Bisacrylamid 30 % (PAA 30)
Agarose

Aluminiumchlorid (AICI3)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumsulfat ((NH4)2SOy)
Ammoniumchlorid (NH4CI)
Ampicilin-Natriumsalz

y-ATP*

Apfelsdure (Malat)

B

Bacto Agar

Bacto Pepton

Bacto Trypton

Bariumchlorid (BaCly)

Biotin

Bovines Serum Albumin (BSA)
Borsaure (H3BO3)
Bromphenolblau

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-R3-D-Galaktopyranosid (X-Gal)

n-Butanol
C

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, x 2 H,0O)
Cadmiumchlorid (CdCly)

Chloroform

Chloroform-lsoamylalkohol (24:1)

CTAB (hexa-Decyltrimethylammoniumbromid)

D

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol (DTT)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPO,)

E

Eisenammoniumcitrat (Fe(NH4)-Citrat)

AppliChem
Roth
AppliChem
Roth

Roth
Sigma
Aldrich
Roth

Roth

Roth
Hartmann Analytic
Roth

Difco
Difco
Difco
Sigma
Roth
NEB
Roth
Merck
Roth
Roth

Merck
AppliChem
Roth
AppliChem
Sigma

AppliChem
Roth
Roth
Roth

Sigma
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Eisen(ll)-Citrat (Fe(ll)-Citrat)

Eisen(lll)-Chlorid (FeCls x 6 H20)

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamin-tetraacetat-Dinatriumsalz (EDTA)

F

Formamid, deionisiert
G

Glaswolle (silanisiert)
Glucose

Glycerin

Glycerin

Glycin

H

Harnstoff
Hefeextrakt

Isoamylalkohol
Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalaktosid (IPTG)

K

Kaliumacetat

Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO,)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PQO4)
Kaliumbromid (KBr)

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumiodid (KI)

Kanamycinsulfat

Kobaltchlorid (CoCl, x 6H,0)
Kupferchlorid-Dihydrat (CuCl, x 2H,0)
Kupfer(ll)-Sulfat-Pentahydrat (CuSO4 x 5H,0)

L

Lachs Spermien DNA (LSD)
LE Agarose

Lithiumchlorid (LiCl)

low melting Agarose

M
Magnesiumchlorid (MgCl,)

Sigma
Aldrich
AppliChem
AppliChem
Roth

Roth

AppliChem

Serva
Roth

Carl Roth
AppliChem
Roth

Roth
Difco

Roth
Roth
Roth

Roth
Roth
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Merck

AppliChem
Biozym Scientific
Sigma

FMC Bio Products

Roth

- 150 -



Materialien

Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 x 7H,0)
Manganchlorid-Tetrahydrat (MnCl, x 4 H,0O)
Mannitol

Menadion

Methylenblau

Methylviologen (Paraquat)

Mineraldl

N

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcitrat

Natriumdodecylsulfat (SDS), Pellets
Natriumdodecylsulfat (SDS), ultra pur
Natriumglutamat

Natriumhydroxid (NaOH)
di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,4 x 2H,0)
Natriummolybdad-Dihydrat (NazMoO4 x 2 H,0)
Nickelchlorid-Hexyhydrat (NiCl, x 6H,0)

Niacin

Nicotinamid

o

o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (ONPG)

P

Pepton aus Casein

Perborat (H3BO,)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1)
Phenol, wassergesattigt (pH 4,5-5)

R

NTPs (ATP, CTP, UTP, GTP)
Reinstwasser (HPLC-grade)

S

Saccharose

Salzsaure (37 %)
Scintilationscoctail
Spectinomycin-Dihydrochlorid
Spurenelemente (RA-Medium)
Standard-I-Nahrbouillon (St-I)
Streptomycinsulfat

T

Merck
Sigma
Roth
AppliChem
Sigma
Sigma
Biorad

Merck
Roth
Roth
Serva
MP Biomedicals
Merck
Roth
Roth
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Applichem

Difco
Merck
Roth

Roth
AppliChem

Roth
Roth

Roth
Roth
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Sigma
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tert-Butylhydroperoxid (tBOOH)
Tetracyclin-Hydrochlorid
Tetramethylendiamin (TEMED)
Thiamin-HCI

Thioharnstoff

Trichloressigsaure (TCA)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Triton x 100

U

a-UTP*

w

Wasserstoffperoxid (H20-)
X

Xylencyanol

z

Zinn(l)-chlorid (SnCl; x 2H,0)
Zinkchlorid (ZnCly)
Zinksulfat (ZnSO4 x 7 H20)

AppliChem
Sigma
Roth

Roth

Fluka

Roth
AppliChem
Roth

Hartmann Analytic

Roth

Serva

Roth
Sigma
Sigma
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7.2 Gerate und sonstige Materialien

ElektroBlotter

Elektroporation Micro Pulser™
Elektroporationskivetten; 0,2 cm
Kuhlzentrifuge, Sorvall RC-5C Plus
LI-250 Light Meter (Lichtmessgerat)
Microspin G-25 spin columns

Microspin G-50 spin columns
NanoDropTM 1000 Spectrophotometer
Nitrocellulose-Membranfilter; 0,45 pm
PCR-Maschine S1000"™ Thermal Cycler
Personal Molecular ImagerFX
Phosphoimaging Screens

Photometer Specord 50

Pyranometer py 42525 (Sensor LI-250 Light Meter)
Ready Strip IPG Streifen; 17 cm pH 4-7
Screen Eraser K

Speed Vac SC 110

Szintillationszahler

UV-Stratalinker™ 1800

Whatman Papier

7.3 Molekularbiologische Kits & Enzyme

DNase |

DNase |

KOD Hot Start DNA Polymerase

One-Step Brilliant 1l QRT-PCR Master Mix Kit
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
QIAEX Il Gel extraction Kit
Restriktionsendonukleasen

RiboLock RNase Inhibitor
T4-Polynukleotidkinase

T7-RNA Polymerase

Total RNA Isolation Reagent (TRIR)

ULS Fluorescent Labeling Kit for Agilent arrays

PeglLab

Biorad

PeqlLab

Sorvall

LI-COR

GE Healthcare

GE Healthcare
Thermo Scientific
Schleicher & Schuell
Biorad

Biorad

Biorad, Fuji, BASF
Analytik Jena
LI-COR

Biorad

Biorad

Savant

Beckmann Coulter
Stratagene
Schleicher & Schuell

Invitrogen
Promega
Novagen (Merck)
Agilent
Thermo Scientific
Qiagen
NEB/Fermentas
Thermo Scientific
NEB
NEB
ABgene
Kreatech
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7.4 Nahrmedien
7.41 Rhodobacter-Apfelsiaure-Medium (RA-Medium)

RA-Medium Spurene!ementlb’sunq

Apfelsaure 30,0 g Fe(ll)-Citrat 500 mg

MgSO, x 2 H,0 029 MnCl, x 4 H,O 20 mg

(NH.),SO, 129 ZnCl, 5> mg

CaCl, x 2 H,0 0,07 g LiCl 5mg

S lementldsun 1,5 ml K 2,5mg

purene g ,
ad. 1000 ml Reinstwasser CuSO, 0,15 mg
Na,MoO,4 x 2 H,O 5 mg
pH 6,9 einstellen, danach autoklavieren, SnCl; x 2 H,0 0,5mg
nach dem Autoklavieren abkihlen BaCl, 0,5 mg
lassen. Nach dem Offnen mit 20 ml AIClI; 1 mg
Phosphatlésung und 8 ml Vitaminldsung H3BO, 10 mg
supplementieren EDTA 20 mg
ad. 1000 ml H,O

Phosphatlésung

K2HP04 45 g

KH2PO4 30 g

ad. 1000 ml Reinstwasser

RA-Agar

) oo Bacto Agar (1,6 % (w/v), Difco)
Vitaminlosung ad. 500 ml RA-Medium

Niacin 200 mg

Thiamin-HCI 400 mg Autoklavieren, nach dem Autoklavieren

Nicotinamid 200 mg abkihlen lassen und mit 10 ml

Biotin 8 mg Phosphatlosung, sowie 4 ml

ad. 1000 ml Reinstwasser Vitaminldsung supplementieren.
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7.4.2 Roseobacter Marin Medium (RD1-Medium)

RD1-Medium (Nahrldsung A)

NaCl

MgSO, x 7 H,O

KCI

Pepton aus Casein
Bacto Pepton
Hefeextrakt

Glyzerin
Spurenelement-Lésung
Hzo

pH auf 76 -

Vitaminldsung zugeben.

Nahrlésung B
MgCl, x 6 H,O
CaCl, x 2 H,O
H,O

Autoklavieren

Vitaminldésung
Niacin
Thiamin-HCI
Nicotinamid
Biotin
ad. 1000 ml Reinstwasser

23,5¢g
29
0,649
19
19
19
1,86 g
10 ml
750 ml

7,8 einstellen und
autoklavieren, nach dem Autoklavieren
mit Nahrlésung B vereinigen und 5 ml

1049
1,46 g
250 ml

200 mg
400 mg
200 mg

8 mg

Spurenelement-Losung

Titriplex 111

FeSO, x 7 H,O
MnCl, x 4 H,O
COC|2 X 6 Hzo
CuCl; x 2 H,0O
NiCl, x 6 H,O
Na,MoO, x 2 H,O
ZnS0O, x 7 H,O
H;BO;

ad. 1000 ml H,O

RD1-Agarplatten
Bacto Agar (1,6 % (w/v), Difco)
ad. 500 ml RD1-Medium

Autoklavieren und nach

500 mg
300 mg

3 mg
5mg
1mg
2mg
3 mg
5mg
2mg

dem

Autoklavieren mit 4 ml Vitaminldsung

supplementieren.
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7.4.3 Standard-I-Medium

Standard-I-Medium (St-I- Medium)

St-I-N&hrboullion (Carl Roth)

ad. 1000 ml H,O

Autoklavieren

7.4.4 GMX-Medium

Losung A
Mannitol

K;HPO,
Natriumglutamat
Losung B
Lésung C
Lésung D

ad 1000 ml H,O

25¢

109
59
59

400 pl
50 ul
500 pl

pH 7,0 mit HCI einstellen, autoklavieren,
nach dem Autoklavieren 811 pl Lésung
E, 272 pl Lésung F, 10 pl Lésung G und

1000 pl Lésung H zugeben.

Losung B
FeCl; x 6 H,O

ad. 1000 ml H,O

Autoklavieren

Lésung C
H3;BO;
ZnSO4 X7 HQO
CUSO4 X5 Hzo
COC|2

NazMOO4 x 2H20

ad. 500 ml H,O

Autoklavieren

0,125¢

0,1g
0,145¢
0,1g
0,055 ¢g
0,1g

St-I-Agarplatten

Bacto Agar (1,6 % (w/v), Difco)
ad. 500 ml St-I-Medium

Autoklavieren

Losung D
MnCl, x 4 H,O

ad. 50 ml H,O

Autoklavieren

Lésung E
MgSO4 X7 HZO
Ad. 10 ml H,O

Steril filtrieren

Losung F
CaC|2 X2 H20

ad. 10 ml H,O

Steril filtrieren

Lésung G
Biotin

ad. 10 ml 0,1 M NaOH

Steril filtrieren

Lésung H
Thiamin
ad. 10 ml H,O

steril filtrieren

0,149 ¢

247 g

1,47 g

10 mg

100 mg
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7.4.5 PY-Medium

PY-Medium

Bacto-Pepton
Hefeextrakt
CaCl, (1 M)
MgCl, (1 M)
FeSO, (0,5 %)
Bacto Agar (w/v)
ad. 1000 ml H,O

1049
0,59
2 mi
2 mi
2,4 ml
1,8 %

pH 7,0 einstellen, dann autoklavieren

7.5 Antibiotika

PY-Agarplatten

Bacto Agar 8 g (1,6 % (w/v))
ad. 500 ml PY-Medium

Autoklavieren

Um eine Selektion von Bakterienstammen mit Plasmiden oder mit Insertionen von

Resistenzmarkern im Genom zu erreichen, wurden in dieser Arbeit die folgenden

Antibiotika genutzt.

Tabelle 4: Antibiotika.

Antibiotikum Abkirzung Losungsmittel E. coli [ug/ml] Andere [pg/ml]
Tetracyclin Tc 75 % EtOH 20 1,5
Kanamycin Km Reinstwasser 25 25
Ampicillin Ap Reinstwasser 200

Streptomycin Sm Reinstwasser 100 25

Spectinomycin Sp Reinstwasser 10 10
Rifampicin Rif DMSO - 20
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7.6 Oligonukleotide

Tabelle 5: Oligonukleotidsonden fiir Northern Blot Detektionen.

Name

Sequenz

Funktion

p-0680a

pCcsR1 (73 nt)

pCcsR2 (80 nt)

pCcsR3 (88 nt)

p-1543

p-5S

P-55-R

pCcsR1Smel

pCcsR1Pden

pCcsR1Sfred

pCcsR1Rcap

pCcsR1Rden

pCcsR1Dshi

5'-CGTCGCCGCTGCTGCTACAGGTC-3'

5'-AAGGACGGCGACACCAGGGAGGAGGAGAGGCGTCG
CCGCTGCTGCTACAGGTCCCGGGAGGAGGTGGGACCTC-3'

5,-TGGTGCAGCGACCCCAGGGAGGAGGAGGGGGCCG
CTGCGGTTCCGATCGGCCAGGGAGGAGGAGAGGCCGTTCGAAGAGG-3'

5'-GGGGGCGACGGCTCCAGGGAGGAGGAGGGAGCCGCCGCTTGG
TCATCGGCACCGCGGGAGGAGGTGCAGTGCCGAAGTCCAGTGGGCA-3'

5'-CAGGGAGGTATGAAGCGGACGAG-3'

5'-CTTGAGACGCAGTACCATTG-3'

5-CTGGCAGCGACCTACTCTCCC-3"

5-GGACCGGCGGGCGTCATAAAGG-3'

5-GGGAGGATGCCGCCTGAACCCG-31

5-GAATGATTGGCAACCGGGAGG-3*

5-CTCAGGGAGGAGGAGAGAG-3*

5-GGGAGGAGGATAGGCGCCACCG
CCTTGGTACAGATCAACCCAGGGAGGAGG-3*

5-“AGGGAGGAGGAAAGCGCCGCCGCATAT
TACAGAAAACCCAGGGAGGAGGAG-3'

24 nt Sonde zur Detektion von CcsR1 in
R. sphaeroides

83 nt Sonde zur differetiellen Detektion von
CcsR1in R. sphaeroides

80 nt Sonde zur differetiellen Detektion von
CcsR2 in R. sphaeroides

88 nt Sonde zur Detektion von CcsR3 und CcsR4
in R. sphaeroides

Sonde fiir RSs1543 in R. sphaeroides

Sonde fiir die 55 rRNA in Rhodobacterales

Sonde fiir die 55 rRNA in Rhizobiales (siehe auch
Madhugiri et al. 2012)

22 nt Sonde zur Detektion von CcsR1 in
S. meliloti

22 nt Sonde zur Detektion von CcsR1 in

P. denitrificans

21 nt Sonde zur Detektion von CcsR1 in S. fredii
19 nt Sonde zur Detektion von CcsR1 in

R. capsulatus

51 nt Sonde zur Detektion von CcsR1 in

R. denitrificans

51 nt Sonde zur Detektion von CcsR1 in D. shibae
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Tabelle 6: Primer fiir Klonierungen.

Name Sequenz Funktion

Klonierung des 16S rRNA (RSP_4352) Promotors in
pPHU235, forward Primer

Klonierung des 16S rRNA (RSP_4352) Promotors in
pPHU235, reverse Primer

Klonierung von RSP_6037 und CcsR1-4 in pRK4352,

RSP_4352_5' Hindlll_fw  5'-AAGCTTCAGGTCGGGCGAAAGG-3'

RSP_4352_5' BamHI_rv  5'-GGATCCGTTTCTAGGAGCAGACGGCCC-3'

RSP_6037_for_BamHI 5'-GGATCCAACAGCGCGACGGCAAAG-3' f
forward Primer
, , Klonierung von CcsR1, CcsR1+2, CcsR1-3 and CcsR1-4 in
CcsR1_for_BamHI 5'-GGATCCTTTCCTGCGAGGTCCCAC-3 PRK4352/pBBRA352, forward Primer
CcsR1-rev-EcoRI 5'- GAATTCAAAGGACGGCGACACCAG -3' Klonierung von CcsR1 in pRK4352, reverse Primer
CcsR2-for-BamHI 5'-GGATCCTCTTCGAACGGCCTCTCC-3' Klonierung von CcsR2 in pRK4352, forward Primer
CcsR2-rev-EcoRl 5 GAATTCATCTGGTGCAGCGACCC -3' g'r?:]frr“”g von CesR2 und CesR1+2 in pRK4352 reverse
CcsR3-rev-EcoRl 5'-GAATTCGGGGGCGACGGCTCC-3' Klonierung von CcsR1 -3 in pRK4352, reverse Primer
CcsR4_rev_Xbal 5'-TCTAGACTCATCGGCCGCATGAAT -3' Klonierung von CcsR1-4 in pBBR4352, reverse Primer
CcsR4._rev_EcoRl 5'-GAATTCCTCATCGGCCGCATGAATC-3' Klonierung von RSP_6037 + CcsR1-4 /CesR1-4 in pRK4352,
- - reverse Primer
up2591Kpn-f 5 GGTACCCTGGGCCCEGCEATGCATC-3' Klonierung emesflhR.upstream Fragments fir einen
Knockout, forward Primer
Up2591Pst-r 5'-CTGCAGCTCTTCCTCCCGTTTCCGCGC-3! slanierng eines fibft upstrear Fragments fr sinen
Knockout, reverse Primer
down2591Pst-f 5 CTGCAGGGAGCGTCGCGTGACGACAGA-S' Klonierung emesflhR.downstream Fragments fur einen
Knockout, forward Primer
. , , Klonierung eines flhR downstream Fragments fiir einen
down2591Hind-r 5'-AAGCTTCATCCGGCTCCCCGAGGGGGT-3

Knockout, reverse Primer

Klonierung von einem DNA Fragment aus 166 bp 5'-UTR
RSP_2591_Xba_fw 5'-TCTAGACGGCAACATTTGCCCGCC-3' und den ersten 18 Basen von RSP_2591 int pPHU16S fir

eine lacZ Fusion, forward Primer

Klonierung von einem DNA Fragment aus 166 bp 5'-UTR
RSP_2591 Pst_rv 5'-CTGCAGTCCCGAAACATGTCCCATC-3' und den ersten 18 Basen von RSP_2591 int pPHU16S fir

eine lacZ Fusion, reverse Primer

Klonierung von 204 bp in 5' Richtung des ATG-Codons
RSP_2876_Xba_fw 5'-TCTAGAACCATTCCTGCGTCAC-3' und den ersten 18 Basen von RSP_2876 in pPHU16S fiir

eine lacZ Fusion, forward Primer

Klonierung von 204 bp in 5' Richtung des ATG-Codons
RSP_2876_Pst_rv 5'-CTGCAGCAGGTCGAAATTGT-3' und den ersten 18 Basen von RSP_2876 in pPHU16S fir

eine lacZ Fusion, reverse Primer

Klonierung von 233 bp in 5' Richtung des ATG-Codons
RSP_2877_Xbal_fw 5'-TCTAGATCACCACGGCCTCCA-3' und den ersten 18 Basen von RSP_2877 in pPHU16S fur

eine lacZ Fusion, forward Primer

Klonierung von 233 bp in 5' Richtung des ATG-Codons
RSP_2877_Pstl_rv 5'-CTGCAGGCCTCCGTCCTT-3' und den ersten 18 Basen von RSP_2877 in pPHU16S fur

eine lacZ Fusion, reverse Primer

Klonierung von 80 bp in 5' Richtung des ATG-Codons und
RSP_4050_Xba_fw 5'-TCTAGATCTCGAGAAGCACGCG-3' den ersten 69 Basen von RSP_4050 in pPHU16S fiir eine

lacZ Fusion, forward Primer

Klonierung von 80 bp in 5' Richtung des ATG-Codons und
RSP_4050_Pst_rv 5'-CTGCAGCAGCCATTTCGCGA-3' den ersten 69 Basen von RSP_4050 in pPHU16S fiir eine

lacZ Fusion, reverse Primer

Klonierung von einem DNA Fragment aus 180 bp 5'-UTR
RSP_6132_Xba_fw 5'-TCTAGACCGCCATCCGCCCTC-3' und den ersten 18 Basen von RSP_2591 in pPHU16S fur

eine lacZ Fusion, forward Primer

Klonierung von einem DNA Fragment aus 180 bp 5'-UTR

RSP_6132_Pst_rv 5'-CTGCAGCGGGGTCTTCCAGG-3' und den ersten 18 Basen von RSP_2591 in pPHU16S fiir
eine lacZ Fusion, reverse Primer

2591ovfbam1l 5'-GGATCCTTGCCCGCCGAAGGGAAC-3' Klonierung von flhR in pRK4352, forward Primer

25910vRkpnl 5'-GGTACCCCGCGCGAAGATCCGCG-3' Klonierung von flhR in pRK4352, reverse Primer

Basenaustausch in RSP_2591 (GGA27 zu CCT27) fir eine
Analyse in pPHU16S, forward Primer
Basenaustausch in RSP_2591 (GGA27 zu CCT27) fiir eine
Analyse in pPHU16S, reverse Primer

Mut2591GGA27CCTfw 5'-GGGAGGACCTAGCCCGCGCGGAAACGGG-3'

Mut2591GGA27CCTrv 5'-CGGGCTAGGtCCTCCCTGCGCGGTCTTC-3'
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Tabelle 7: Primer zum Erstellen von Templates fiir die T7 RNA Polymerase

Name

Sequenz

Funktion

T7_CcsR1_f

T7_CcsR1_r

T7_Pcrz_f

T7_PcrZ_r

T7_2591 f

T7 2591 r

T7_0285_f

T7_0285_r

5'-TAATACGACTCACTATAGAGGTCCCACCTCCTCCTC-3'

5'-AAGGACGGCGACACCAGGG-3'

5'-TAATACGACTCACTATAGGGCACGCCGGAGTGGTAAC-3'

5'-GCAGCGAAGGATGCCCGACAG-3'

5'-TAATACGACTCACTATAGGTTGCCCGCCGAAGGGAAC-3'

5'-TCCCGAAACATGTCCCATC-3'

5'-TAATACGACTCACTATAGCCCGCCTCGACATGGAG-3'

5'-GATGATGCCGGTCAGTCCGC-3'

Tabelle 8: Primer fiir die qRT-PCR

Amplifikation eines DNA Fragments aus T7
Promotor und einem 83 bp Fragment, das
CcsR1 codiert, forward Primer

Amplifikation eines DNA Fragments aus T7
Promotor und einem 83 bp Fragment, das
CcsR1 codiert, reverse Primer

Amplifikation eines DNA Fragments aus T7
Promotor und einem 135 bp Fragment, das
PcrZ codiert , forward Primer

Amplifikation eines DNA Fragments aus T7
Promotor und einem 135 bp Fragment, das
PcrZ codiert, reverse Primer

Amplifikation eines DNA Fragments aus T7
Promotor und einem 177 bp Fragment, das die
vorhergesagte CcsR1 Bindestelle in der flhR
5'UTR codiert, forward Primer

Amplifikation eines DNA Fragments aus T7
Promotor und einem 177 bp Fragment, das die
vorhergesagte CcsR1 Bindestelle in der flhR
5'UTR codiert, reverse Primer

Amplifikation eines DNA Fragments aus T7
Promotor und einem 130 bp Fragment, das die
vorhergesagte PcrZ Bindestelle in bchN codiert,
forward Primer

Amplifikation eines DNA Fragments aus T7
Promotor und einem 130 bp Fragment, das die
vorhergesagte PcrZ Bindestelle in bchN codiert,
reverse Primer

Name Sequenz Funktion

RSP2576up 5'-GGTCATGGTCGAGATCAAGG-3' Forward Primer fir gRT-PCR RSP_2576
RSP2576down 5'-AGGTTCGTCTTCTGGCTGAG-3' Reverse Primer fiir gRT-PCR RSP_2576
2580RT-F 5'-GATCCGCGCTCTCCTGC-3' Forward Primer fir gRT-PCR RSP_2580
2580RT-R 5'-CAGGGGCGAATTCGCCG-3' Reverse Primer fiir gRT-PCR RSP_2580
2579RT-F 5'-CATCCGCTCGTTCAATGC-3' Forward Primer fur qRT-PCR RSP_2579
2579RT-R 5'-CAGACATGGCACTCCGAC-3' Reverse Primer fiir qRT-PCR RSP_2579
2877_real-A 5'-TACGAGCAGGCCAAGGAT-3' Forward Primer fir qRT-PCR RSP_2877
2877 real-B 5_-GGCGGTTGTTCACCAGTT-3' Reverse Primer fiir qRT-PCR RSP_2877

RSP4050_real_Up
RSP4050_real_ Dwn
6132RT-F

6132RT-R

5'-AAGCTCGCACCGCACGAATA-3'
5'-ATCATGGTGGCCGTCGTGAT-3'
5'-GGAAGACCCCGCGTTAC-3'
5'- CTTGCGCTTGGCGCAGG-3'

Forward Primer fir gRT-PCR RSP_4050
Reverse Primer fiir gRT-PCR RSP_4050
Forward Primer fur gRT-PCR RSP_6132
Reverse Primer fiir gRT-PCR RSP_6132
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7.7 Plasmide
Tabelle 9: Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz
pRK415 broad-host-range cloning vector, Tc' Keen et al. 1988
pRK4352 pRK415 mit dem RSP_4352 16S rRNA Promotor, Tc' Mank et al. 2012
PRCCsR1 $5K4352 mit der SRNA CcsR1 unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA Promotors, Diese Arbeit
PRCCsR2 $CRrK4352 mit der SRNA CcsR2 unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA Promotors, Diese Arbeit
PRCCsR1+2 Ef::‘iizr:ﬁl;gen 2 sRNAs CcsR1+2 unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA Diese Arbeit
2 mi 1- 21
PRCCsR1-3 ErR;(:‘?;ior:ﬁl_*lc_gen 3 sRNAs CcsR1-3 unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA Diese Arbeit
RCcsR1-4 pRK4352 mit den 4 sRNAs CcsR1-4 unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA Diese Arbeit
P Promotors, Tc"
pRK4352 mit RSP_6037 und den 4 sRNAs Ccsr1-4 unter Kontrolle des RSP_4352 Diese Arbeit
PR6037_CcsR1-4 16S rRNA Promotors, Tc"
pRK_flhR pRK4352 mit RSP_2591 unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA Promotors, Tc' Diese Arbeit
. Mank et al. 2012;
BB 2 BBR1 2 mi 21
pBBR435 pBBR1MCS2 mit dem RSP_4352 16S rRNA Promotor, Km Kovach et al. 1995
BCesR1 pBBR4352 mit der SRNA CcsR1 unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA Promotors,  Diese Arbeit
p Km'
BCesR2 pBBR4352 mit der SRNA CcsR2 unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA Promotors,  Diese Arbeit
p Km'
BCcsR142 pBBR4352 mit den 2 sSRNAs CcsR1+2 unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA Diese Arbeit
P Promotors, Km"
BCCsR1-3 pBBR4352 mit den 3 sSRNAs CcsR1-3 unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA Diese Arbeit
P Promotors, Km"
BCcsR1-4 pBBR4352 mit den 4 sSRNAs CcsR1-4 unter Kontrolle des RSP_4352 16S rRNA Diese Arbeit
P Promotors, Km"
pPHU281 Tc Hibner et al. 1993
pUC4K Km' Vieira et al. 1982

pPHU2591up-KM-down

pPHU235

pPHU16S

pPHU1652591

pPHU1652591 3

pPHU1652876

pPHU1652877

pPHU1654050

pPHU281 mit RSP_2591 (flhR) upstream und downstream Fragmenten, die die Km-
Resistenz-Kassette aus pUCA4K flankieren, Km" Tc"

broad-host-range lacZ-fusion vector, Tc'

pPHU235 mit dem RSP_4352 16S rRNA Promotor, Tc"

pPHU16S mit den ersten 18bp von RSP_2591 (flhR/afdR) und 166 bp der 5‘ Region
als lacZ Fusion

pPHU1652591 mit einer 3 bp Austauschmutation in der CcsR1-4 Bindestelle

pPHU16S mit den letzten 194 bp von RSP_2877, der 10bp UTR zwischen RSP_2877
und RSP_2876 und den ersten 18 bp von RSP_2876 als lacZ Fusion

pPHU16S mit den letzten 205 bp von RSP_2878, der 28 bp UTR zwischen RSP_2878
und RSP_2877 und den ersten 18bp of RSP_2877 (coxL) als lacZ Fusion

pPHU16S mit den ersten 69 bp von RSP_4050 (pdhB) und 80 bp der 5‘Region als
lacZ Fusion

Diese Arbeit

Simon et al. 1983

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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Plasmid Beschreibung Referenz
pPHU1656132 z]il;t;if;;mt den ersten 18bp von RSP_6132(pggA) und 180 bp der 5 Region als Diese Arbeit
pPHU16SbchN pPHU4352 mit den ersten 60 bp von bchN (RSP_0285) und 105 bp der 5‘Region als Mank et al. 2012

pDrive cloning vector

pJetl.2 cloning vector

lacZ Fursion
Ap', Km'

r

Ap

Quiagen

Thermo Scientific

7.8 Bakterienstamme

Baterienstamm

Beschreibung Resistenzen

Quelle

E. coli

E. coli IM109

E. coliS17-1

E. coliN3433

E. coliN3431

Rhodobacter

R. sphaeroides 2.4.1

R. sphaeroides 2.4.1
Ahfq

R. sphaeroides 2.4.1
AflhR

R. capsulatus SB1003

R. capsulatus 37b4

recAl supE44 endA1 hsdR17
gyrA96 relA1 thi (lac—proAB)

recA pro hsdR RP4-2-Tc::Mu-
Km::Tn7

lacZ43(Fs) A- relA1 spoT1
thiE1

lacZ43(Fs), A-, re-3071(ts),
relA1, spoT1, thiE1

Wildtyp, Typstamm

hfq Deletion in R. sphaeroides
2.4.1,Sp

fIhR Deletion in R. sphaeroides

241, Km' Kanamycin

Wildtyp mit
Polysaccharidkapsel

Wildtyp ohne Kapsel

Verschiedene Alphaproteobakterien

Roseobacter
denitrificans OCh114

Dinoroseobacter shibae
DFL12

Paracoccus.
denitrificans PD1222

Sinorhizobium meliloti
1021

Sinorhizobium fredii
HH103

Wildtyp, Typstamm

Wildtyp, Typstamm, Symbiont
von Dinoflagellaten

Genetisch modifizierte Version Rifampicin
des Typstamms DSM 413 P
Genetisch modifizierte Version Streptomycin
des Wildtyps 2011 ptomy

Wildtyp

Spectinomycin

New England Biolabs

Simon et al. 1983

Goldblum & Apirion 1981

Goldblum & Apirion 1981

Erstbeschrieben in Van Niel 1944

Glaeser et al. 2007

Diese Arbeit

Erstbeschrieben in Van Niel 1944

V Erstbeschrieben in an Niel 1944

Shiba et al. 1979

Biebl et al. 2005
De Vries et al. 1989, bereitgestellt von Prof.
Dr. R. van Spanning, Vrije Universiteit

Amsterdam

Meade et al. 1982

Buendia-Claveria et al. 1989
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7.9 Bioinformatische Resourcen

Programm Adresse

Referenz

RNA Faltungsvohersagen

RNAFOLD http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi
SFOLD http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/index.pl
RNACOMPOSER http://rnacomposer.ibch.poznan.pl/Home

Proteinfaltungsvorhersagen

PHYRE2 http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index

SRNA-mRNA Interaktionsvorhersagen

INTARNA http://rna.informatik.uni-freiburg.de:8080/IntaRNA/Input.jsp

HOMOLOGYINTARNA

CoPRARNA http://rna.informatik.uni-freiburg.de:8080/CopraRNA/Input.jsp

RNAPREDATOR http://rna.tbi.univie.ac.at/RNApredator2/target_search.cgi

Suche nach homologen Aminosdure- oder DNA-Sequenzen

BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Darstellung von Protein und RNA 3D-Strukturen

UCSF CHIMERA http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/

Hofacker 2003; Hofacker et al. 1993

Ding et al. 2004

Popoenda et al. 2012

Kelley & Sternberg 2009

Bush et al. 2008

Wright 2012

Wright et al. 2013

Eggenhofer et al. 2011

Altschul et al. 1990

Pettersen et al. 2004
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9 Anhang

9.1 Abbildungen

Stammschleife 2
Stammschleife 1

Abbildung A1: 3D-Struktur von CcsR1 aus R. sphaeroides 2.4.1. Dargestellt ist ein mit Hilfe
von RNACOMPOSER erstelltes 3D-Modell fir CcsR1 aus R. sphaeroides 2.4.1. Die
charakteristischen Stammschleifen sind durch Pfeile markiert.

5'-GUU...CCGCG NS ARD AR r\** CAUGU...
CGGGAGGAGGA] GC CCGC GC GG CGGGAGGA G G UGGGA
L ILTRTITIiier 1l TR TN IR
GUCCCUCCUCCU (o{c) GGCG CG cC GCCCUCCU C C ACCcCu
SRNA 3'-GUG CUC CAGC A ACGAUGU AGG -51

Abbildung A2: Schematische Darstellung der mittels CopraRNA ermittelten Bindestelle
zwischen CcsR1 und der flhR-mRNA in R. sphaeroides 2.4.1. Dargestellt sind die mRNA
Region und die sRNA Region, die an der Bindung beteiligt sind. Mit * markiert ist das Startcodon
der flhR-mRNA. Die mittels INTARNA ermittelte Bindestelle flir CcsR1 ist mit einem Kasten
hervorgehoben und die drei in der zielgerichteten Mutagenese ausgetauschten Nukleotide sind
mit Pfeilen markiert.
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9.2 Tabellen

Tabelle A1: Organismen mit vorhergesagten CcsR RNAs. Dargestellt ist eine Auflistung von
Organismen, in denen CcsR RNAs vorhergesagt werden konnten mit der Anzahl an vorgesagten
Homologen, sowie der Zuordnung zu einem CcsR-Locus Typ.

Organismus Anzahl CcsR RNAs CcsR Locus-Typ
Agrobacterium vitis S4 2 Typ |
Brucella melitensis 16M 2 Typ |
Dinoroseobacter shibae DFL 12 1 Typ Il
Jannashia sp. CCS1 4 Typ |
Loktanella vestfoldensis SKA53 3 Typ |
Paracoccus denitrficans PD1222 6 Typ |
Phaeobacter gallaeciensis DSM17395 2 Typ |
Rhizobium legquminosarum WSM1325 1 Typ I
Rhodobacter capsulatus SB1003 4 Typ |
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 4 Typ |
Rhodobacter sphaeroides ATCC17025 4 Typ |
Rhodobacter sphaeroides ATCC17029 9 Typ |
Rhodobacter sphaeroides KD131 7 Typ |
Rhodobacter sphaeroides WS8N 6 Typ |
Roseobacter dentirificans OCh114 2 Typ |
Roseobacter litoralis OCh149 2 Typ |
Ruegeria sp. TM1040 2 Typ |
Sagittula stellata DSM11524 4 Typ |
Silicibacter pomeroyi DSS-3 3 Typ |
Sinorhizobium fredii HH103 3 Typ I
Sinorhizobium meliloti 1021 3 Typ I
Sulfitobacter sp. EE-36 1 Typ |
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Tabelle A2: RNA-RNA Interaktionsvorhersagen ausgewahlter Gene aus R. sphaeroides 2.4.1 fiir
eine Interaktion mit CcsR1-4. Dargestellt ist eine Auflistung von ausgewahlten Genen, bei deren mRNAs
eine hohe freie Energie fiir eine Interaktion mit den CcsR-RNAs vorhergesagt wurde. Dargestellt sind die
Vorhersagen fir CcsR1-4 mittels INTARNA und fiir CcsR1 mittels RNAPREDATOR.

Freie Energie [kcal/mol]

IntaRNA RNApredator
Gen Nr. Gen Funktion laut NCBI Datenbank
CcsR1 CcsR2 CcsR3 CcsR4 CcsR1

Interaktion mit CcsR1-4
RSP_6040 Hypothetical protein -27.4 -27.4 -25.6 -25.6 -22.70
RSP_2255 AMP-binding domain protein -22.7 -22.7 -21.9 -21.9
RSP_1576 trxB Thioredoxin reductase -22 -22.6 -21.2 -21.3 -19.59
RSP 2591  flhg WO component LuxR family 218 243 224 22.4 -20.26

transcriptional_regulator
RSP_1195 comF  Competence protein F -21.7 -18.8 -23.3 -18.6
RSP_2749 P4 family integrase -21.5 -23.1 -27 -23.1

5 . . .

RSP 2872 aglF ABC a/.pha glucoside transporter, inner membrane 214 22,7 238 3.8 2017

subunit AglF
RSP_0573 phoB Response regulator receiver protein -21.2 -21.2 -19.8 -19.8 -19.86
RSP_2844 putative GTP-binding protein -20.9 -20.9 -20.8 -20.8 -16.81
RSP 2365 ABC sugar (‘rlbt?se) transporter, periplasmic 203 203 18.9 18.9 19.67

substrate-binding subunit
RSP_2669 ABC sugar (glycerol) transporter, ATPase subunit -19.7 -17.3 -17.3 -17.3
RSP_6132 pgqqA  Coenzyme PQQ synthesis protein PqqA -19.7 -19.7 -18.4 -18.4 -17.96
RSP_2104 Hypothetical protein -19.3 -21.1 -21.1 -21.1
RSP_0793 pgqB  Pyrroloquinoline quinone biosynthesis protein PqqB -19.1 -19.1 -18.3 -18.3 -19.26
RSP_0488 uxaC Glucuronate isomerase -19 -19.7 -19.7 -19.7 -18.55
RSP_0725 thioredoxin, thioldisulfide interchange protein -19 -19 -18.8 -18.8
RSP_2939 Condensin subunit ScpB -18.8 -18.8 -17.9 -17.9
RSP_4050 pdhB Branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase 18.2 18.2 173 173

subunit E2
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Freie Energie [kcal/mol]

IntaRNA RNApredator
Gen Nr. Gen Funktion laut NCBI Datenbank
CcsR1 CcsR2 CcsR3 CcsR4 CcsR1
Interaktion nur mit CcsR1
RSP_2719 AsnC family transcriptional regulator -20.3
RSP_0598 dut deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase -19.6
RSP_2876 Puta.tive carl?on monoxide dehydrogenase 18.4
medium chain
RSP_2521 nuoG  NADH dehydrogenase subunit G -18.3
RSP_0487 TRAP dicarboxylate family transporter DctP subunit -17.1
RSP_1438 Iron-hydroxamate transporter permease subunit -17
Interaktion nur mit CcsR2
RSP_2889 Transcriptional regulator -22.2
RSP_2376 kbl 2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase -19.9
RSP_2003 yibQ YibQ protein -19
RSP_2084 Hypothetical protein -18.7
RSP_2526 nuoK  NADH dehydrogenase subunit K -17.8
RSP_1019 Putative glycolate oxidase subunit protein -17.7
RSP_2381 3-methyladenine DNA glycosylase -17.2
Interaktion nur mit CcsR3
RSP_0640 Putative_N-methylhydantoinase A -24
RSP_1077 LysR family transcriptional regulator -19
RSP_6242 Hypothetical protein -18.3
RSP_2480 Hypothetical protein -17.3
Interaktion nur mit CcsR4
RSP_2220 flic Flagellar motor switch protein -16.5
RSP_2932 hutC GntR family transcriptional regulator -16,5
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Tabelle A3: Operonstrukturen ausgewdhiter Gene aus R. sphaeroides 2.4.1. Dargestellt ist eine
Auflistung von ausgewahlten Genen mit Angabe der Organisation zugehdriger Operons laut PROOPDB.

Gen Nummer  Gen Operon Nr.

Position im Operon

Funktion laut NCBI Datenbank

Pyruvatdehydrogenase-Komplex
RSP_2968 pdhD 1515

RSP_4047 pdhAa 2030
RSP_4049 pdhAb 2030

1
2
3

Dihydrolipoamide dehydrogenase

Dihydrolipoamide acetyltransferase
Pyruvate dehydrogenase E1 component, alpha subunit

Dihydrolipoamide acetyltransferase

C1 Metabolismus mit Cofaktorsynthese und bekannten Regulatoren

RSP_4050 pdhB 2030
RSP_2575 1310
RSP_2576 adhl 1310
RSP_2577 cycl 1310
RSP_2578 xoxF 1311
RSP_2579 cycB 1311
RSP_2580 xoxJ 1311
RSP_2581 1311
RSP_2591 flhR 1316
RSP_2592 1316
RSP_2593 flhS 1316
RSP_2876 1466
RSP_2877 coxL 1466
RSP_2878 coxS 1466
RSP_2879 1466
RSP_6132 PggA 2254
RSP_0793 pgqB 2254
RSP_0792 pqqC 2254
Transport
RSP_0910 dctP 462
RSP_0911 dcetQ 462
RSP_0912 dctM 462
RSP_2802 1492
RSP_2803 1492
RSP_3571 ZnuA 1797
RSP_3572 galM 1797
RSP_3602 1814
RSP_3603 1814
RSP_6185 1814

1
2

- AW N -

w

= N W b

Glutathione-dependent formaldehyde-activating enzyme
Alcohol dehydrogenase class Il

Isocytochrome c2

Putative pqq dehydrogenase protein
Cytochrome c553i
Putative methanol oxidation protein

Rhodanese

Two component transcriptional regulator, LuxR family
Hypothetical protein
Hybrid histidine kinase

Putative carbon monoxide dehydrogenase medium chain
Putative carbon monoxide dehydrogenase large chain
Putative carbon-monoxide dehydrogenase small chain

Hypothetical protein

Putative coenzyme PQQ synthesis protein A
pyrroloquinoline quinone biosynthesis protein PqqB

pyrroloquinoline quinone biosynthesis protein PqqC

TRAP dicarboxylate family transporter DctP subunit
TRAP dicarboxylate family transporter DctQ subunit
TRAP dicarboxylate family transporter DctM subunit

multidrug/cation efflux pump, membrane fusion protein subunit

RND family multidrug/cation transporter

ABC zinc transporter, periplasmic binding protein ZnuA

putative aldose 1-epimerase protein

ABC efflux transporter, ATPase subunit
eflux ABC transporter inner membrane protein

hypothetical protein
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Tabelle A4: Konservierung der mittels INTARNA vorhergesagten Interaktion zwischen RSP_2591
Homologen und CcsR1 Homologen aus verschiedenen Alphaproteobakterien. Dargestellt sind die
Ergebnisse einer BLASTp-Suche nach Homologen zu RSP_2591 in anderen Alphaproteobakterien mit
CcsR1 Homologen, sowie die Ergebnisse einer INTARNA-Vorhersage fir die RSP_2591 Homologe in
ihren jeweiligen Organismen. Um eine Vergleichbarkeit zu erreichen, wurde basierend auf der freien
Energie jeweils eine sogenannte INTARNA-Score berechnet.

Organismus

Gen

Funktion laut NCBI-Datenbank

Intarna
Freie Energie

(IntaRNA-Score)

BLASTp
Identities

R. sphaeroides 2.4.1

R. sphaeroides 2.4.3

R. sphaeroides 2.4.9

R. sphaeroides KD131

S. meliloti 1021

R. litoralis (OCh149)
P. denitrificans (PD122)
R. denitrificans (OCh114)

RSP_2591 (fhIR)
Rsph17025_1932
Rsph17029_1249

RSKD131_0903

SM_b20162
RLO149_c037810
Pden_2354
RD1_0879

two component LuxR family transcriptional regulator
two component LuxR family transcriptional regulator
two component LuxR family transcriptional regulator
LuxR family two component transcriptional regulator
LuxR family two component transcriptional regulator
HTH-type transcriptional regulator, LuxR family

two component LuxR family transcriptional regulator

LuxR family transcriptional regulator

-21,8 kcal/mol (0,93)
-18,7 kcal/mol (0,95)
-20 kcal/mol (0,90)
-20,4 kcal/mol (0,98)
-16,7 kcal/mol (0,64)
-10,8 kcal/mol (0,66)
-12,1 kcal/mol (0,57)
-10,5 kcal/mol (0,53)

235/235 (100%)
218/235 (92%)
233/235 (99%)
234/235 (99%)
89/212 (42%)
78/210 (37%)
135/219 (62%)

79/210 (38%)

Tabelle A5: Konservierung der mittels INTARNA vorhergesagten Interaktion zwischen RSP_0573
Homologen und CcsR1 Homologen aus verschiedenen Alphaproteobakterien. Dargestellt sind die
Ergebnisse einer BLASTp-Suche nach Homologen zu RSP_0573 in anderen Alphaproteobakterien mit
CcsR1 Homologen, sowie die Ergebnisse einer INTARNA-Vorhersage fir die RSP_0573 Homologe in
ihren jeweiligen Organismen. Um eine Vergleichbarkeit zu erreichen, wurde basierend auf der freien
Energie jeweils eine sogenannte INTARNA-Score berechnet.

Intarna

Organismus Gen Funktion laut NCBI-Datenbank Freie Energie BLAS.TP
Identities
(IntaRNA-Score)
R. sphaeroides 2.4.1 RSP_0573 response_regulator_receiver_protein -21,2 keal/mol 1297129
- SP - (phoB) ponse_regulator_ P (0,91) (100%)
R. sphaeroides 2.4.3 Rsph17025_0504 response_regulator_receiver_protein -14’2 Olfgzl)/mol 1(29643/38
, . . -19,3 kcal/mol 129/129
R. sphaeroides 2.4.9 Rsph17029_2226 response_requlator_receiver_protein (0.87) (100%)
. . . -19,6 kcal/mol 116/117
R. sphaeroides KD131 RSKD131_1913 response regulator receiver protein (0,94) (99%)
o SMc02140 phosphate regulon transcriptional regulatory -6,2 kcal/mol 51117
S melioti 1021 (phoB) protein (0,24) (44%)
. . RLO149_c01599 response regulator receiver protein, CheY -14,2 kcal/mol 48/118
R. litoralis (OCh149) 0 like protein/ (0,87) (41%)
o . . -17,4 kcal/mol 82/117
P. denitrificans (PD122) Pden_4555 response regulator receiver protein (0,83) (70%)
lat iver domain-containi -14,3 kcal/mol
R. denitrificans (OCh114) RD1 2841 response regulator rece/v?r lomain-containing cal/mo 51/119 (43%)
protein (0,73)
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Tabelle A6: Konservierung der mittels INTARNA vorhergesagten Interaktion zwischen RSP_6132
Homologen und CcsR1 Homologen aus verschiedenen Alphaproteobakterien. Dargestellt sind die
Ergebnisse einer BLASTp-Suche nach Homologen zu RSP_6132 in anderen Alphaproteobakterien mit
CcsR1 Homologen, sowie die Ergebnisse einer INTARNA-Vorhersage fir die RSP_6132 Homologe in
ihren jeweiligen Organismen. Um eine Vergleichbarkeit zu erreichen, wurde basierend auf der freien
Energie jeweils eine sogenannte INTARNA-Score berechnet.

Intarna

Organismus Gen Funktion laut NCBI-Datenbank Freie Energie IdB::tS':Zs
(IntaRNA-Score) II
R. sphaeroides 2.4.1 RSP_6132 (pqqA) coenzyme_PQQ_synthesis_protein_PqgA  -19,7 kcal/mol (0,84) (fggz;)
0
. Rsph17025_0386 . . . -18,5 kcal/mol 26/26
R. sphaeroides 2.4.3 (pqqA) coenzyme PQQ biosynthesis protein A (0,94) (100%)
R. sphaeroides 2.4.9 Rsph 2;252)—2450 coenzyme PQQ synthesis protein PqqA - 8,?0k<8:;;/mol 25/26 (96%)

R. sphaeroides KD131

S. meliloti 1021
R. litoralis (OCh149)

P. denitrificans (PD122)

R. denitrificans (OCh114)

SM_b20204 (pggA)

RLO149 036920
(PqqA)

Pden_4883

RD1_1154 (pgqgA)

pyrroloquinoline quinone synthesis protein
A

coenzyme PQQ synthesis protein A

ABC transporter related

coenzyme PQQ synthesis protein A

-17,9 kealimol (0,69)

-7,6 kcal/mol (0,46)

-12,0 kcal/mol
(0,57)
-9,2 kcal/mol (0,47)

9/20 (45%)
13/22 (59%)

8/17 (47%)

13/22 (59%)

Tabelle A7: Konservierung der mittels INTARNA vorhergesagten Interaktion zwischen RSP_0793
Homologen und CcsR1 Homologen aus verschiedenen Alphaproteobakterien. Dargestellt sind die
Ergebnisse einer BLASTp-Suche nach Homologen zu RSP_0793 in anderen Alphaproteobakterien mit
CcsR1 Homologen, sowie die Ergebnisse einer INTARNA-Vorhersage fir die RSP_0793 Homologe in
ihren jeweiligen Organismen. Um eine Vergleichbarkeit zu erreichen, wurde basierend auf der freien

Energie jeweils eine sogenannte INTARNA-Score berechnet.

Intarna

Organismus Gen Funktion laut NCBI-Datenbank Freie Energie IdBL/—\::p
(IntaRNA-Score) entities
, RSP_0793 pyrroloquinoline_quinone_biosynthesis_prot -19,1 kcal/mol 300/300
R. sph 2.41 .
sphaeroides (pqqB) ein PggB (0,82) (100%)
. Rsph17025_038 pyrroloquinoline quinone biosynthesis -19,2 kcal/mol o
R. sphaeroides 2.4.3 7 protein PgqB (0,97) 272/300 (91%)
. Rsph17029_244 pyrroloquinoline quinone biosynthesis -17,8 kcal/mol o
R. sphaeroides 2.4.9 9 protein PqqB (0,80) 296/300 (99%)
R. sphaeroides KD131 RSKD131_2155 pyrroloquinoline qy/none biosynthesis -18,0 kcal/mol 297/300 (99%)
protein PqqB (0,87)
o SM_b20205 pyrroloquinoline quinone biosynthesis -6,9 kcal/mol o
S. meliloti 1021 (pqqB) protein PqgB (0,26) 157/303 (52%)
RLO149_c03693 -9,8 kcal/mol
R. litoralis (OCh149 - coenzyme PQQ biosynthesis protein B ’ 150/302 (50%
( ) 0 (pqqB) / ynihesis p (0.60) (50%)
P. denitrificans (PD122) Pden_2362 pyrrologuinoline quinone biosynthesis - 160/302 (53%)
protein PqqB
R. denitrificans RD1_1153 pyrroloquinoline quinone biosynthesis -9,7 kecal/mol o
(OCh114) (PgqB) protein PqqB (0,49) 1571302 (52%)
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Tabelle A8: Konservierung der mittels INTARNA vorhergesagten Interaktion zwischen RSP_2876
Homologen und CcsR1 Homologen aus verschiedenen Alphaproteobakterien. Dargestellt sind die
Ergebnisse einer BLASTp-Suche nach Homologen zu RSP_2876 in anderen Alphaproteobakterien mit
CcsR1 Homologen, sowie die Ergebnisse einer INTARNA-Vorhersage fir die RSP_2876 Homologe in
ihren jeweiligen Organismen. Um eine Vergleichbarkeit zu erreichen, wurde basierend auf der freien
Energie jeweils eine sogenannte INTARNA-Score berechnet.

Organismus

Gen

Funktion laut NCBI-Datenbank

Intarna
Freie Energie
(IntaRNA-Score)

BLASTp
Identities

R. sphaeroides 2.4.1

R. sphaeroides 2.4.9

R. sphaeroides 2.4.3

R. sphaeroides KD131

S. meliloti 1021

R. litoralis (OCh149)
P. denitrificans (PD122)

R. denitrificans (OCh114)

RSP_2876

Rsph17029_1522

Rsph17025_1144

RSKD131_1192

SMc03103

RLO149 c014560
Pden_4257

RD1_2972 (coxM)

putative_carbon_monoxide_dehydrogenase_m
edium_chain

molybdopterin dehydrogenase, FAD-binding

FAD-binding molybdopterin dehydrogenase

putative_carbon_monoxide_dehydrogenase_m
edium_chain
putative carbon monoxide dehydrogenase
medium subunit transmembrane protein/
carbon-monoxide dehydrogenase (acceptor)
molybdenum hydroxylase family protein,
medium subunit

molybdopterin dehydrogenase, FAD-binding

carbon monoxide dehydrogenase, medium
subunit

-18,4 kcal/mol (0,79)

-17,1 kcal/mol (0,77)

-14,5 kcal/mol (0,73)

-16,9 kcal/mol (0,81)

-13,2 kcal/mol (0,51)

-6,9 kcal/mol (0,42)
-2,3 kcal/mol (0,11)

-8,5 kcal/mol (0,43)

261/261
(100%)
260/261
(99%)
233/261
(89%)
261/261
(100%)

154/266
(58%)
182/262
(69%)
35/123 (28%)
186/262
(71%)

Tabelle A9: Konservierung der mittels INTARNA vorhergesagten Interaktion zwischen RSP_0725
Homologen und CcsR1 Homologen aus verschiedenen Alphaproteobakterien. Dargestellt sind die
Ergebnisse einer BLASTp-Suche nach Homologen zu RSP_0725 in anderen Alphaproteobakterien mit
CcsR1 Homologen, sowie die Ergebnisse einer INTARNA-Vorhersage fir die RSP_0725 Homologe in
ihren jeweiligen Organismen. Um eine Vergleichbarkeit zu erreichen, wurde basierend auf der freien
Energie jeweils eine sogenannte INTARNA-Score berechnet.

Organismus

Gen

Funktion laut NCBI-Datenbank

Intarna
Freie Energie
(IntaRNA-Score)

BLASTp
Identities

R. sphaeroides 2.4.1

R. sphaeroides 2.4.3

R. sphaeroides 2.4.9

R. sphaeroides KD131

S. meliloti 1021

R. litoralis (OCh149)

P. denitrificans (PD122)
R. denitrificans (OCh114)

RSP_0725

Rsph17025_2444

Rsph17029_2380

RSKD131_2083

SMc00726 (tlpA)

RLO149_c031150
(tlpA)
Pden_2023

RD1_1590 (t/pA)

thioredoxin,_thioldisulfide_interchange_protein

alkyl hydroperoxide reductase/ Thiol specific
antioxidant/ Mal allergen

alkyl hydroperoxide reductase/ Thiol specific
antioxidant/ Mal allergen

Alkyl hydroperoxide reductase/ Thiol specific
antioxidant/ Mal allergen

putative thiol:disulfide interchange redox-active
center transmembrane protein

thiol:disulfide interchange protein TIpA

redoxin domain-containing protein

thiol:disulfide interchange protein tlpA, putative

-19,0 kcal/mol (0,81)

-15,6 kcal/mol (0,79)

-16,7 kcal/mol (0,75)

-16,7 kcal/mol (0,80)

-8,4 kcal/mol (0,32)

-8,9 kcal/mol (0,54)

-5,3 kcal/mol (0,25)

183/183
(100%)
157/183
(86%)
181/182
(99%)
180/182
(99%)

65/192 (34%)
91/187 (49%)

79/137 (58%)
90/187 (48%)
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Tabelle A10: Konservierung der mittels INTARNA vorhergesagten Interaktion zwischen RSP_1576
Homologen und CcsR1 Homologen aus verschiedenen Alphaproteobakterien. Dargestellt sind die
Ergebnisse einer BLASTp-Suche nach Homologen zu RSP_1576 in anderen Alphaproteobakterien mit
CcsR1 Homologen, sowie die Ergebnisse einer INTARNA-Vorhersage fir die RSP_1576 Homologe in
ihren jeweiligen Organismen. Um eine Vergleichbarkeit zu erreichen, wurde basierend auf der freien
Energie jeweils eine sogenannte INTARNA-Score berechnet.

Organismus

Gen

Funktion laut NCBI-Datenbank

Intarna
Freie Energie
(IntaRNA-Score)

BLASTp
Identities

R. sphaeroides 2.4.1

R. sphaeroides 2.4.3

R. sphaeroides 2.4.9

R. sphaeroides KD131

S. meliloti 1021

R. litoralis (OCh149)

P. denitrificans (PD122)

R. denitrificans (OCh114)

RSP_1576 (trxB)

Rsph17025_0256

Rsph17029_0228

RSKD131_2974
(trxB)

SMc01224 (trxB)

RLO149_c027080
(trxB)

Pden_2208

RD1_3505 (trxB)

thioredoxin reductase

thioredoxin reductase

thioredoxin reductase

thioredoxin reductase

thioredoxin reductase protein

Thioredoxin reductase

Thioredoxin reductase

thioredoxin-disulfide reductase

-22 kcal/mol (0,94)

-12,2 kcal/mol (0,62)

-11,8 kcal/mol (0,49)

-19,6 kcal/mol (0,94)

-6,0 kcal/mol (0,23)

-3,2 kcal/mol (0,20)

-5,7 kcal/mol (0,27)

-5,5 kcal/mol (0,28)

317/317
(100%)
283/313
(90%)
312/312
(100%)
317/317
(100%)
190/312
(61%)
238/310
(77%)
245/305
(80%)
235/309
(76%)
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9.3 Sequenzen

Seq. A1 Sequenzen fiir die Erstellung eines Konsensussequenz-Weblogos fiir CcsR1 Homologe
aus verschiedenen Alphaproteobakterien. Beriicksichtigt ist ein Sequenzbereich, der beide
CCUCCUCCC-Motive, den Sequenzbereich zwischen den CCUCCUCCC-Motiven, sowie 5 flankierende
Nukleotide in 5° und 3* Richtung der Motive umschlie3t. Die Sequenzen sind dargestellt im Fasta-Format.

>R. sphaeroides_2.4.1 CcsR1
TCCCACCTCCTCCCGGGACCTGTAGCAGCAGCGGCGACGCCTCTCCTCCTCCCTGGTG
>R. sphaeroides KD131 CcsR1
TCCCACCTCCTCCCGGGACCTGTAGCAGCAGCGGCGACGCCTCTCCTCCTCCCTGGTG
>R._sphaeroides ATCC17025 CcsR1
TCCCACCTCCTCCCGGGACCTGTAGCAGCAGCGGCGACGCCTCTCCTCCTCCCTGGTG
>R._sphaeroides ATCC17029_CcsR1
TCCCACCTCCTCCCGGGGCCTGTAGCAGCAGCGGCGACGCCTCTCCTCCTCCCTGGTG
>R._capsulatus_Sb1003_CcsR1
CCTCTCCTCCTCCCTGGGTCTCGGAGATCGGCGGCATCCTCTCTCCTCCTCCCTGAGG
>Jannashia_sp. CcsR1
GCCCCCGTCCTCCCACGGGGTATCCGGGCCAGCGGGCTGCGCTCTACCCTCCCTTGGG
>Ruegeria_sp. TM1040 CcsR1
TTTCTCCTCCTCCCTTAAGGGCCTGTCCTAAGCGGTGGCATCCTCCTCCTCCCTGATG
>Silicibacter pomeroyi_DSS-3 CcsR1
CTTCTCCTCCTCCCTGGGGCCTGAGACTACGCGGCGGCATCCTCCTCCTCCCTGATG
>Phaeobacter gallaeciensis DSM_17395 CcsR1
CTTCTCCTCCTCCCTTGAGGGCCTGTAATCGCGGTGACATCCTCCTCCTCCCTGATG
>Sagittula_stellata DSM_11524 CcsR1
GCACTCCTCCTCCCGCCCCTTCCGTCTTAGGCGGTGCATCCTCTCCTCCTCCCTGGAT
>Loktanella_vestfoldensis SKAS53 CcsR1
TGCTGCCTCCTCCCTGAAAAGGCAGATCTGACAGACCCCCGCGCTCTACCTCCTCCCGGAGC
>Sulfitobacter sp. EE-36_CcsR1
ACACGCACCCTCCCTGTTGTGTGCCTGTAGAAAGCTTCGGGTCTCCTCCTCCTCCCTGAGA
>Roseobacter_litoralis OCh 149 CcsR1
CTTTATCTCCTCCCTGAGACGCCCGCATGTTGGCGGCGGCATCTATCCTCCTCCCAGATG
>Roseobacter_denitrificans. OCh_114 CcsR1
CCCCTCCTCCTCCCTGGGTTGATCTGTACCAAGGCGGTGGCGCCTATCCTCCTCCCAGGCG
>Dinoroseobacter_shibae DFL 12 CcsR1
CCCCTCCTCCTCCCTGGGTTTTCTGTAATATGCGGCGGCGCTTTCCTCCTCCCTAGCG
>Paracoccus_denitrficans PD122 CcsR1
CCACTCCTCCTCCCTTGGGTCCGGGTTCAGGCGGCATCCTCCCTCCTCCTCCCTGAGG
>Agrobacterium_vitis S4 CcsR1
TGCATCCTCCTCCCGCAAAGCTTCGTCTCTCGGACGACCCACTCCTCCTCCCTAGGG
>Rhizobium_leguminosarum WSM 1325 CcsR1
GCACTCCTCCTCCCAGCGCGCTGCGATAGACTGACAACACTCCTCCTCCCAGTTG
>Brucella_melitensis 16M_CcsR1
TGGTTCCTCCTCCCAATTCAGGCCCGGTTCGTCGCAAAGCTCTCCACCTCCTCCCAGACT
>Ensifer meliloti 1021
ACACTCCTCCTCCCGGTTGCCAATCGCCTTTATGACGCCCGCCGGTCCTCCTCCCCCGAC
>Ensifer_fredii. HH103 CcsR1
ACACTCCTCCTCCCGGTTGCCAATCATTCTCATGACGCCCGCTGGATCTCCTCCCCCAGC
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9.4 Quellcode

Src. 1 INTARNAGETINTERACTIONREGION

INTARNAGETINTERACTIONREGION wurde mit Hilfe der Programmierumgebung NetBeans IDE
8.0.2 (www.netbeans.org). erstellt. Hierbei wurde die Java Funktion aus Netbeans genutzt und
das Programm aus dem Netbeans-Projekt gestartet, ohne dass es komplett zu einem
eigenstandigen Programm kompiliert wurde. In der Klasse ,calclnteractionProbability.java“ sind
die Funktionen zum Auslesen von INTARNA-Daten im Textformat, zur Aufsummierung von
Beteiligungen der einzelnen sRNA-Basen an Interaktionen und zum Schreiben der Ergebnisse
in ein neues Textdokument realisiert.

Hauptklasse (Main.java)
public class Main extends javax.swing.JFrame {
public Main() {
initComponents();
}
@SuppressWarnings("unchecked")
private void initComponents() {
jButton1 = new javax.swing.JButton();
setDefaultCloseOperation(javax.swing.WindowConstants.EXIT_ON_CLOSE);
jButton1.setText("start");
jButton1.addActionListener(new java.awt.event.ActionListener() {
public void actionPerformed(java.awt.event.ActionEvent evt) {
jButton1ActionPerformed(evt);
s
javax.swing.GrouplLayout layout = new javax.swing.GroupLayout(getContentPane());
getContentPane().setLayout(layout);
layout.setHorizontalGroup(
layout.createParallelGroup(javax.swing.GroupLayout.Alignment.LEADING)
.addGroup(layout.createSequentialGroup()
.addGap(154, 154, 154)
.addComponent(jButton1)
.addContainerGap(191, Short. MAX_VALUE))
)
layout.setVerticalGroup(
layout.createParallelGroup(javax.swing.GroupLayout.Alignment.LEADING)
.addGroup(layout.createSequentialGroup()
.addGap(133, 133, 133)
.addComponent(jButton1)
.addContainerGap(144, Short. MAX_VALUE))

)
pack();

private void jButton1ActionPerformed(java.awt.event.ActionEvent evt) {
calcinteractionProbability losgehts = new calclnteractionProbability();

public static void main(String args[]) {
java.awt.EventQueue.invokelLater(new Runnable() {

public void run() {
new Main().setVisible(true);

;
}

private javax.swing.JButton jButton1;
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Berechnungsklasse (calcinteractionProbability.java)
import java.io.*;
import java.util.Scanner;
public class calclnteractionProbability {
File intaRNAfile = new File(System.getProperty("user.dir") + File.separator
+ "Data" + File.separator
+ "inFile.txt");
File outputFile = new File(System.getProperty("user.dir") + File.separator
+ "Data" + File.separator
+ "outFile.txt");
int[][] interactionRegions = new int[50000][2];
int[] sSRNA = new int[1000];
public calcinteractionProbability() {
run();

}
private void getRegion() {
Scanner s = null;
inti=0;
try {
s = new Scanner(new BufferedReader(new FileReader(intaRNAfile))).useDelimiter("\\s+");
while (s.hasNext()) {
if (s.next().equals("Position")&&s.next().equals("-")&&s.next().equals("ncRNA:")) {
interactionRegionsl[i][0] = Integer.parselnt(s.next()); System.out.print(interactionRegions[i][0] + " ");
s.next();
interactionRegions][i][1] = Integer.parselnt(s.next()); System.out.printin(interactionRegionsl[i][1]);
i++;

1
catch ( IOException e ) {
System.out.printin(e);
System.out.printin(">>importFile not found or corrupt!<<");

}
finally {
if (s != null) {s.close();}

for(int j=0; j<interactionRegions.length; j++) {
for(int k=1; k<sRNA.length; k++) {
if(k >= interactionRegions][j][0] && k <= interactionRegions[j][1]) {
sRNA[K] +=1;
1
public void toText() {
char txtBuffer[] = new char[10000000];
int txtBufferCounter = 0;

try {
char stringBuffer[] = new char{10000];
Strings ="";
for (int i=1; i<sRNA.length; i++) {
s += sRNA[i] +".";
s +="\n"

StringReader sr = new StringReader(s);

int max = sr.read(stringBuffer);

for (int n=0; n<max; n++){
txtBuffer[txtBufferCounter] = stringBuffer[n];
txtBufferCounter++;

}

FileWriter txtOut = new FileWriter(outputFile);

for (int a=0; a<txtBufferCounter; a++) {txtOut.append(txtBuffer[a]);}
txtOut.flush();

txtOut.close();

}

catch ( IOException e ) {
System.out.printin(e);
System.out.printin(">>coul not write txt file!<<");

}

public void run() {
getRegion();
toText();
System.out.printin("finished!");
}
}
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9.5 Abkiirzungen

A

ATP = Adenosintriphosphat
B

bp = Basenpaare
BLAST = Basic Local Alignment Search Tool

C

CcsR = Conserved CCUCCUCCC-motif containing stress induced RNA
CcaF = Conserved CcsR associated factor

ColP = Co-Immunprazipitation

D

DNA = Desoxyribonukleinsaure
DNase = Desoxyribonuklease
dRNA-Seq. = differentielle RNA-Sequenzierung

E
EMSA = Electrophoretic mobility shift assay
G

GSH = Glutathion (reduziert)
GSSG = Glutathion (oxidiert)

H

Hfq = Host factor required for replication of phage Q
J

JTT-Modell = Jones-Taylor-Thornton Modell

M

MRNA = messenger RNA
MFE = Minimum free energy (minimale freie Energie)

N

NAD = Nicotinamidadenindinukleotid

NADP = Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
NCBI = National Center for biotechnology information
nt

)

OD = optische Dichte
ONPG = o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid
ORF = gpen reading frame (offener Leserahmen/ offenes Leseraster)
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P

PCR = Polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)
PNPase = Polynukleotid-Phosphorylase
PY = Peptone-Yeast (Pepton-Hefe)

Q
gRT-PCR = quantitative RT-PCR

R

RA = Rhodobacter Apfelsaure

RBS = Ribosomale Bindestelle

RDP = Ribosomal database project

RNA = Ribounukleinsaure

RNase = Ribonuklease

RT-PCR = PCR mit vorhergehendem reverse Transkriptase Schritt zur Amplfikation von

RNA
S
sRNA = kleine RNA (small RNA)
T
tBOOH = tert-Butylhydroperoxid
U

UCSF = University of California, San Francisco
UTR = Untranslated region (nicht translatierter Bereich einer mRNA)

w
WT = Wildtyp
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Abbildung A1: 3D-Struktur von CcsR1 aus R. sphaeroides 2.4.1.
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9.8 Laborprotokolle
9.8.1 ,,Hot-Phenol“ RNA Isolation aus Bakterien

Die angegebenen Volumen sind angepasst fur Zellpellets aus 20 ml R. sphaeroides 2.4.1

Kulturen in der exponentiellen Wachstumsphase, die in 1,5 ml ,Eppis* Uberfihrt wurden, und

kénnen fur andere Bakterien und Wachstumsphasen abweichen. Schon bei der Probenahme

sollte darauf geachtet werden die Proben schnell auf Eiswasser zu kihlen oder mit Eis zu

durchmischen. Alle weiteren Arbeitschritte sind unbedingt auf Eis durchzufiihren. Im folgenden

Protokoll ist es ausserdem wichtig, zligig und sauber zu arbeiten, um qualitativ hochwertige RNA

zu erlangen. Daher ist es vorzuziehen, nur 3 Proben in einem Durchlauf zu bearbeiten.

Unbedingt unter dem Abzug durchfiihren, da mit erwarmtem Phenol gearbeitet wird.

1)

4)

Zellpellet im ,Eppi“ in 200 pl Resuspensionspuffer (0,3 M Saccharose, 0,01 M
Natriumacetat (pH 4,5)) aufnehmen und vorsichtig mit gelber Pipettenspitze grindlich
resuspendieren.

200 pl Lysepuffer (2 % SDS in 0,01 M Natriumacetat (pH 4,5)) zugeben und grindlich
durchmischen. Fir 90 Sekunden bei 65 °C im Wasserbad oder in einem Heizblock
inkubieren um die Zellen zu lysieren.

400 pl in Wasser gessatigtes Phenol (pH 4,5 (Roti®-Aqua-Phenol, Carl Roth), auf 65 °C
vorgewarmt) zugeben und grindlich schitteln; dann bei 65 °C in einem Wasserbad oder
Heizblock fir 3 Minuten inkubieren.

-Eppis“ fur mindestens 30 Sekunden auf einem Schwimmer in flissigem Stickstoff
einfrienen; danach fir 10 Minuten unter dem Abzug zentrifugieren (13.000 rpm,
Raumtemperatur). Da Plastik bei sehr niedrigen Temperaturen leicht bricht, ist es ratsam
die ,Eppis” vor dem Zentrifugieren kurz antauen zu lassen.

Vorsicht, die ,Eppis* kdnnen beim Antauen aufspringen!

Die obere wassrige Phase vorsichtig in ein frisches 1,5 ml ,Eppi” Gberfiihren, die Schritte 3)
bis 5) zweimal wiederholen

400 pl Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) zur wassrigen Phase geben, ,Eppi” stark schitteln
und fir 3 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugieren (13.000 rpm). Danach die obere
wassrige Phase vorsichtig in ein frisches 1,5 ml ,Eppi” Uberfuhren (geringen Verlust an
Uberstand in Kauf nehmen).

20 ul 3 M Natriumacetat (pH 4,5) und 500 ul 95 % Ethanol (-20 °C) pro 200 pyl RNA-LAsung
zugeben, mixen und bei -20 °C fir eine Stunde inkubieren

RNA durch Zentrifugation (13.000 rpm, 4 °C, 30 Minuten) pelletieren und Uberstand
verwerfen.

Pellet mit 1ml 70 % Ethanol (-20 °C) waschen, erneut zentrifugieren (13.000 rpm, 4 °C,
30 Minuten) und Uberstand verwerfen.

10) Pellet in Speed-Vac trocknen und RNA in 50 ul Reinstwasser (Carl Roth) resuspendieren.
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Benétigte Lé6sungen

Resuspensionspuffer (L6sung |): In Wasser gesattigtes Phenol

0,3 M Saccharose Roti®-Aqua-Phenol, Carl Roth
0,01 M Natriumacetat, pH 4.5

Chloroform:lsoamylalkohol (24:1)

Lysepuffer (Losung II):

3 M Natriumacetat pH 4,5

2 % SDS .
0.01 M Natriumacetat, pH 4.5 70 % Ethanol
95 % Ethanol

Anmerkungen:

1)

2)

Alle Ldsungen, auller dem Lysepuffer (Raumtemperatur) und dem wassergesttatigem
Phenol (65 °C) bei 4 °C oder auf Eis halten!
Nicht mehr als 3 Proben parallel von Schritt 3) bis 5)!

9.8.2 RNA-Isolation mit dem TRIR™-Kit (ABgene)

Bei diesem Protokoll handelt es sich um eine Anpassung eines Herstellerprotokolls. Die

angegebenen Volumen sind angepasst fir Zellpellets aus 20 ml R. sphaeroides 2.4.1 Kulturen

in der exponentiellen Wachstumsphase, die in 1,5 ml ,Eppis” tGberflihrt wurden und kénnen fir

andere Bakterien und Wachstumsphasen abweichen.

1)

2)
3)

Zellpellet im ,Eppi“ in 1 ml TRIR™ aufnehmen und vorsichtig mit gelber Pipettenspitze
grundlich resuspendieren.

5 Minuten auf Eis inkubieren

200 pl Chloroform zugeben und grindlich vortexen (pro 1 ml eingesetztem , TRIR®).

15 Minuten auf Eis inkubieren.

15 Minuten bei 13.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugieren

Die obere wassrige Phase in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefall uUberfiihren (etwas
Uberstand stehenlassen).

20 ul 3 M Natriumacetat (pH 4,5) und 500 ul 95 % Ethanol (-20 °C) pro 200 pyl RNA-LAsung
zugeben, mixen und bei -20 °C fir eine Stunde inkubieren

RNA durch Zentrifugation (13.000 rpm, 4 °C, 30 Minuten) pelletieren und Uberstand
verwerfen.

Pellet mit 1 ml 70 % Ethanol (-20 °C) waschen, erneut zentrifugieren (13.000 rpm, 4 °C,
30 Minuten) und Uberstand verwerfen.

10) Pellet in Speed-Vac trocknen und RNA in 50 ul Reinstwasser (Carl Roth) resuspendieren.
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9.8.3 Verdau von DNA Kontaminationen in RNA-Proben

Um DNA Kontaminationen aus RNA-Proben zu entfernen, kann ein Verdau mittels DNase |
(Invitrogen) durchgefihrt werden. Im Anschluss werden die RNA-Proben durch Phenolisierung
aufgereinigt.

1) RNA-L8sung auf ein Volumen von 100 pl mit Reinstwasser auffillen.
2) DNA Verdau ansetzen:

Reaktionsansatz

RNA-L&sung: 100 pl

DNase Puffer (10x, Invitrogen) 12 pl

DNase | (Invitrogen) 3-4 Units pro 10 ug RNA

Roth-H,O ad 120 pl

3) 30 bis 60 Minuten bei 37 °C inkubieren.
4) 100 pl Reinstwasser zugeben

5) 200 pl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) zugeben und vortexen.
6) 10 Minuten bei 13.000 rpm unter Abzug zentrifugieren (Raumtemperatur).
7) Die wassrige obere Phase in ein frisches ,Eppi“ Uberfiihren.
8) 200 pl Choroform:Isoamylalkohol (24:1) zugeben und vortexen.

9) 3 Minuten bei 13.000 rpm unter Abzug zentrifugieren (Raumpemperatur).

10) Die obere wassrige Phase in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefall uUberfihren (etwas
Uberstand stehenlassen).

11) 20 pl 3 M Natriumacetat (pH 4,5) und 500 pl 95 % Ethanol (-20 °C) pro 200 yl RNA-Lésung
zugeben, mixen und bei -20 °C fir eine Stunde inkubieren

12) RNA durch Zentrifugation (13.000 rpm, 4 °C, 30 Minuten) pelletieren und Uberstand
verwerfen.

13) Pellet mit 1ml 70 % Ethanol (-20 °C) waschen, erneut zentrifugieren (13.000 rpm, 4 °C,
30 Minuten) und Uberstand verwerfen.

14) Pellet in Speed-Vac trocknen und RNA in 50 pl Reinstwasser (Carl Roth) resuspendieren.
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9.8.4 Isolation chromosomaler DNA aus Bakterien (CTAB-Methode)

—_—

5 ml Bakterienkultur bis in die stationare Phase wachsen lassen.

)
2) 1,5 ml Bakterienkultur entnehmen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefafly tberfihren.
3) 5 Minuten bei 8000 rpm in der Tischzentrifuge bei Raumtemperatur zentrifugieren.
4) Bakterienpellet wird in 567 ul TE-Puffer aufnehmen.
5) 30 pl 10 % SDS und 12 yl Proteinase K (5 mg/ml) zugeben und die Proben durchmischen.
6) Eine Stunde bei 37 °C inkubieren.
7) 100 pl 5 M NaCl zugegeben und gut durchmischen.
8) 80 pl CTAB/NaCl-Lésung zugegeben und gut durchmischen.
9) Fur 10 Minuten bei 65 °C inkubieren.
0

-_—

)750 ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zugeben und durch mehrfaches
Invertieren mischen.

11)5 Minuten bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge unter dem Abzug zentrifugieren
(Raumtemperatur).

12) Die wassrige obere Phase n ein neues Reaktionsgefall tberfuhren.

13) 0,6 Volumen Isopropanol zugeben.

14)5 Minuten bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugieren (Raumtemperatur),
Uberstand verwerfen.

15) Pellet in 1 ml 70 % Ethanol waschen und 5 Minuten bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge
zentrifugieren (Raumtemperatur), Uberstand verwerfen.

16) DNA-Pellet in der SpeedVac trocknen und in 100 ul TE-Puffer aufnehmen.

Benétigte Lé6sungen

S5M NaCl 10 % SDS

CTAB/NaCl-L6sung: Proteinase K (5 mg/ml)

-4,1 g NaCl in 80 ml H,O |6sen.
-10 g CTAB langsam unter Erhitzen bis

65 °C zugeben. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
ad 100 ml Reinstwasser (25:24:1)
TE-Puffer Isopropanol

10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1 mM EDTA (pH 8,0)
70 % Ethanol
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9.8.5 in vitro Transkription

1) Durchfiihrung einer PCR-Reaktion mit proof reading DNA-Polymerase fiirein PCR-Produkt
mit T7-Promotor (kann Uber einen Primer angefugt werden). Alternativ: Plasmid mit PCR-
Produkt und T7-Promotor in 3' Richtung des PCR Produkts schneiden (run off in vitro
Transkription).

2) Aufreinigung von PCR-Produkt bzw. Plasmid tUber Agarosegel und folgende Gelextraktion.

3) in vitro Transkriptionsreaktion ansetzen.

Reaktionsansatz

Roth-H,0 x ol
DNA (PCR-Fragment mit T7-Promotor) 1-3 |J|
10x T7 Puffer (NEB) 2 ul
INTPs (jeweils 25 mm) 2 ul
100 mM MgCl, 1.2 pl
100 mM DTT 1 ul
RNasin (40 U/ul; Fermentas) 0.5 |J|
T7 RNA Polymerase (NEB) 0.8 yul

220 pl

= Komponenten in der angegebenen Reihenfolge pipettieren
= alles bei Raumtemperatur pipettieren

4) Inkubation bei 37 °C fur 2 bis 3 Stunden (wahrend der Inkubation erneut durchmischen).

5) 180 pl Reinstwasser (Carl Roth) zugeben.

6) 200 ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zugeben und durch mehrfaches
Invertieren mischen.

7) 5 Minuten bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge unter dem Abzug zentrifugieren
(Raumtemperatur).

8) Die wassrige obere Phase in ein neues Reaktionsgefal’ tberfihren.

9) 2,5 Volumen 95 % Ethanol und 1/10 Volumen Natriumacetat (pH 4,5) zugeben und fir 2
Stunden bei -20 °C inkubieren.

10)30 Minuten bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugieren (Raumtemperatur),
Uberstand verwerfen.

11) Pellet in 1 ml 70 % Ethanol waschen und 5 Minuten bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge
zentrifugieren (Raumtemperatur), Uberstand verwerfen.

12) DNA-Pellet in der SpeedVac trocknen und in 100 ul TE-Puffer aufnehmen.
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Anzusetzende Lésungen

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 100 mM MgCl»
(25:24:1) 100 mM DTT
rNTPs

Natriumacetat (pH 4,5)
70 % Ethanol

25 mM ATP
25 mM CTP
25 mM GTP
25 mM UTP

9.8.6 Plasmid-Minipraparation nach dem Prinzip der alkalischen Lyse

N

2 ml Bakterienkultur bei Raumtemperatur zentrifugieren (6000 rpm, 5 min).

)
2) Uberstand verwerfen.
3) Pellets in 200 pl Losung | (versetzt mit RNase A) resuspendieren.
4) 200 pl Lésung Il zugeben und durch wiederholtes Invertieren mischen.
5) Bei Raumtemperatur fir 5 min inkubieren.
6) 200 pl Lésung lll zugeben und durch wiederholtes Invertieren mischen.
7) Fur 15 min auf Eis inkubieren.
8) Zentrifugieren (13000 rpm, 4 °C, 10 min).
9) Uberstand (~ 450 pl) in neue ,Eppis“ Gberfiihren.
10) (Empfohlen) Fir eine bessere Qualitat Schritte 9) und 10) wiederholen.
11) Uberstand mit  1/10 Volumen Natriumacetat (3 M, pH 5.2) und 2,5x Volumen 95 %

Ethanolversetzen und gut durchmischen.
12) (Empfohlen) Fur 2 Stunden bei -20 °C inkubieren fur eine bessere Ausbeute.
13) Zentrifugieren (13000 rpm, 4 °C, 30 min).
14) Pellet in 1 ml 70 % Ethanol waschen und 5 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugieren.
15) DNA-Pellet in der SpeedVac trocknen und in 50 ul Reinstwasser aufnehmen.

Anzusetzende Lésungen

Resuspensionspuffer (Losung [) Lysepuffer (L6sung Il)
50 mM Glucose 200 mM NaOH
25 mM Tris pH 8 1% SDS
10 mM EDTA pH 8 —>frisch ansetzen, bei RT lagern
—>bei 4 °C lagern (SDS fallt auf Eis aus)
-1 ml Lésung | nach Bedarf frisch mit
2-4 ul RNaseA (100 mg/ml) versetzen SDS-Fallungspuffer

3 M Kaliumacetat
2 M Essigsaure
3 M Natriumacetat pH 5,2 —bei 4 °C lagern
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9.8.7 Extraktion von DNA aus Agarosegelen uber eine Glaswollematrix

1) Ausschneiden des gewilinschten Gelstreifens mit dem gewlinschten DNA-Fragment.

2) Gelstreifen in ein 1,5 ml Reaktionsgefall geben und mindestens 2 Minuten in flissigem
Stickstoff einfrieren.

3) Das ,Eppi“ mit dem ausgeschnittenen Gelstreifen aus dem Stickstoff nehmen, den
Gelstreifen mit Hilfe eines Skalpells zerkleinern und auf das ,Durchflusssaulchen® geben.

4) Zentrifugieren bei 8000 rpm fur 10 Minuten (Raumtemperatur) in der Tischzentrifuge.

5) Durchflussdulchen mit den Gelresten verwerfen und die im 2 ml ,Eppi“ aufgefangene
Flissigkeit mit einem Volumen Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) versetzen.

6) 5 Minuten bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge unter dem Abzug zentrifugieren
(Raumtemperatur).

7) Die wassrige obere Phase in ein neues Reaktionsgefald tberflhren.

8) 0,6 Volumen Isopropanol und 1/10 Volumen Natriumacetat (pH 5,2) zugeben.

9) 30 Minuten bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugieren (Raumtemperatur),
Uberstand verwerfen.

10) Pellet in 1 ml 70 % Ethanol waschen und 5 Minuten bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge
zentrifugieren (Raumtemperatur), Uberstand verwerfen.

11) DNA-Pellet in der SpeedVac trocknen und in einem geigeneten Volumen Wasser (~10 pl)
aufnehmen.

Benétigte Lé6sungen und Materialien

,Durchflusssaulchen”

Silanisierte Glaswolle

0,5 ml ,Eppi*

2 ml Eppi“

Bunsenbrenner

Spritzenkaniile

- Spritzenkanile mit Bunsenbrenner erhitzen und ein 1 mm Loch in den Boden eines 0,5 ml
~Eppis“ schmelzen, danach das ,Eppi“ zu ca .1/3 fest mit silanisierter Glaswolle flllen, den
Deckel des ,Eppis* entfernen und in ein 2 ml ,Eppi“ stellen.

Phenol:Chloroform:Isoamyalkohol (25:24:1)
3 M Natriumacetat (pH 5,2)
Isopropanol
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9.8.8 Extraktion von RNA aus Acrylamidgelen

1)

N

(]

Gelstreifen mit den gewiinschten Nukleinsaurefragmenten aus Gel ausschneiden und in 2
ml ,Eppi“ geben.

1 ml Elutionspuffer zugeben.

-Eppis” bei 20 °C inkubieren bis der Elutionspuffer durchgefroren ist.

~Eppis‘ erwarmen bis der Elutionspuffer aufgetaut ist.

Schritte 3) und 4) mehrfach wiederholen.

(Optional) Um die Elutionseffizienz zu erhdhen ,Eppis” Uber Nacht bei 4 °C unter langsamer
Rotation inkubieren.

Elutionspuffer in ein frisches 1,5 ml ,Eppi“ Uberfihren (Gelreste verwerfen oder fir zweite
Elution nutzen).

Aufgefangene Flissigkeit mit einem Volumen Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1)
versetzen.

5 Minuten bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge unter dem Abzug zentrifugieren
(Raumtemperatur).

10) Die wassrige obere Phase in ein neues Reaktionsgefal Uberfihren.

11) 0,6 Volumen Isopropanol und 1/10 Volumen Natriumacetat (pH 4,5) zugeben.

12)30 Minuten bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugieren (Raumtemperatur),

Uberstand verwerfen.

13)Pellet in 1 ml 70 % Ethanol (-20 °C) waschen und 5 Minuten bei 13.000 rpm in der

Tischzentrifuge zentrifugieren (Raumtemperatur) und Uberstand verwerfen.

14) RNA-Pellet in der SpeedVac trocknen und in einem geigeneten Volumen Wasser (~30 pl)

aufnehmen.

Benétigte Lé6sungen

Elutionspuffer
3 M Natriumacetat pH 4,5

70 % Ethanol (-20 °C)

Isopropanol
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1)

205



Anhang

9.8.9 Radioaktive Markierung von Oligonukleotidsonden mit y-ATP*? unter

Nutzung der T4-Polynukleotidkinase

1) Oligonukleotid auf 10 pmol/ul verdinnen.
2) Markierungsreaktion ansetzen.

Reaktionsansatz

Oligo/Primer (10 pmol/ul) 2 ul
Roth-H,0O 3 ul
T4 PNK Puffer (10x) 1 ul
T4 PNK 1ul
y-ATP*? (30 pCi) 3ul

> 10 ul
3) Bei 37 °C fur eine Stunde inkubieren.

40 ul STE-Puffer zugeben
Aufreinigen des Labeling-Ansatzes uber ein G-25 Saulchen (GE Healthcare).
6) CPM (counts per minute) in 2 pl bestimmen und gewtiinschte Menge an Sonde fir die

\U.J\-Ev

Hybridisierung nutzen.

Benétigte Lé6sungen

1x STE-Puffer

10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA
100 mM NaCl
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9.8.10 in vitro Transkription mit a-UTP*2 zur Herstellung markierten Transkripten

1) Durchfiihrung einer PCR-Reaktion mit proof reading DNA-Polymerase fiir ein PCR-Produkt
mit T7-Promotor (kann Uber einen Primer angefugt werden). Alternativ: Plasmid mit PCR-
Produkt und T7-Promotor in 3' Richtung des PCR Produkts schneiden (run off in vitro
Transkription).

2) Aufreinigung von PCR-Produkt bzw. Plasmid tUber Agarosegel und folgende Gelextraktion.

3) in vitro Transkriptionsreaktion ansetzen.

Reaktionsansatz

Roth-H,0 x ol
DNA (PCR-Fragment mit T7-Promotor) 1-3 |J|
10x T7 Puffer (NEB) 2 ul
low U rNTPs (ATP,CTP, GTP: 25 mM each, UTP: 5mM) 1.6 pl
100 mM MgCl, 1.2 pl
100 mM DTT 1 ul
RNasin (40 U/ul; Fermentas) 0.5 |J|
T7 RNA Polymerase (NEB) 0.8 ul
a-UTP*2 (~ 20 uci) 2 ul

220 pl

= Komponenten in der angegebenen Reihenfolge pipettieren
= alles bei Raumtemperatur pipettieren.

4) Inkubation bei 37 °C fur 2 bis 3 Stunden (wahrend der Inkubation erneut durchmischen).

5) 30 ul STE-Puffer zugeben.

6) Aufreinigung Uber G-25 spin column (GE-Healthcare) um nicht inkorporierte Nukleotide zu

entfernen.

) Uber denaturierendes praparatives Acrylamidgel auftrennen.

) Gel auf Rontgenfilm exponieren und Réntgenfilmentwickeln.

9) Mit Hilfe des Réntgenfilms gewlinschte Banden aus dem Gel ausschneiden.

10) in vitro Transkripte eluieren und aufreinigen (siehe Protokoll: Extraktion von RNA aus
Acrylamidgelen).

11) CPM in 2 pl bestimmen und wenn nétig Konzentration in pM/pl berechnen.

Anzusetzende Lésungen

1x STE-Puffer 100 mM DTT
10mM Tris-HCI, low U rNTPs
x)no'\r/:qll\E/IDl\-lraACI 25 mMATP
25 mM CTP

100 mM MgCl, 25 mM GTP
5mM UTP
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9.8.11 Polyacrylamid -Gele fur sRNAs

Polyacrylamimd-Harnstoff-Gele fiir sRNAs

1) Gel ansetzen und Harnstoff bei Raumtemperatur I6sen lassen (~15-30 Minuten)

Gel-Ansatz
Harnstoff 16.8 g (final 7 M)
10x TBE 4 ml (final 1x)

Acrylamid/Bisacrylamid (40 %) 10 ml (final 10 %)
ad 40 ml ddH,O

2) In der Zwischenzeit Glasplatten griindlich sdubern und entfetten (1x normale Glasplatte, 1x
Ohrenplatte (nach dem Reinigen grindlich silanisieren), je 20 x 20 cm) und mit Spacern
(Dicke 1 mm fudr Northern Blot und Ethidiumbromidfarbung, 0,2 mm fir EMSAs und
Aufreinigungen) zusammenbauen. Optional: Abdichten mit Agarose.

3) Wenn der Harnstoff vollstandig gelost ist 120 yl APS (10 %) und 20 pyl TEMED zugeben,
und das Gel zlgig gie3en (Gel waagerecht legen und zum GielRen leicht anschragen). Dann
Kamm stecken und Gel waagerecht auspolymerisieren lassen.

4) Die gewlnschte Menge RNA (mindestens 1 pg fir eine Ethidiumbromid-Farbung;
mindestens 5 pg fir eine Northern Blot Hybridisierung) mit FU-Mix mischen und fir 10 min
bei 65 °C inkubieren (ca. 7 pl FU-Mix auf 10 yl RNA-L&sung). Danach die Proben bis zum
Beladen des Gels wieder auf Eis stellen.

5) Wenn das Gel auspolimerisiert ist, aufbauen und die Taschen grindlich spulen.

6) Proben auf Gel auftragen.

7) Gellauf: 1x TBE
100V 10 min
300 V ~bis Bromphenolblau ausfauft

Native Gele fiir sRNAs

Die Durchflihrung entspricht Polyacrylamimd-Harnstoff-Gelen, wobei kein Harnstoff zur
Denaturierung zugegeben wird und die Proben nicht in FU-Mix erhitzt werden sondern in
einem nicht denaturierenden Ladepuffer aus TBE-Puffer, Glycerin, Bromphenolblau und
Xylencyanol aufgenommen werden.

Anzusetzende Lésungen

FU-Mix 10x TBE-Puffer (pH 8,3)
Harnstoff 6 M 890 mM Tris
deionisiertes Formamid 80 % 890 mM Borat
10x TBE 10 % 25 mM EDTA
Bromphenolblau 0.1 %

Xylencyanol 0.1%
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9.8.12 Transfer von RNA aus einem Polyacrylamid-Harnstoff-Gel auf eine Nylon-

Membran

1) RNA-Auftrennung tber Polyacrylamid-Harnstoff-Gel
2) Wahrend des Gellaufs den Transfer durch Elektroblotting vorbereiten.
->Gelbereich ausmessen, der transferiert werden soll
—>1x Nylon-Membran etwas grof3er als das Gel ausschneiden
—>6x Whatmanpapier in der Grélke der Nylon-Membran ausschneiden
3) Wenn das Gel asureichend weit gelaufen ist Elektroblotting starten.
—->3x Whatmanpapier mit 1x TBE anfeuchten Ubereinander auf die Anodenplatte des
Elektroblotters (PeqlLab) legen.
- Nylon-Membran ebenfalls mit 1x TBE anfeuchten und auflegen
- Gel auf der Membran platzieren
->3x Whatmanpapier mit 1x TBE anfeuchten und Ubereinander auf das Gel legen
>Uberpriifen, dass keine Luftblasen vorhanden sind
- Kathodenplatte auflegen
4) Transfer bei 250 mA fir 2-3 Std.
5) Blotter abbauen und direkt RNA auf Nylonmembran crosslinken (2x Auto-Crosslink-
Funktion)
6) ;Membran in Whatmanpapier einschlagen und bei Raumtemperatur lagern.

Anzusetzende Lésungen

10x TBE-Puffer (pH 8,3):

890 mM Tris
890 mM Borat
25 mM EDTA
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9.8.13 Northern Blot Hybridisierung basierend auf einem salinen

Natriumcitratpuffersystem fiur Oligonukleotidsonden ~20 nt

1) RNA-Auftrennung tber Polyacrylamid-Harnstoff-Gel
2) Transfer auf Nylon-Membran
3) Prahybridisierungslésung ansetzen

Prahybridisierungslosung

DEPC-H,0 17.4 mi

50x Denhardt’s 1.5 ml

SDS 10 % 1.5 ml

20x SSC 9.0 ml

Lachsspermien DNA 0.6 ml (bei 100 °C fur 5 min aufkochen)
230 ml

4) Prahybridisierung in Hybridiserungsofen flr mindestens 2 Stunden mit einer Temperatur
angepasst an die Schmelztemperatur der zu hybridisierenden Oligonukleotidsonde.
5) Hybridisierungslésung mit Oligonukleotidsonde ansetzen

Hybridisierungslésung

DEPC-H,0 18.9 mi

SDS 10 % 1.5 ml

20x SSC 9.0 ml

Lachsspermien DNA 0.6 ml (mit Oligonukleotidsonde bei 100 °C fir 5 min aufkochen)
2~ 30 mi

6) Hybridisierung in Hybridisierungsofen Uber Nacht mit einer Temperatur angepasst an die
Schmelztemperatur der zu hybridisierenden Oligonukleotidsonde.
7) Waschen der Membran mit Waschldsung.

Benétigte Lésungen und Materialien

20x SSC

3 M NaCl
300 mM Trinatriumcitrat
pH 7,3

10 % SDS
50x Denhardt’s-Losung

P32 markierte Oligonukleotidsonde
DEPC-H,0
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9.8.14 Northern Blot Hybridisierung basierend auf dem Phosphatpuffersystem
nach Church and Gilbert

1) RNA-Auftrennung tber Polyacrylamid-Harnstoff-Gel
2) Transfer auf Nylon-Membran
3) Hybridisierungslésung ansetzen:

Stringenz
Niedrig Moderat Hoch
(kurze Sonden) (ca. 100 nt) (PCR Sonden)

BSA 19 1g 1g
H,O 15 ml 30 ml
10x Natriumphosphat- 50 ml 50 ml 20 ml
Puffer
Formamid - 15 ml 15 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
20 % SDS 35 ml 35 ml 35 ml

4) Prahybridisierung in 20 ml Lésung in Hybridiserungsofen fir mindestens eine Stunde bei
einer Temperatur von 42 °C.

5) Sonde zugeben.

6) Hybridisierung in Hybridisierungsofen iber Nacht bei einer Temperatur von 42 °C.

7) Sonde Waschen in vorgewarmter Waschlésung (42 °C) waschen (wenn nétig mehrfach fur
30 Sekunden):

Stringenz
Niedrig Moderat Hoch
(kurze Sonden) (ca. 100 nt) (PCR Sonden)
20X SSC 200 ml 20 ml 20 ml
20% SDS 100 ml 10 ml 10 ml
H,O 1700 ml 1970 ml 1970 ml
Benétigte Lé6sungen und Materialien
20x SSC P32 markierte Oligonukleotidsonde
3 M NaCl EDTA (0,5 M, pH 8,0)
300 mM Trinatriumcitrat E id
oH 7.3 ormami
20 % SDS
BSA
DEPC-H,O

10x Natriumphosphatpuffer pH 7,2

500 mM Na,HPO,7 H,O (134 g)
0,34 % H3PO4 ( 3ml 85% H3PO,)
Ad. 11H,O
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9.8.15 Allgemeine PCR-Beschreibungen
KOD Hot Start DNA Polymerase

20 ul Reaktion:

H,O 12.2 ul
10x Puffer 2.0 ul
MgSO, (25 mM) 1.2 ul
dNTPs (2 mM each) 2.0 ul
Primer-A (10 uM) 0.6 pl
Primer-B (10 uM) 0.6 pl
DNA (50 ng/pl) 1.0 ul
KOD DNA Polymerase (1 U/ul) 0.4 ul

> 20.0 ul
Temperaturprogramm
95 °C 2 min
95 °C 20 sec
XY °C 10 sec } 30 Zyklen
70 °C XY sec
70 °C 10 min

8°C 0

Phusion DNA Polymerase

20 ul Reaktion:

H.O 12.2 ul
10x Puffer 2.0 ul
MgSO, (25 mM) 1.2l
dNTPs (2 mM each) 2.0 ul
Primer-A (10 uM) 0.6 pl
Primer-B (10 uM) 0.6 pl
DNA (50 ng/pl) 1.0 ul
KOD DNA Polymerase (1 U/ul) 0.4 yl

> 20.0 pl
Temperaturprogramm
95 °C 2 min
95 °C 20 sec
XY °C 10 sec } 30 Zyklen
70 °C XY sec
70 °C 10 min

8°C o0
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9.8.16 Gerichtete Mutagenese von Plasmiden mittels PCR

1) ,Gegenlaufige* Primer mit Nukleotidaustausch fir Rundlauf um das Plasmid erstellen.

2) Mutagenese PCR mit Phusion-DNA-Polymerase

Reaktionsansatz-PCR

PCR-H20 25,2 ul
5x HF 8,0 ul
dNTPs 0,8 i
PrimerA 0,8 ul
PrimerB 0,8 ul
Phusion 0,4 ul
Template* 4,0 ul
Temperaturprogramm

98 °C 30
98 °C 10
60-X °C 20
72 °C 60
72 °C 10

8°C 0

3) 5 pl auf Gel anschauen

*Miniprap-Plasmid 1:10 verdinnt

sec

sec
sec } 30 Zyklen

sec
min

4) Restlichen Ansatz Verdauen mit Dpnl um ausschlief3lich PCR-Produkt zu behalten.

Reaktionsansatz-Dpnl-Verdau
~35ul PCR

9 ul H,O

5 ul Puffer

1 ul Dpnl

5) Fir 2 Stunden bei 37 °C inkubieren.

6) Gelaufreinigung Uber praparatives Gel und QIAQuicCK PCR PURIFICATION KIT (Qiagen)

(Elution mit 20-30 pl Elutionspuffer EB).

7) 3 ul auf Gel anschauen.

8) 5-10 pl transformieren in JM109 und kompletten Transformationsansatz ausplattieren auf

Stl +Antibiotikum.
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