¢ Posttranskriptionelle Genregulation iR -Proteobakterien ¢

Neue Aspektezu derkleinen RNA StsR undein DUF1127 Protein CcaFl in
Rhodobacter sphaeroides

Inaugural Dissertation

zur
Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Naturwissenschaften
¢ Dr. rer. natg

vorgelegt von

Julian Walter Grutzner

geboren am 26.02.1992 in Fulda

angefertigt am Institut fir Mikrobiologie und Molekularbiologie
Fachbereich Biologie und Chemie
JustusLiebigUniversitéat Giel3en
Giel3en, November 2021



Die vorliegende Arbeit wurde am Institut fir Mikrobiologie und Molekularbiologie, Fachbed8ich
Biologie und Chemie der JustubigUniversitat GieRen, in der Zeit woNovember2017 bis
November2021 unter der Leitung von Prof. Dr. Gabriele Klug andigfier

1. Gutachterin: Prof. Dr. Gabriele Klug
Institut fiir Mikrobiologie und Molekularbiologie
JustusLiebigUniversitat Giel3en

2. Gutachter: Prof. Dr. Roland K. Hartmann
Institut fir Pharmazeutische Chemie
PhilippsUniversitat Marburg



Selbstandigkeitserklarung

Hiermit versichere ich, die vorgelegte Dissertation selbstandig und ohne unerlaubte fremde Hilfe und

nur mit den Hilfen angefertigt zu haben, die ich in der Dissertation angegeben Alidbd extstellen,

die wortlich oder sinngeméal aus veroffentlichten Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die

auf mundlichen Auskinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir
durchgefuhrten und in der Dissertation erwdhnten UnteaBungen habe ich die Grundséatze guter
gAaaSYaOKE FitAOKSNI t NI E A a-DiebigUniGersithtrGieReh yur SeSekinga { | G T
3dzi SNJ 6A84SyaoOKI Flit AOKSNI t N} EA&ada yASRSNAESt Sad aa

Julian W. Grutzner



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeitinis
I T 11T (8] o ST 9
1.1 Genregulation in BaKIEIEM...........cooiiii i rr e e e e e e e e e e e e e e e e e e a e e 9
1.2 RNAREQUIBIOTENL. ..ottt e e e e e e e e e e e e e s nnnee s 10
1,21 ATENUALION ...ttt e e e e s e e e e e s et e e e e e e e e e e aeeas 12
1.2.2  RNAMOIfIKATIONEN.....oiiiiiiiiiiiiiiii e 13
1.2.3  Riboswitchund RNATREIMOMELEN........coouiiiiiiiiiiciiee e 13
1.2.4  Regulatorische RNAS (SRNAS) in BaKteren...........cccccce oo, 14
1.2.4.1 Ciskodierte antiSENSE SRNAS........cooiiiiiiii e 14
1.2.4.2 TransKodierte SRINAS.......couii ittt e e 16
1.2.4.3 Proteinbindende SRNAS.........cooiiiiiiii e 19
1.3  RNABINdeproteing in BAKLEIIEN...........uuiiiiiiiiiiiiiiiieiereeeeerr e e e e e e e e e e eaa e e e e e e 20
13.1 Regulation der TransKription...........ooeiiie e 21
1.3.2 Regulation der Translation............ccuuveiiiiiiiiiieeee e 22
1.3.2.1 RNAChaperone Hfg und PraQ.........ccccooouuiiiiieeiniiiiiiieee e 22
1.4  RNAProzessierung undegradation zur Regulation der Genexpression................... 24
14.1 RNase E als zentrales Enzym des-BRDORUS...........cccovii, 25
14.2 RNAProzessierung undDegradation..............ooouuurerieeernniiiiieeee e 28
1.5 Rhodobacter SPRAEIOIURS . ......cuiii ittt e e 30
151 Expression und Prozessierung gaf mMRNA irRhodobacter............c.cccvvvveeeinnnne 31
1.5.2  StressRegulation irR.sphaeroideslurch alternative -Faktorenund sRNAs.......... 33
I T A =Y (Y=Y w4 [ o [ 35
2  Material und Methoden..........ooouiiiiiiiii e 37
P2 R Y/ - 1 (=] ¢ = PP POPPPPRPPN 37
211 BaKIEIENSTAMIME .....ciiiiiiiiie e e e ee e e 37
2.1.2 PLASIMITR ... 38
P20 G T © 1o To ) 11 ] 4 [=T0 1o [ 39
2.1.4  Labormaterial............oveiiiiiiiee e 44
2.1.5  Allgemeine Puffer und LOSUNGEN........ccoiiiiiiiiiiiieieeiiiiieee e e 46
2.2 MikrobiologisChe MethOdeN.........cooiiiiiiiiiie e 47
2.2.1  SEEIINISALION. . .eeeeieiiiie ettt s e e e 47
222 Kultivierung vorRhodobacter sphaeroides...........ccccccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 47
2.2.2.1 Mikroaerobes Wachstum varRhodobacter sphaeroides............ccccccccvvvvnnnnnnns 49

2.2.2.2 Aerobes Wachstum voRhodobacter sphaeroides.........ccccccccvvvvveiieeenn, 49



Inhaltsverzeichnis

2.2.2.3 Phototrophes Wachstum voRhodobacter sphaeroides................cccocccnnnnnnns 49
2.2.3  StressExperimente miRhodobacter sphaeroides...........cccceeeviiiiiiiiieeiiiiiee 49
2.2.4  Wachstumsanalyse vdRhodobacter sphaeroides...........cccceeeiviiiiniieee i 50
2.2.5 Bestimmung der RNBalbwertszeiten ilRhodobacter sphaeroides..................... 50
2.2.6 Hemmbhoftest vorRhodobacter sphaeroides...........cccccvviiiiiiiiiiiiiiieieeiceeceeeeeee. 50
2.2.7 Bestimmung der Uberlebenszellzahl vRhodobacter sphaeroides...................... 51
2.2.8 Biparentale Konjugation von PlasridNA nactRhodobacter sphaeroides........... 51
2.29 UVECTOSSIINK. ..ttt e e e e s e e e e e e ane 52
2.2.10 Kultivierung vorEscherichia Cali............cccccciiiiiiiiiiiiiiieeer e 52

2.2.10.1 Aerobes Wachstum voEscherichia CQli.............cccccoiiiiiiiiiiiiiiec e 53
2.2.11 Herstellen von elektrokomgenten Zellen...........ccuevveeiiiiiiieneeeeieeeee e 53
2.2.12 Elektrotransformation vofESCherichia COli...........cccuvviiiiiiiiiiiiii s 53
2.2.13 Expression von rekombinanten ProteinerEscherichia coli..............cocccvvveeiennnn. 53
2.2.14 Bestimmung der Zelldichte einer FIUSSIGKUILUL..........cvvviiieiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeee, 54
2.2.15 Herstellung von DauerkURUIEN..........uuuiiiiiiiiiiicieeeceeeeeee e 54
2.2.16  ZEHIBINTE. ... e a e e e 54

2.3 Molekularbiologische MethOoden...............ccooiiiiiiiiiiiiii e 54
2.3.1  Amplifikation von DNA mittels Polymerakettenreaktion (PCR)............cccvvvvveeeee. R4
2.3.2  Quantifizierung von NUKIBINSAULE.............ooeeiiiiiiiii e 55
2.3.3  ReStrKHON VON DNA. ... .ot 56
2.3.4  Ligation VON DINA ..ottt e e 56
2.3.5 1SOIErUNG VON DINA. ...t e e 56

2.3.5.1 Isolierung von Plasmid DNA aus Bakterien........ccccccccceeeiiiei e, 56

2.3.5.2 Isolierung von chromosomaler DNA aus Bakterien.........ccccccccceeeen. 57
2.3.6 Fallung vON NUKIEINSAUIEINL.......cooiiiiiiiee e 58

2.3.6.1 EthanOHFAIUNG.....cooiiiiiiiiiiee e 58

2.3.6.2  1SOPropanOIFEIIUNG..........uuuiiiieiiiiiei e 58

2.3.6.3  N-BUtANOHFEIUNG... ... 58

2.4  Gelelektrophoretische MethOdeN...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 59
2.4.1  TAEAgarosegele zur Auftrennung von langen EFtAgMeNten............occvvvveeeenns 29

2.4.1.1 Extraktion von DNA aus TABGarosegelen............cccvvvvieeiiiiiiiiieiee e 59
2.4.2  TBEPolyacrylamidgele zur Auftrennung von lemDNAFragmenten..................... 59

2.4.2.1 Extraktion von DNA aus TBBlyacrylamidgelen..............ccccccoiiiiiiiinns 60
243 Denaturierende TBPRolyacrylamieHarnstoffgele zur Auftrennung von RNA.......! 60

2.4.3.1 Denaturierende TBRolyacrylamieHarnstoffgele............ccccoooviviviiviiieiieeneennnnn. 60

2.4.3.2 Denaturierende TBRolacrylamidHarnstoffgele fur RN®egradations
011 10 4= (=PRSS 61



Inhaltsverzeichnis

2.4.4  Native TBEPolyacrylamidgele fur RNgiftassaySEMSA).......covvvvvevviiviiiiiininann. 62
2.45  Sequenziergel fistructure probingReaktionen............cccvvvvieeiiiiiiiiiiie e 62
2.4.6 Denaturierende Formaldehylgarosegele zur Auftrennung von RNA................] 63
2.4.6.1 Denaturierende Formaldehy#garosegele flr Northern Blois................cc..e.. 63
2.4.7  SDSPolyacrylamidgele zur Auftrennung von Proteinen...........ccccccvveiieeenl. 64
2.5 RNAbiochemische MethOden............ccuuiiiiiiiiiiii e 66
251 RNAISOHEIUNG. ...ttt a e e 66
2.5.1.1 RNAIsolierung mit heiBem Phenol..........cccooiiiiiiiiii e 66
2.5.1.2 RNAIsolierung mit THzZOL.......cuueeiieiiiiiiiiiiieeeee e 67
2.5.1.3 DNASEVEITAU.......eeiiiiiiiiiiiiiie ettt e s nnreeeennneesd 67
25.2 NOIhern Blot ANAIYSE.........oeeiiiiiiiiieeeee e 67
2.5.2.1 Northern Blot Analyse von kleinen RNAS.........cccoiiiieiiiiiieceieeeee e 67
2.5.2.2 Northern Blot Analyse von groRen RNAS.........ccciiiiiieiiiniiiiieeeeeireeee e 68
2.5.2.3 Hybridisierung der Northern Blot Membran............cccccvvevieeieeeiieiiieeiieeeeeeeee, 68
2.5.2.4 Waschen der Northern Blot Membran............ccocuvviiiiieiiiiiee e 69
2.5.2.5 Ablosen von radioaktiv markierten Sonden von der Membran....................... 69
2.5.3 Radioaktive Markienug von NUKIEINSAUIE.............coooiiiiiiiiiiiie e 70
2.5.3.1 Radioaktive Markierung von DNBligonukleotiden.................cccceeecivccnvvnnnnnnnnn 70
2.5.3.2 Radioaktive Markierung von PEROAUKLIEN..........ccvveiiiiiieiiiiiiiieiieiieeeeeeeeeeeee, 70
2.5.4  Quantitativereal timeRFPCR (QRPCR)............coiiiiiiii e 71
255 IN VItFO TraNSKIIPTION......eeiiiie it e e 71
2.5.6 EMSA¢€lectrophoretic mobility Shift aSSRY.......cccooiiiiiiiiieiieeee e 72
257 RNAStrukturanalysestructure probing)..........ccccuvvuvieiieeiiiiieeieeeeeeeeeee e e e 73
2.5.8 In vitro RNADegradationSeXperimente............ccooeeeeiiiiiiieeecce e e 75
2.5.9 iCLIPifdividual nucleotide resolutiocrosdinking and immunoprecipitation......... 76
2.5.9.1 Herstellung des ZelllySatS.........ccoeeiiiiiiiiiiieeiiiiiiiieee e eeiiieeceee s ssiiieeeeee e d O
2.5.9.2 Partieller DNaseund RNASA/ErdaU............ccoviiuiiiiiieiiiiiiiiiee e 76
2.5.9.3 Colmmunoprazipitation (COIR)..........uuueeieiiieiieiiieeieee e 77
2.5.9.4 OnBeadDephosphorylierung und 3" RNAnkerLigation...........ccccceveevvicviieennnn. 77
2.5.9.5 OnBeadPNKBehandlung..........cccoccuuiviiiiiiiiiiiiiiiiee i L 8
2.5.9.6 SDSPAGE unNd WeSEern BIOL...........cooiiiiiiiiiiiieiieeeiiiieee e 79
2.5.9.7 RNAISONEIUNG...coiiiiiiieeeee et e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaeeens 79
2.5.9.8 Reverse TransKripion........cooiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 80
2.5.9.9 Zweite 3" DNANKEFLIQAtION. .....coiiiiiiiiiiieee e e e e e enes 81
2.5.9.10 ErstecDNAAmplifikation mittels PCR..........covvviiiiiiiiiiiiii, 81

2.5.9.11 Zweite cDNAAmplifikation mittels PCR..........oveviieiiiiiiiiiiie 82



Inhaltsverzeichnis

3

4

2.5.9.12 Praparative cDNAmplifikation mittels PCR.............cccccco i, 83
2.5.10 Detektion mittelSphoSPNOIMAGING .......eriiiiiiiiiieie e 84
2.5.11 Transkriptom Analyse mitteRNASequenzierung (RM&Q .........coeeevviiiiiiieeennnns 84

2.6 Proteinbiochemische MethOUeN..........ooiiiiiiiiii i 84
2.6.1  Aufreinigung rekombinanter Proteing........cccccccvviiiei 84

2.6.1.1 Aufreinigung der RNABEB2GHISs ......cooviiiiiiiiiiiieeiieee e 85

2.6.1.2 Aufreinigung VON CCAEL.........ooiiiiiiiiiiiieee e 85
26.2 Proteinbestimmung mittels BradforBeagenz............cccoovvviiviiiiiiiiiiieceee i 86
2.6.3 Farbung von SDolyacrylamidgelen..................ooo oo 86

2.6.3.1 CoOmMAaSSHFArDUNG........ccooiii e 86

2.6.3.2  SIDEFFAIrDUNG......ceiiiieeii e 87
2.6.4  WesStern Blot ANAIYSE.........ooeiiiiiiiiieiiee e 88
2.6.5 Colmmunoprazipitation (CoIP) VON Protein...........cooiiiiiiiiiiiiniiiiieeee e 38

2.65.1 Colmmunoprazipitation (ColP) flr REBAG.......ccccivviiiiiiiiiiieieeereeeieee e, 89

2.6.5.2 Colmmunoprazipitation (ColP) fur Massenspektromettie...............c.....cc....... 89
ErQEDNISSE. ... 90

3.1 Die kleinen regulatorischen RNAs S&Ra]l RNA targets small RNédnd UpsM............ 90
311 t KNy2GeLAAaOKS / KFNI13G§SNRAASNHzy.3...RS.82
3.1.2 Untersuchungen zur Interaktion zwischen den sRNAs StsR und. UpsM........... 98
3.1.3 In vitroUnterswchungen zur Interaktion der sSRNA StsR und UpsM.................. 105
3.1.4  Einfluss von StsR auf UpsM und dew Gencluster in der stationaren Phase.....111
3.15 UpsM beeinflusst die Expression diew Gene intransdurch eine Interaktion mit
MEAYUNG FISW. ..t e e et e e e e e st e e e e e e s eaaeeeeansenees 114

3.2 Die DUF1127 Proteine CcaEar(served CcsR associated factord RSP_0557.......... 118
3.2.1  Charakterisierung des DUF1127 Proteins CcaFL................cccceeiiiiiiiiiiiiiicnn, 120
3.2.2 Der Einfluss von CcaF1 auf das TranskriptomRv@phaeroides.................cueeeee. 129
3.2.3 Identifizierung von CcdHnteraktionSpartNern.............eeeeeeviiiiieeee s iniiiiieeee e 134
3.24 Nachweis einer direkten Interaktion zwischen CcaF1 und CcsR.RNAs........... 140
3.25  CcaF1 beeinflusst die Stabilitat von CcsR1 und andereiTRakripter.............. 145
3.2.6 Identifizierung eines Bindemotivs von CcaF1 mittels iCLIR..........cccevvvvveeeneen.. 149
3.2.7 DUF1127 Protein RSP _0557....uuuiiiiiiiiiiiiieeieee ettt 155
D151 (0 11 [0 o SRR 159

4.1  Die kleinen regulatorischen RNAs StsR und UpSM...........ccccceeeecce, 159
4.1.1  Charakterisierung der SRNA SISR..........oooiiiiiiiiiiiici e 159

4.1.2 Die Prozessierung von UpsM wird Gber StsR reguliert..............cccoveeveeiininne. 160



Inhaltsverzeichnis

4.1.3 Effekt von StsR auf das Wachstum Rarsphaeroides.........ccccvvvvvviiviiiennnennenn. 163
4.2  Die DUF1127 Proteine CcaEar(served CcsR associated factord RSP_0557.......... 167

42.1 Das DUF1127 Protein CcaF1 ist als-BiNdendes Protein an der RMAW S A T dzy 3 &
beteiligt 168

5  ZUSAMMENTASSUND.....uuuiiieieieiiiiie e e eeee e e e e e e e et nr e e e e e eat e e eeeees 173
LIS T U1 0] 0 =1 Y PP 174
T VEIZEICNNIS. ... e e e 175
7.1 LiteratuUrVerZeIChNIS. ........oi i uiiiiiii ettt e et e e e e e ssbrae e e e e e e aa 175
7.2 ADKUIrZUNGSVEIZEICNIIS. .. .eiiiiieiiiiiii ittt e e 199
7.3 ADDIldUNGSVEIZEICHNIS. ......uiiiiiii i 200
7.4  TabelleNVerZeIChNIS . .......ooi i 202
8 ANNANG ...t ———————— 204
8.1  ANhANg SRNA STSR......ouiiiiiiiiiiiiiiieiieee e 204
8.2 Anhang DUF1127 Proteine CcaF1l und RSP.O557........ccccciii e, 205
9 Akademischer Lebenslauf...........cccooooiiiiiie e 208

O I 7= T 1 7= T T 1 o 210



Einleitung

1 Hnleitung

Alle Organismen bendétigen in ihren Lebensraumen Strategien, um die Einflisse der Umwelt
wahrzunehmen darauf zu reagieren und sich zu adaptiefedpezMaury et al, 2008) Vor allem
Mikroorganismen muissen in der Lage sein, die schnell wechselnden Bedingi@igede) in der
Umweltzu erfassen und darauf zu reagieren (Matiral., 1989; Kolteet al., 1993; Boor, 2006ja sie

in ihrer Motilitat begrenzt sindverandernde Bedingungen in der Umwelt konrsemvohlabiotischen

als auchbiotischen Ursprungs sein. Zu dahiotischen Faktoren, auf die eine Zelle reagieren muss,
zahlen unter anderem Anderungen der Temperatur, desWits, des Sauerstoffgehalts oder der
Lichtverhéltnisse, wahrend zu den biotischen Faktoren die Konkurrenz zwischen anderen
Mikroorganismen uniPlatz und N&hrstoffe gehén.

1.1 Genregulation in Bakterien

Mikroorganismen besitzen unterschiedliche Molekile, um die SignalerfassenEine Form der
Signhalwahrnehmungrfolgt durch Rezeptormolekiile. Diese bestehen aus einer Sdbsorane, die
das Signalwahrnmmt, und einer EffekteDomane, die ds erkannte Signal in eine Zellantwort
umwandelt. Durcheinen extra oder intrazellularenStimuluskommt es in dem Molekil zu einer
Konformationsanderung, die die Effekt@oméane aktiviert. Die aktive Effekt@oméne fihrt
anschlielend zu der entsprechenden Zellantwort. Eine weitere Moglichkeit, um Umizelzu
erfasserund in eine Zellantwort umzuwandeln, sind Zw@mponenterSystene (Nixonet al., 1986;
Galperin, 2006, 2010, 2018)ieses Systernesteht aus zwei Proteinen, der Histidiinase und dem
Antwortregulator. DieNahrnehmungextra- oder intrazellulare Reize fuhrt zu einer Phosphorylierung
der HistidinKinasedurch den Verbrauch von ATRDiese Phosphatgppe wird anschlieend auf den
Antwortregulator tbertragen und aktiviert diesen. Der aktivierte Antwegulator kann nun eine
nachgeschaltete Sigralskade starten oder selber als Transkriptionsfaktor in der Bétlen. Uber
das ZweKomponenterSystem kdnnen Umweltsignatefasstund lber eine Signiiskade in eine
Zellantwort umgewandelt werderiApplebyet al, 1996; Stocket al, 2000; Gao& Stock, 2009;
Zschiedricret al., 2016)

Die Antwort auf diewahrgenommenenUmweltreize kann sich auf die Genexpfessin der
Bakterienzelle auswirkemabei spielt die Regulation der Transkription und Translation eine zentrale
Rolle in der bakteriellen Genexpressiavgbei es in Prokaryoten im Gegensatz zu den Eukaryoten
keine direkterdumliche und zeitlich@rennungzwischen der Transkription und der Translation gibt
(Grundy& Henkin 2006 Martin & Koonin 2006) In Bakterien ist fur die meisten Gene die Erkennung
des Promoors und die Initierung der Transkription durch die RRymerase der wichtigste
regulatoristie Schritt auf der Ebene der Transkript{@nmowning& Busby, 2004 Die RNAPolymerase,

die fir die DNAabhangige RN&Synthese notwendig istbesteht aus da ANR 0 S¢zy R- |
Untereinheiens T & SyAl SINB A Yy KS A (G Sy -UtegréinheR @&Nbarhal D00y Grybek -
Gross, 2003) Fur die Erkennung einer spezifisch@momotorsequenz wird zuséatzlich einée-
Untereinheit ( -Faktor)bendtigt, die zusammen mit deiernenzymnicore enzymgden vollstéandigen
Proteinkomplex (Holoenzym) ausbild@tekliste et al, 2014) Bakterien kénnen fir die Erkennung
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unterschiedlichen Promotorsequenzen mehrere verschiedene-Faktoren besitzen, die in vier
Gruppen (Gruppe-IV) eigeteilt werden kénnen. Neben dem sogenanntenisekeeping -Faktoren
(Gruppe ) (Helmann& Chamberlin, 1988; Lonetet al., 1992) die dieRNAPolymerase zu den meisten
Promotorenfiir essentielle Geneekrutiert, besitzen fast alle Bakterien weitere Gruppen von
Faktoren (Gruppe -IV). Zu der Gruppe |l gehdréAFaktoren, die paralog zu dehousekeeping -
Faktor, jedoch nicht essentiell fir die Zelle sind. Die dritte und vierte Gr(lfip& IV)beinhaltet
alternative” -Faktoren, die die RNRolymerase zu speziell@momotoisequenzen fur Stresimduzierte
Gene leitet(Helmann& Chamberlin, 1988)Alternative * -Faktoren der Gruppe IK6nnen aneiner
Anpassunggegenuber Hitzgress der Ausbildungvon Flagelle oder der Sporulatin beteiligt sein
(Helmanm&/ K Y6 S NI Ay et ah @309) Die Aktivitand afternativen’ -Faktorenist durch
verschiedene Mechanismen reguliert, wozu kovalente Modifikationen, subzellulare levialgs
Syntheserate oder proteolytische Abbaurate gehdrefaktorender vierten Gruppe (IV) nehmen eine
Sonderstellung einnd werdenals sogenannte EQ&xtracytoplasmic functign -Faktoren bezeichnet
(Lonettoet al,, 2019) Die GruppdV stellt dieumfangreichstaind vielfaltigste Gruppe der alternativen
" -Faktoren dar und wird Ubesxtrazellulare Stimuli reguliert. Die Aktivitat der ECFaktoren erfolgt
Uber einen sogenannten AntiFaktor(Paget, 20150er an da ™ -Faktor bindet und diesen inaktiviert.
Uber einen extrazellularen Reiz kann der ArEaktor dissoziieren, proteolytisch abgebaut oder durch
eine sogenannten Antnti-" -Faktor gebunden werden, sodass der E&aktor aktiv wird. Weitey
Mdglichkeiten zur Aktivierung der ECFFaktorensind ZweiKomponenterSystene (Merighi et al,,
2003)oder Phosphorylieruren (BayerSantoset al., 2018) Durch den Astausch detousekeeping-
Faktois gegeneinen alternativen -Faktor in dem Holoenzym gelingt der Bakterienzelle eine sehnell
Anderung deGenexpressioals Reaktiomuf umweltbedingte Einfliiss@lishaget al., 1996)

Neben den’ -Faktoren spielenauch andere Transkriptiorsfaktoren eine wichtige Rolle bei der
Genexpression in Bakterien. Sie kénnen als Aktivatoren odeeRepen an verschiedene Bereiche
der Promotorsequenz binden und dadurch die Expression von Genen steuern. Aktivatoren kénnen
entweder an eina Operator vor der Promotorsequenz oderan die -35 bzw. -10 Regiorn des
Promotois binden(Doveet al.,, 2000; Leet al., 2012) Durch eine Inteaktion mit der RNAolymerase

oder durch eine Anderung der DMSAruktur wird die Transkriptitsinitiation der RNAPolymerase
verstark (Browning& Busby, 2004 Repressoren binden hingegea an derPromotor, dass die RNA
Polymerase did’romotorsequenz nicht mehr erkeren kannund die Bindung der RNRolymerase
unterbunden wird(Browning& Busby, 209).

1.2 RNARegulatoren

Die Genexpression wird in Bakterien nicht nur durch die Transkription, sondern auch durch die
Translation reguliert, die anders als in Eukaryoten rdumlich und zeiilotit von der Transkription
getrenntist. Dies bedeutet, dassie mMRNAn Bakterierschon wéhrend deVorgangder Transkription

in das entsprechende Protein translatiert werden kann. Die Translation begiargtensmit der
Erkennungder sogenannten ShinBalgarneSequenzin der mRNA durch die kleinebosomale
Untereinheit (30S). Die Shifg@algarneSequenz ist eind-9 Nukleotice lange,Purinreiche Sequenz,

die wenige Nukleotidevor dem StarCodondes mRNATranskrips liegt und auch als Ribosomen
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Bindeselle (ribosomebindingsite; RBybezeichnet wirdShine& Dalgarno, 1974 Durch die Bindung

der groRRen ribosomalen Untereinheit (50S) da kleine ribosomale Untereinheit, diechonan de
mRNA gebunden ist, wird die Translation initii@vilén & Rodnina, 2012; Rodnina, 2018)ber die
Schritte der Elongation und Termination wird die mRNA in das entsprechende Protein translatiert
(Dever& Green, 2012)Nebender Transkriptionsund Translationsrate spielen auch verschiedene
RNARegulatoren einavichtige Rolle bei der Transkription und dr anschlieRendelranslation von
RNATranskripten.

Ribosomenvermittelte , 1 RNABENCERIGES
Transkriptionsttenuation /
durcheine 5-UTRRegion
o /
- . Translationgffizienz
/ 0 0
— _riboswitches & = durch mRNAQualitat
Il P “ RNAThermometer y; “ a

SRNA

(03
RNase |||\ RNase E

5
‘SD\ AT
o .
c\ 3
T ' N
' oS-
L L]
I I' \
/ / \
/ / \
nelgeli\llﬁdifikationen & |’ p Yo _FuRnI’\j%)Dn von R.l(;lasnen‘g
okalsierungim — 1 _ ~=in rozessierung
RNATranskript Funktion von sSRNAs=|~ -Degradation

Abbildung 1: Wirkungsweise egulatorische RNAElemente in BakterienBakterien besitzen eine Vielzahl
regulatorischen RNElementen.Mittels neuer Methoden in der RNiochemiekdnnen die verschiedent
Aspekte, wie RNSynthese,-Modifikationen, -Sekundarstukturen, -Degradation und Translatioafizien:z
detailliert charakterisiert werdefmodifiziert nachHoret al.,, 2018)

RNARegulatoren kdnnen wéahrend der Transkription durehtsprechendeModifikationen von
Nukleotiden oder ausgebildete Sekundarstruktur@ne Funktion desRNATranskrips steuern Ein
Prozess, bei dem eine ausgebildete Rd&kundarstruktur einen direkten Einfluss auf die noch
laufende Transkription nimmt, ist die Attenuation (Abschnitt 1.2.1). Die Attenuation von RNA
Transkripten hangt dabei vostatus quoverschiedener Effektormiekilein der Zelle apzu denen
unter anderem RNATranskripte, Proteine oder Metabolitgehtren (Yanofsky, 1981; Henki&
Yanofsky, 2002)Nach der Transkription kénnen einzelne Nukleotide im Rk¥skript durch
unterschiedliche Mechanismen modifiziert werden, die die Stabilitdt und Translationsrate
beeinflussen kdnnen (Abschnitt 1.2.@Jelm& Motorin, 2017) Sogenanntaiboswitchesund RNA
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Thermometer gehoéren ebenfalls zu den RReégulatoren, die durch Ausbildung von
Sekundarsukturen im 5° untranslatierten Bereichurftranslated regionUTR oder in der BSeinen
Einfluss auf die Translati@ustiben(Abschnitt 1.2.3). Auctlie Bildungweiterer Sekundarstrukturen
in verschiedenen Berdien des RNAranskrips kanneinen stabilisierenden oder destabilisierenden
Hfekt auf das Transkrigtaben Haarnadelschleifersiemloopg stabilisieren RNAranskriptein der
Regel wahrend unstrukturiertere RNAbschnitte den Abbau des Transkrifiisdern (Rauhut& Klug,
1999) Unstrukturierte Abschnitte in einem Transkript machen die RNA fir Ribonuklease (RNasen
zuganglich die die Degradation der RNA initiierébschnitt 1.4) Aber aucheine Interaktion der
MRNA mit anderen RN3®pezies (SRNAGAbschnitt 1.2.4pder RNAbindenden Proteinerkanndie
Translation und die Stditét von RNATranskripten auf der posttranskriptionellen Ebemgulieren
(Abschnitt 1.3).

1.2.1 Attenuation

Die Attenuation ist ein Mechanismus in Bakterien, bei dem eine ausgebildeteSBRAdarstruktur
einen direkten Einfluss auf die noch laufende Traipsion und Translation nimmt. Bei dem Vorgang
der Attenuation erfolgt eine vorzeitige Termination, wenn eine Transkription und Translation der
nachfolgenden Gene nicht notwendig sind. Dabei bildet sich eine-FRiW&tur zwischen dem
Promotorund dem kodieenden Bereich aus, der zu einer vorzeitigen Termination der Transkription
fuhrt (Henkin& Yanofsky, 2002)Das am meisten untersuchte Model fir die Attenuation ist das
TryptophanOperon inEscherichiaoli (E. colj, welchesGeneder TryptophanSynthesekodiert (Lee&
Yanofsky, 1977; Oxenderal,, 1979; Roess& Yanofsky, 1988Wahrend der Transkription wird eine
LeaderSequenz transkribiertdie zwei TryptopharCalons besitzt.Bei einer niedrigen zelluléaren
TryptophanKonzentration verweilt das Ribosom an der Position der beidetCogons in dekeader
Sequenz, da in der Zelle nur wenige mit Tryptophan beladene tRNAs vorhanden sind, sodass es zu einer
Verzégerung der Translation kommt. Dies beglnstigt die Ausbildung einer alternativen
Haarnadelschleife (Anfierminator), die eine vollstandige Transkription der TryptopGame
ermdglicht.Bei einer hoherKonzentration vorTryptophanin der Zelle und dementsprecheradich
einer hohen Anzahl spezifisahenit Tryptophanbeladener tRNAwerdendie Aminoséura schneléer

in die LeaderSequenz eingebaut. Es kommtdadiach zur Ausbildung einer sogenannten Attenuator
oder Terminator Haarnadelschleifiem Anfang der mRNAdie die Termination der Transkription
induziert Durch den Mechanismus der Attenuation kann die Transkription und Translation von
Enzymen fur aufwendige Biosynthesen denen unter anderem Aminosaureteo Pigmentmolekdle
gehoren,direkt Uber deren Konzentration in der Zelle reguliert werd@ber nicht nur Aminosauren
und Metabolite kdnnen die Transkription Gber den Mechanismus der Attenuation beeinflussen,
sondern auch Proteine oder RNAolekile (Lee& Yanofsky, 1977; Oxendet al, 1979; Roesse
Yanofsky, 1988; Vitreschakal., 2008; GutiérrePreciadcet al., 2009; Navill& Gautheret, 201Q)
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1.2.2 RNAModifikationen

Modifikationen vonNukleotiden in einem RNKolekll sind in Prokaryoten ein neu entdecktes Feld
der RNARegulaibn. Wahrend in bakteriellen tRNAs und rRNAsungefahr 60 Modifikationen
nachgewiesen und bekanningl (Marbaniang& Vogel, 2016; Helr& Motorin, 2017; Roundtreet al,,
2017) sind in mRNATranskripten inE coli und Pseudornas aeruginosabisher nur nfA
Methylierungen identifiziert wordexDenget al., 2015) Im Gegensatz zu Eukaryoten kommen dfdm
Methylierungen dabei nicht am Stogpodonoder im 3" untranslatierten Bereickor, sondern vor
allem verstarkt inoffenen Leserasterdpen reading framgORFYDominissiniet al., 2012) Uber die
Funktion und Auswirkunggon RNAModifikationen auf dieeinzelne RNATranskripte undihre
Translation ist in Bakterien jedogrenigbekannt.

Neben den internen Modifikationen von RNAanskripten wurden inE. coli 5-NAD
(Nicotinamidadenindinukleotidund 5-CoA Coenzym AdCapStruktureriidentifiziert, dievon den
bisher bekannten 5° Frund Monophosphaten abweichgiCahovéet al, 2015; Jaschket al., 2016)
Diese neuen Caftrukturen kommen vor allem in SRNAs und mRNAs vor, jedoch nicht in tRNAs und
rRNAs Anders als in Eukaryoten wird das 5° Ende bzw. dieS@aftur nicht nach der RNA
Transkription enzymatisch angefligt, sondewird Uber die RNAPolymerase wahrend der
Transkription tGber ein nicht kanonisches Nukleotid in das-RitdAskript eingebauiBirdet al., 2016;
Hofer et al, 2016a; Winzt al, 2017) Die 5°NAD Modifikation scheint in 2% aller RNASpezies
vorzukommen, eineindeutigeFunktionkonnte dieser neuartigen Caftrukturjedochin Prokaryoten
bisher nicht zugeschriecbe werden Allerdings ist bekannt, dassdie CapStruktur von der
Phosphohydrolase Nudéhtfernt wird (Cahovéet al, 2015; Hofert al,, 2016b; Hofeet al, 2016a;
Winzet al., 2017)

1.2.3 Riboswitchund RNAThermometer

Die Genexpression kann in Bakterien in ganz unterschiedlichen Beresaten mRNAreguliert
werden. De 5 untranslatierteRegion(UTR)wird in einem RNATranskript in einer Vielzahion
Mechanismen genutztum die Expressiorder nachgeschalteten Gene oder sogdes gesamten
Operons zuegulieren. Die 5 UTR kann eine Intgian mit regulatorischen Molekulen eingehen oder
durch eine Temperaturanderurigre Konformation andernwodurchdie Genexpressioantwederauf

der Ebene der Transkription, Translatmer derRNADegradation beeinflusstind (Vitreschalet al,
2004; Henkin, 2008Eire RNAStruktur, die duch Bindung eines Liganden die Genexpression reguliert
wird alsriboswitchbezeichnet(Breaker, 2011; McCowet al., 2017) Riboswitchekdnnen in einer
sogenannten Adaptebomane, die in der 5° UTR des RNAnskripts liegt, als Liganden Koenzyme,
lonen, Aminoséaurewder Nukleotidebinden. Durch die Bindunges Liganden wird die Struktur des
riboswitches veréndert, sodass entweder die Transkription terminiert oder die Initiation der
Translation blockienwvird, indem die Ribosomen nicht an d@BSinden kdnnenBarrick& Breaker,
2007) Bei einem RNAhermometer wirddie Translatimn nicht durch die Bindung eines Liganden
beeinflusst, sondern die ausgebildete Sekundarstruktur in der 5" WIFdR abhéngig von der
Temperaturverandert(Klinkert& Narberhaus, 2009Bei niedrigen Temperaturen ist deBSdurch

die Ausbildung einer Haarnadelschleife Ribosomenunzugénglich. Bei steigenden Tgenaturen
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werden die Basenpaarungen in der Haarnadelschleife aufgehoben uriRB&eird fir Ribosomen
zuganglich. Solche RNAermometer sind haufign mRNATranskripten flheat-shockProteine oder
Virulenzfaktoren zdinden (Narberhaus, 1999; Konk&ITilly, 2000)

1.2.4 Regulatorische RNAs (SRNASs) in Bakterien

Die Anwendung voMicroarrayAnalysen undhigh-throughputSequenzierungen ermdéglichten in den
letzten zweiJahrzehnten die Ident#ierungeiner grof3en Anzahl kleineegulatorische RNAs gmall
RNA sRNA) iBakterien(Sharmaet al, 2010; Sharm& Vogel, 2014)die wichtge Elemente in der
Anpassung an sich andernde Umweltbedingungen gBattesman, 2005; Papenfo& Vogel, 2009;
Waters& Storz, 2009; Gottesmas Storz, 2011; Storet al,, 2011) SRNAs sind postanskriptionelle
RNARegulatoren, die eine Lange von500 Nukleotiden besitzen und unterschiedliche Fumieio
austben Daz gehorendie Anpassung an Strdssdingungen, @ Synthesevon VirulenZaktoren, die
Bildung vorBiofilmen oderdasQuorum Sensin§ystem(Papenfort& Vogel, 2009; Wagne& Romby,
2015) Regulatorische RNAs kdnnen in ihrer Funktion auf Proteine odenRMATranskripte wirken,
wobei die Gruppe der Proteibindenden sRNAdie kleinereist (Holmqvist& Vogel, 2018)Zusézlich
kénnen sRNA anhand der Lokieliang der kodierenden Sequenz im bakteriellen Genom in zwei
Gruppen unterteilt werden: 1ciskodierte antisense RNAs undtans-kodierte RNAs. Beidarten
vonsRNAs kénnen mit einem oder mehreren RINAnskripten iteragieren undsindin BakterienTeil
komplexe, regulatorischeNetzwerle.

1.2.4.1 Ciskodierte antisense sSRNAs

Ciskodierte antisense sRNAs werden durch einen eigenen Promotor von demSDaNg
transkribiert, der komplementar ist zu jenem ist, von dem die-@RNA abgelesen wi@rantl, 2002,
2007; Thomaso& Storz, 2010; Geo® Hess, 2011)Sie besitzedaher in den Uberlappungsbereichen
eine vollstandige Komplementaritat zur ZiRNA, weshalb sie fiir ihre Bindung nicht auf RNA
Chaperone wie zum Beispiel Hfq oder ProQ, angewieseriBimatl, 2002;Franze de Fernandet al,,
1968; Mglleret al, 2002; Smirnowet al, 2016; Olejniczak Storz, 2017)Nur in wenigen Fallen ist
bekannt, dassiskodierte SRNA eine Bindung tiber Hfg mit ihrer-#i&INA eingehe(Elliset al., 2015;
Reuscher& Klug, 2021) Die Mehrzahl vonciskodierten sRNAs wurde auf Plasmidem i
Bakteriophagen und in Transposons identifizigifomizawaet al, 1981; Brantl, 2002)jedoch
mittlerweile auch verstarkt im bakteriellen Chromosom. Die Hauptfunktion der bisher identifizierten
ciskodierten sRNAs ist die Regulation fundament&mzessen in Bakterien, zu denen bfigiation
der Replikation, diebakterielle Konjugation, ¢ Transposition, die mMRNA Degradation utie
Initiation der Translation z&hlgBrantl, 2007)

In den meisten &len binderciskodierten sRNAandie ShineDdgarno Sequenz (3DBderdie 5" UTR
der ZieimRNA. Duilc Basenpaarungen nfer ZielmRNA wird die Iniéition der Translation durch die
30S Untereinheit des Ribosoms inhibiert. Ein solcher MechanisnmsrisBeispidiir die ciskodierte
SRNA FinP undedentsprechenden ZighRNAtraJin E. colbeschrieben. Durch die Bindung der sSRNA
an dieRBSwird die Translation votraJverhindert.traJist ein Gen, welches eineéAktivator fir die
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Konjugation der Plasmédk und R1 kodierfJeromeet al,, 1999; Gubbingt al., 2003) Diese Studien
zeigen aul3erdem, dass die Stabilitat tadmRNA zwar von dem RMFaperon Hfeabhangig ist, die
Interaktion zwischen der sSRNA FinP und der miR&Iingegemicht (Arthuret al., 2003; Wilk& Frost,

2006)
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Abbildung?2: Funktionciskodierter sSRNAs(A) Ciskodierte antisense sRNAgerden vomGegenstranglesZiel
mRNAkodierenden DNAStrangsabgelesenrfiodifiziert nachWaters& Storz, 2009)(B) Wirkmechanisnen cis
kodierter antisense SRNAs auf ZimRNA mit entsprechenden Beispieldmodifiziert nachBrantl, 2002)

Us-kodierte SRNA konnen unter anderem uber eine Interaktion mit derR& die Degradation des
MmRNATranskripts durch verschiedene RNasen induzieren. Die Furdis@ndierter sSRNAs ist vor
allem bei ToxirAntitoxin-Systemen beschrieben wordehoxinAntitoxin-Systemeder Klasse | werden
unter verschiedenen Strelssdingungen induziert und verlangsamen bzw. stoppen das Wachstum der
Zellen, wodurch die Bildung von Persigtdlengefordert wird(Gerdes& Wagner, 2007; Brantl, 2012)

Bei der Klasse | der Tox#mtitoxin-Systeme besteht das Toxin aus einem Protein und das Antitoxin

aus einer sRNA, die auf dem komplementaren E3¥ang zum Tan kodiert ist. Die Translation de
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MRNA in das Toximird durch die Bindung dekntitoxin SRNA inhibiert und die mRNA degradiert. Ein
Beispiel fur eirtiskodiertes Antitoxin ist das Rat&pA ToxirAntitoxin-System auBacillus subtili¢B.
subtilig Durch die Bindung und die Ausbildung einer Dw8exktur aus SRNA und mRNA wird die
Translation inhibiert und die Degradation der mMRNA durch die RNase Il gef@itleatgét al., 2005;
Brantl & Miller, 2019) Das IstRL/tisB ToxirAntitoxin-System inE. colifolgt einem sehr @hnlichen
MechanismusJedoch ist die IstR sSRNA in diesem Toxfmtitoxin-System keineyipischeciskodierte
SRNA, da sie nicht genau komplementar zur Bindungsregion an der Toxin mRNA kodiert ist. Die SRNA
IstR1 wird inE. colkonstitutiv exprimiert und geht eine Interaktion mit der 5 UTRtE8 MRNA ein,
wodurch es &hnlich wie i. sultilis zu einer RNase #bhangigen Prozessierung und Degradation der
ToxinmRNA kommt. Unter Stressdingungen (SG&ntwort) wird die Expression vadisB verstarkt
induziert, sodass IstR austitriert wird und digisSBmRNA in das Toxin TiBBoteintranslatiert werden
kann Das Toxin TisB lasst die Bakterien anschlieBendniiZdstand einer Persisterzelibergehen,
indem es die Polarisierung der Membran aufh@®delmanr& Berghoff, 2019; Edelmaret al., 2021)

Ciskodierte SRN&konnen jedoch auch die Translation der entsprechenderZiNA férdern, indem
sie die Stabilitat des RNEanskriptgpositiv beeinflusseninE. colikonnte dieciskodierte antisense
RNA GadyY identifiziert werden, die das mRNz#skript vongadXstabilisiert und somit dig@ranslation
fordert. GadY ist eineiskodierte antisense RNA, die im intercistronischen Bereiclgadixund gadwW
lokalisiertist. Durch die Binghg von GadY an dgadXmRNA wird die Prozessierung eines langeren
gadXWmRNATranskripts stimuliert, sodaslie stabileren monocistronischemRNA fiir gadXund
gadWentstehen(Opdykeet al., 2004; Tramontét al., 2008; Opdyket al, 2011)

1.2.4.2 Transkodierte SRNAs

Im Vergleich zuis-kodierten sRNAs oder antisense RNAs siads-kodierte sRNAs nicht auf dem
komplementaren DN#&Strangzu ihrer ZiemRNAkodiert, sondern in einem anderen Bereich des
Genoms (Gottesman, 2005) Transkodierte sRNAs sind meisteria intergenischen Regionen
(intergenic region IRG)okalisiertund kdnnen einen eigeneRromotoram 5" Ende und eimeRho
unabhangiga Terminator am 3" Ende besitzeBine weitere Mdglichkeit zur Generierutigans-
kodierter sRNAsst ihre RNas@bhangige Freisetzung aus einem polycistronischen Transkript. Dabei
stellen sSRNAs, die aus der 3" UTR prozessiert werden, die grofite Grugpendé&odierten SRNAs
dar (Kawano, 2005)Durch ihreKodierungin intergenischen Berei@n des Genons besitzentrans-
kodierte SRNAs, im Gegensatz zu dexkodierten sSRNAs, keine perfekte Komplementaritat zu ihrer
ZiekmRNA. Dies Eigenschaft detranskodierten sRNAs erlaubt es ihnesine Vielzahl an RNA
Transkriptenzu binden und somit eine gloleak regultorischeFunktion in der ZellauszuibenEin
Grol3teil dertranskodieten sRNA wirken regulatorischnegativ auf die ZighRNA,z.B. durch
Inhibierung der Translatioriiber einen verstarkten Abbader mRNAoder beidegGottesman, 2005;
Aiba, 2007)In wenigen Ausnahmen kann eine Interaktion der SRNA mit demBR&lA auch einen
positiven Effekt auf die Translatidraben(Chenet al, 2002) Beitrans-kodierten sRNAs beschrankt
sich der Interaktionsbereich zwischen sRNA undrZRINA auf 20 Nukleotide und kann durch nicht
perfekte Komplementaritat zusatzlich géseicht sein. Deshalb sindrans-wirkende sRNAs in gram
negativen Bakterien oft auf die RM¥ndenden Proteine (RN8haperone) HfqderProQ angewiesen,
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welche die Stabilitdt der sSRNA fordeund die Basenpaarueg zwischen der mRNA und der sRNA
vermitteln (Franze de Fernandet al,, 1968; Smirnoet al., 2016; Olejnicza& Storz, 2017)

A
Intergenische kodierte sSRNAs 5 - & 3'- prozessierte SRNAs
P O
SRNA mMRNA
o ? —Pr'—m_?—
P. O
\ mMRNA SRNA
\
\ ,
\ /
N . 4
~
S~a SRNA -7
Hfq
B

— — 6/\/\5? AT
MRNA MRNA MRNA

SRNA 'j[% sRN%T% oé/ SRNA 'ji%
Hfq HId - ¥ eNase 1 Hfq
RNase E

:g:_ﬁ@\_/\/ﬁ? sn_ “‘W %AMM
T T RNase Il RNase E
¢
o
p

Inhibierung der Translation | mRNADegradation | Aktivierung der Translation |

MicF- ompF MicC- ompD McaS-flhDC

DapZ- dppA/oppA SrgS ptsG RyhB- shiA

Abbildung 3: Funktion trans-kodierter SRNAs(A) Transkodierte sSRNAs kdnneim intergenischen Regionen
(intergenicregion IRG) kodiert sein oder durch RNasen aus einem polycistronischen Transkript prozessiert
werden (nodifiziat nachHor et al,, 2020) (B) Wirkmechanisnen trans-kodierten sRNAsuf ZieimRNA mit
entsprechenden Beispielempdifiziert nachwaters& Storz, 2009)

Der Wirkmechanismusans-kodierter SRNAs auf entsprechende ZigRNAs kann sehr divers sein. In
den meisten Fallen inhibieren sie die Translation der-BRNA, indem sie, dhnlich wie digs
kodierten antisense sRNAs (Abschnitt 1.2.4.2), an die Shalgarno Sequenz oder die 5" UTR der Ziel
MRNA bindenDurchdie Bindung kann didRBSverdeckt werden, sodass die 30S Untereinheit des
Ribosoms diese nicht mehr erkennen kann und die Initiation der Tramshedirhindert wird. Diese
Wirkmechanismus ist unter anderefiir die SRNAMRNA MicfompF(Mizuno et al,, 1984)und DapZ

dppA oppA(Chacet al., 2012)beschrieb@. MicF ist einel 74 Nukleotid langentergenisch kodierte
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SRNA irE. colj die estmal 1984 entdeckt und beschrieben wurde. Die sSRNA MicF inhibiert durch eine
Interaktion mit der 5° UTR dempFmRNA desn Translationin dasouter membraneProtein OmpF
(Mizunoet al., 1984; Montzka Wassarman, 1998)n anderes Beispiel iBlapZausdem pathogegen
Bakterium Salmonella typhimuriun@S.typhimurium). DiesesRNAst in der 3° Region des GedapB
kodiert und wird unabhangig vomapBexprimiert(Chaoet al., 2012) Durch eine Interaktion mit de

5" UTR der dppAund oppAmRNA wird die TranslatioreinesABC Transporters inhibiert. In diesem
Fallreguliert die SRNA DapZ mehr als eine-B@®NA(Chacet al., 2012)

Die Interaktionmit einer SRNA kann auch zu einer Veranderung in der Stabilitdt der entsprechenden
ZiekmRNA fuhren und als initialer Schritt der RDNégradation angesehen werden, der ahnlich wie bei
einerciskodierten sRNA verlauft. Bei diesem Mechanismus unterschiedezmerMoglichkeiten der
Stabilitatsveranderung, einen primaren und einen sekundaren MechanidmuBall degpriméren
Mechanismudindet die sSRNA nichan die ShineDalgarno Sequenz odder 5" UTR der ZiehRNA,
sonderndownstreamder RBS in der kodieread Sequenz der mRNA. Dementsprechenddi@sRNA
keinen direkten, inhibierenden Effekt auf die Translation, sondern férder Prozessierung und
Degradation der mRNAie Basenpaarung zwischeRNA und mRNdient als initialer Angriffspunkt

fur die Doppdstrangspezifische Endoribonuklease 11l (RNase&turtet al, 2013; Limet al, 2015;
AguieroChapinet al,, 2016)und leitet somit den priméren Schritt des mRNBbaus einDie initiale
Prozessierungsstelle in einem mRNranskript kanmaraufhinals erneuter Angriffspunkt fiir weitere
Endoribonukleasen, wie zum Beispiel #iedoribonukleas& (RNase JE oder fir Exoribonukleasen,
wie die PolynukleotidPhosphorylase RNPasg genutzt werden. Die RNase E besitzt einé 5
MonophosphatSensorregion, die daantstandenemonophosphorylierte 5° Ende des RNWlekils
erkennt und das Enzym aktivig¢abschnitt 1.4.1)sodasslas mRNAranskript weiter prozessiert und
degradiert wird. Die Interaktion einer sR# dem kodierenden Bereich desRNATranskripts kann
jedoch auch den entgegengesetzen Effekt auf dasRblAkilhaben indemdie Prozessierungsstelle
einer Endoribonukleasmaskiertund dadurchdie mRNA stabilisiextird. MicC ist einérans-kodierte
SRNA, dién S typhimuriumdie Zie-mRNAompDebenfalls in dekodierendenSequenz bindetUber
einen Interaktionsbereich von 12 Nukleotiden wird eine RNaabHangige Prozessierung dampD
Transkripts initiiert und die mRNA anschlieRemishebaut Dies wardas erste Beispiel fir einen
Mechanismusbei dam eine sSRNA nicht die Translatiimisiation inhibiert, sondern eine Prozessierung
des mRNATranskripts ausloqiPfeifferet al., 2009) Die sSRNA MicC hat somit einen negativen Effekt
auf die Stabilitat derompDmMRNA Einen entgegengesdtem Effekt hat die SRNA SrgS auf die mRNA
yigL Durch die sRNMteraktion wird das mRNAranskript vor einer Prozessierung durch die RNase E
geschity, sodass die mRNA in das Protein YigL translatied, dasdie Homdostasales Glucose
Haushalsin S typhimuriumreguliert(Papenfortet al., 2013)

Die Bindung einer sRNA an die AtNA kann auch die Translation stiratén. Zum Teil kbénnen die

5' UTRs von mRNAs komplexe Sekundarstrukturen annehmen, sodass die RBS fir die 30S Untereinheit
des Ribosoms maskiert wirdie Bindung der sRNA in der hochstrukturierten 5° UTR kann
entsprechend eine Strukturveranderung hervoenf sodass dieRBSfir die 30S Untereinheit
zuganglich und die Translation initiievird (Waters& Storz, 2009)Eine der ersten sRNAs, die diesen

Effekt zeigte, war die sRNA RyhB. RyhB ist eine sRNA, #ie doliunter Eisedimitierenden
Bedingungen 20 mRNAs reguliert, die Eikaren als Cé-aktoren verwendeMassé& Arguin, 2005)
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Es zeigte sich jedoch, dass RyhB nichdimiTranslation inhibiertsondern auch die Translation von
shiA fordert. shiA kodiert eine Permeasefir Shikimat, eine Verbindung, die an der Siderophor
Synthese beteiligt is(Prévostet al, 2007) Eine weitere SRNA, die einen positiven Effekt auf die
Translation besitzt, ist McaS. Mca$ fungiei.icolund Salmonellaspp. ds Regulator fur die Motilitat,
indem sie beim Ubergangon der exponentiellen in die stationdre Phase die Synthese des
Flagellensystems aktiviert. Die Bindung der sRNA MoaficLeaderSequenz deBhDCOperors|ost

die Sekundarstruktur in der 5" UTRdass es zu einer erhdhten Translataer mRNAIN die Proteire
FIhD unddhC kommitThomasoret al., 2012; Andreassegt al., 2018)

1.2.4.3 Protein-bindendesRNAs

Typischerweise regulieren sR&N#urch die Ausbildung einer Dupkgtruktur mit der entsprechenden
ZiekmRNA dieTranslation Jedoch wurden in Bakterien auch sRNA identifiziert, die mit Proteinen
interagieren und dartber indirekt dieranskription oder Translatidveeinflussen.
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Abbildung4: Funktioren Protein-bindender SRNAsCsrBC und die 6S RNA sind Protéindende sRNAs, die
die Translation aktivieren oder die Transkription inhibieren konfmeodifiziert nachwaters& Storz, 2009)

Eine nicht kodierende RNA, die die Aktivitit eines Proteins Uber dessen Bindung regulielf, estlin
Erwiniaund YersinisCsrB/RsmiLiuet al,, 1997; Heroveet al, 2012) Die RNAs CsrB/RsmB enthalten
mehrere Bindungsstellen fir das RBAdeprotein CsrA/RsmA, das die Translation seineiRbiéls
inhibiert. CsrA/RsmB regulierposttranskriptionell die Expression von Genen der Glycogen
Biosynthese sowie die Expression extrazellularer Enzyme und verschiedener Transkriptionsfaktoren,
indem es die Bindung des Ribosoms an die mRNA verhindert oder deren Stabilitat verringert. Durch
Bindung von CsrA/RsmA an die nicht kodierende RNA CsrB/RsmB wird die mRNA fiur die Translation
freigegebenRomeo, 1998; Babitzi& Romeo, 2007)
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Die 6S RNA ist eine der ersten sRNAs, die gvolidentifiziert wurden (Brownlee, 1971)Sie ist eine
nichtkodierende RNA, die mittlerweile in fast allen phylogenetiscivegigen der Bakteen gefunden
wurde (Wehneret al., 2014 Steutenet al,, 2014) Die 6S RNA wirth E. colivor allem beim Ubergang

von der exponentiellen in die stationdre Wachstumsphase exprimiert und besitzt eine konservierte
Sekundarstruktur, die einer offenen DNPhomotostruktur ahnelt. Durch diese charakteristische
Sekundarstruldr interagiert die RNA&olymerase mit dem gebundendiwusekeeping -Faktor €ore
enzym@ an der 6S RNA, jedoch nicht die RMlymerase mit einem gebundenen alternativeRaktor
(Trotochaud& Wassarman, 2004, 2005; Wassarman, 20@@durch wird die Transkription von vielen
Genen, die in der exponentiellen Phase exprimiert werden, inhibiert und Gene fur die stationére Phase
exprimiert. Nach Verlassen der stationaren Phase kann die 6S RMatiate flir sogenanntproduct

RNAs (pRNA) genutzt werden. Dies€0Nukleotid lange pRNAghrenzu einer Strukturveranderung

des 6S RNRolymerase Komplexes, sodass die fdimerase wieder freigesetzt wi(@avanaglet

al.,, 2012 Hochet al., 2015. Die 6S RN#st in der Gruppe der Bakteriesehr konserviertsodass die
meisten eine oder mehrere Gemter 6S RNAesitzen B. subtiliskodiert zwei 6S RNA Paralo@S1

und 6S2), die beim Ubergang von der exponentiellen in die stationare Wachstumsphase und an der
Sporulation beteiligt singCavanagl& Wassarman, 2013; ket al,, 2020; Thuringt al,, 2021) In dem
phototrophen BakteriumRhodobactersphaeroideqR. sphaeroidgsspielt die 6S RA eine wichtige

Rolle bei der Toleranz gegenlber Sstess (Elkinaet al, 2017)und in Cyanobakterien an der
Regeneration vom Stickstoffmandéleilmannet al.,, 2017; Evguenievielackenberg, 2021)

1.3 RNABIindeproteine in Bakterien

RNABindeproteine (RNAbinding proteinsRBPshaben eine Funktion in fast allen zellularen Prozessen
und kommen in allen lebenden Organismen (dolmqvist& Vogel, 2018; Babitzket al, 2019; Ng
Kwan Limet al, 2021) In Bakterien sind RBPswptsachlichribosomalen Pragine und machen
ungefahr 30% aller 180 annotierten RBPs g®&nirnovet al, 2016) wahrend in Eukaryoten nur
ungefahr 10% der 1.500 annotierten RBfbosomale Proteine sinfHentzeet al, 2018) RBBkonnen

in dem Ribosomeine strukturgebende Funktionbesitzen, wahrend andere RBPauch an der
Transkription,der RNAMadifikation, der Translation,der RNAProzessierungpder dem -Abbau
beteiligt seinkdnnen(Holmqgvist& Vogel, 2018)

OCsr/Rsm ©S1
O Ccsb OKH .
CsrA S © Smlke @ Sonstige RBO: Abbildung 5 Ubersicht uber RN/
CspA FinClike Bindedoménen KRNAbinding-
P -:]- domain; RBD) Gezeigt ist ein
Hfg { }— Auswahl gut charakterisierter u

bekannter RBPsn variabler L&nc

ProQ - (Anzahl an Aminosauren) und An:
Rho — 3 an  RNABndedomanen gezeig
RspA ) ) ¢ ) | ) ) | ] (Zn(;(l)g;fmert nachHolmqvist & Voge
NusA DO

PNPase S
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Die Erkennung des entsprechenden RNanskripts wird Uber eine sogenannte RBIAdedoméane
(RNAbindingdomairt RBDin dem RBP vermittelDie RBD erkennegine kurze, spezifische Sequenz
oder Strukturin dem RNAViolekiil,wobei die Interaktion zwischen Protein und RMAlekl Gber die
Base, den Zucker oderasl PhosphaRickgratdurch Wasserstoffbriickelbindungen oder vasuer-
Waals Kraftevermittelt wird (Teplovaet al, 2011; Corleyet al, 2020) Zu den klassischen RNA
Bindedoménen in Bakterien gehéndie SiDomane(Hajnsdorf& Boni, 2012)diecoldshockDoméne
(CSD)(Chaikam& Karlson, 201)) die Sm oder S#ike Domane (Updegroveet al, 2016) die K
Homologe (KH) DomariBlicastroet al,, 2015) das RNAecognitionmotif (RRMYKoonin& Makarova,
2013)und die doppelstrangige RNBindedoméane (dsRBOMasliahet al,, 2013) Die GroRRe und die
Anzahl der RBikann sich dabei je nach RBP unthieiden(Abbildung 5) Auch in ihrer spezifischen
Erkennungssequenz undtruktur unterscheiden sich die einzelnen RBOneinander Einige RBP
besitzen nur eine einzelne RBD, wahrend andere erehKopien der gleichen oder verschiedene
Doménen besitze(Abbildungb; Helderet al., 2016)

Wie schon erwéhnt, kénnen RBPs an unterschiedlichen zellularen Funktietegligbsein. In diesem
Abschnitt werden einige wichtige Vertreter der RBPs aus Prokaryoten im Kontext unterschiedlicher
zellularer Prozesse beschrieben. Hinsichtlich ihres Einflusses auf regulatorische RNAs (SRNAs) werden
die RBPs Hfg und ProQ in dem &bstt 1.3.2.1 naher beschrieben.

1.3.1 Regulation der Transkription

RNABindeproteine (RBP), die die Transkription regulieren, steuern entweder die Freisetzung der RNA
Polymerase oder verhindern eine vorzeitige Termination der Transkription. Eins der bekanntesten
Proteine, welches ein RBP ist und die Termination der Transkriptgrieg, ist Rho. Das Protein
bildet einen homohexameren Ringkomplex aus, der zweiBiNdestellen in jedem Monomer besitzt.
Rho ist ein essentielles Protein in Bakterien und terminiel. iooliiber 25% aller OperonfCardinale

et al, 2008; Raysoniet al, 2016) Die Terminationdurch Rho wird Uiber die Erkennung einer
sogenanntenrut Sequenz Rho utilizatiof in dem RNAranskript initiiert. Wie jedoch die genaue
Erkennung undermination von Rhgonstattengeht ist noch nicht bekanniMitra et al., 2017) Man

geht davon ausdass durch Rho eine Strukturveranderung in erSequenznduziert wird, diedie
RNADNA Bindung in der RNZolymeraselestabilisiet und sodie RNAPolymerase freisetzt. NusA ist
dabei ein Antagonist zu Rho und fungiert auf ahnlicher WeiS§eam-positiven BakterierfQayyumet

al., 2016 Mondalet al., 20186.

Einen entgegengesetzten Effekt zur Termination der Transkription rufen sogenaalttshock
Proteine (CS# hervor, indem sie Uber dieoldshockDoméne (CSD) als Antiterminator fungieren
(Holmqvist& Vogel, 2018) CSRB sind kleine Proteinevon nur ungefahr ©-80 Aminosaurendie
ubiquitar inProkaryoten undeukaryoten vdtommen(Amir et al, 2018) Wahrendder Transkription
kénnen sichvor allem beiniedrigen TemperaturenSekundarstrukturenin dem RNAMVolekdl
ausbilden, die die Transkription verlangsamen oder terminieren. Durch die Bindung von CSP an eine
solche Sekundarstruktur wird diese aufgehoben und somit die Transkription weitergefiihrt oder
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beschleunig(Chaikam& Karlson, 2010Einer der bekanntesten Vertreter RMdende cold-shock
Proteire ist CspA, welches die Transkription nach einemekéltiock in der Zelle férde(Baeet al,,
2000) In Salmonella entericand Staphylococcus aurewgrd durch CspA die Stabilitat einiger RNA
Transkripte sowie didktivitat der Virulenz regulieMichauxet al,, 2017; Caballeret al., 2018)

1.3.2 Regulation der Translation

Im Gegensatz zu R8Rlie die Transkription beeinflussen, haben die meistensrBien Effekt auf
Ebene der Translation. Durch die Bindung vonsRBiee mRNA kann diB@BSerdeckt oder strukturell
verandert werden, sodass diaitiation der Translation durch die 30S Untereinheit des Ribosoms
verhindert wird. Auf3erdem konneeinige RBR, wie zum Beispiel Hfq oder ProQ, sRNAs zur mRNA
rekrutieren oder ihre Stabilitat beeinflussen.

RBR mit einer Csr/Rsm Doméne simtherhalb de Bakterienhoch konserviert, obwohl sie teilweise
keinehomologenAktivitaten oder Bindungspartner besitzédereet al., 2015) Die Csr/RsnProteine
besitzen einesingulareRBD die ungefahr 7 kDgrol3 ist(Holmqvist& Vogel, 2018)Das am besten
untersuchte Protein mit einer Csr/Rsdbomane ist CsrA, welches zsem E. coliidentifiziert wurde
undinder 5" UTR voglgChindet (Romecet al., 1993; Litet al., 1995) Uber die Bindung des Proteins
an die5 UTR des mRNKanskripts wird die Translation inhibiert und somit éteoduktion von
Glykogen regulier{Liu & Romeo, 1997; Bakest al., 2002) Heute weil3 man, das RBP mit einer
Csr/RsrfDomane in verdtedenen Gram-negativen Bakterien aniel 5° UTR von Uber hundert
verschiedenen mRNKolekilen binden kénnen und dartiber die Translation beeinflugstetimaqvist

et al, 2016; Pott®t al,, 2017)

Weitere Proteine, die die Translation direkt oder indirekt beeinflussen, sind Hfg und ProQ. Beides sind
RBR, die vor akm regulatorischetrans-kodierte RNAs binden und digildung von sSRNAMRNA
DuplexStrukturenférdern.

1.3.2.1 RNAChaperor Hfg und ProQ

Regulatorische RNAs beeinflussen die bakterielle Physiologie durch die Kontrolle der mRNA
Transkription, -Translation und-Stabilitdt auf unterschiedlichste Weise. Ein gro3es Feld der
regulatorischen RNAs nehmen mittlerweile die sRNAs ein, deren Mechanismus im Abschnitt 1.2.4
genauer beschrieben wurde. In Bakterien sind sRNAs oft mis R&®ziiert, die zumiren die
Stabilitat der sRNAs aber auitine regulatorischéffizienzestimmen(Quenderaet al., 2020) Zu dan
RBPsdie sich in den letzten Jahrzenten als Schlims®l VerstandnisRNAvermittelter Funktionen
erwiesen haben, gehdren Hfq und PrdBranze de Fernandezt al, 1968; Mglleret al, 2002;
Olejniczal& Storz, 2017; Hoet al., 2020)

Das BPHfqg wurde 1960 ift. colals essentieller Faktor dBakteriophaga Q identifiziert (Hfg;host
factor of theRNA bacteriophag€ ) (Franze de Fernandeet al., 1968)und spater als Nukleinsaure
bindendes Protein mit einer starken Préaferefiz AUreiche, einzelstrangige RNA®schrieben
(Frarze de Fernandezt al., 1972; Hor& Yanazaki, 1974; Carmichag¢hl, 1975; Hasetl Uhlenbeck,
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1980) Mittlerweile ist bekannt, dassifq eine globale Funktion in bakteriellen Zelbrstibtund ein
Schlusselproteindes RNAMetabolismusist (Vogel & Luisi, 2011) In Gramnegativen Bakterien
vermittelt Hfg die Komplexbildung vdrans-kodierter sSRNA und ZiehRNA, was auch NichlYatson
CrickBasenpaarungen einschliegf@uendereet al,, 2020) AuRerdem kann Hfg mit weiteren Proteinen
assoziiert sein, die vor allem am RKNBbau beteiligt sindDazu gehdremnter anderemdie RNase E,
die PNPaseind die Poly(A) Polymeragée Deroutet al, 2003; Mohantyet al,, 2004; Moritaet al.,
2005) In Gram-positiven Bakterien islas Substratspektrumon Hfgerweitert. In dieser Gruppe der
Bakterienkann Hfg auch mit rRNAs, tRNAs und BNNAekilen interagierer(Andrade& Arraiano,
2008; Le& Feig, 2008; Cedtt al., 2016)

Das Protein Hfdst strukturell sehr dhnlich zu den eukaryotischerd archaealersm oder Smlike-
Proteinen EmALSm) und gehoért deshalb auch der Sm/tBBwoteinfamilie an. In Eukaryoten spielen
Sm/LSrProteine eine zentrale Rolle iMechanismus demRNAsplicing und dienen als Chaperon

fur kleinere RNAswie zum Beispiel tRN¥Xorlaufer und rRNA ranskripte(Wilusz& Wilusz, 2005;
Muraet al,, 2013) Prokaryotische Hf®roteine umfassen 6500 Aminosauren pro Monomer, die eine
h-Helix und funfi -Strange ausbildenSechs Monomere bilden einen hexameren Ringkomplex.
Untersuchungen zur Substratinteraktion des Hfexamers zeigten, dass Hfg die entsprechenden
RNAMolekile an unterschiedlichen Bereichen der Proteinstruktur bindet. Diese Bereiche werden in
die proximale und distale Seite eingetdiltinket al, 2009) Die proximale Oberflache des Proteins
praferiert einzelstrangigy Uracitreiche Abschnittedes RNATranskripts(Mikuleckyet al., 2004) die
besondersn sRNAs mit Rhenabhéngigen Terminatoren zu finden sif@takaet al., 2011; Ishikawa

et al, 2012) Die distale Oberflache dé¢examerdevorzugt hingegen BNTranskripte i Oligo(A)

Motiven wie ARN, ARNN (R = Purin; N = A, C ,G oder U) oder AAYAAYAA (Y = Rynkatlil),

2009; Lorenet al,, 2010) Zu diesen RNAranskripten gehoren Uberwiegend mRNAs. Dennoch sollte
RAS LINRPEAYLIFES hoSNF-ONOKEBSWRONG. RMNBIH4G I dgR afwd ! R
Ff&d aYwb! O6AYRSYRSNI.SNBAOKa& 06ST SAOKyYySdesHiS NRSY =
Hexamers interagieren konngfrenderet al, 2010) Die sRNAs, die an Hfg binden, werden je nach
Interaktiondereich (proximal oder distal) in zwei unterschiedliche Klassen eingeteilt. Die Klasse | der
sRNAs bindet proximal an das Protein und interagieremiér mRNA, die distal gebunden ist. Bei der
Klasse Il bindet die sSRNA distal oder proximal an den Komplex und interagiert mit einer mRNA, die nur
am Rand desifgHexamergyebunden is(Panjaet al, 2013; Schet al.,, 2015)

Ein weiteres RBRIas eine wichtige Funktion im RMAetabolismus einiger Bakterien ausibt und in
den letzten Jahren verstérkt charakterisiert wurde, ist P(@@hirnovet al., 2016; Smirnowt al,
2017b) Der erste Hinweis, dass ProQ éBPsein konnte ergab sich aus deKristallstrukturdes
Proteirs FinO (Fertilitdtsinhibitor O) die optimal zu der Nerminalen Struktur von ProQ passt
(Olejniczak& Storz, 2017)In vivo Untersuchungen zu den RMM¥ndenden Eigenschaften bzaem
Interaktom von ProQ(Colmmunoprazipitationeh zeigten, dass das Proteimit mehr als 50
verschiedena sRNA®der mRNAsnteragiert(Holmaqyvistet al,, 2018) Im Gegensatz zu Hfg und CsrA
(Praferenz fur die Sproximalen Bereiche von RN&xanskripten) bindet ProQ . entericaind E. coli
praferenziell doppelstréangige RMNrukturen ohne Sequenzspezifitat imBhdbereich(Holmqvistet
al., 2018; Holmqviset al, 2020) Dies sind vor allem RNFanskriptedes Typ | ToxirAntitoxin
Systens, zu dem auchstR1/tisBgehéen (Arthuret al,, 2011) Das Interaktom von ProQ zeigt zudem
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keine oder nur geringéihnlichkeitenzu dem BP von Hfg, infolgedessenProQ als neues RBP
klassifiziert wurdgSmirnowet al, 2016; Smirnoet al., 2017hb)

1.4 RNAProzessierng und-Degradation zur Regulatioder Genexpression

Neben der Transkriptionsrate einer mMRNA spielen vor allem derARiHAU bzw. die Stabilitat eines
RNATranskripts wichtige Rollen im Ri$foffwechsel bakterieller Zellen. RfAozessierung und
-Abbau sind dabei nicht nur wichtig fiir dasw S O & Of S yTaansiriptgh umdbOligonukleotiden,
sondern auch fir die Anpassung der Zelle an wechselnde UrnumditWachstumsbedingungen. Somit
kann der RNAbbau einen wichtigen Beitrag auf der Ebene der posttranskriptionellen Genregulation
leisten.Die Stabilitat eines mRNFanskripts und dessen Verfugbarkeit fur die Translation kann durch
verschiedene Faktoren bestimmt werden: 1. Sequenz und strukturelle Eigenschaften des RNA
Transkripts, 2. RNBindeproteine und zellspezifische Ribonukleasen undegulatorische RNA
Elemente(Evguenievadackenbergk Klug, 2011)

Die Stabilitat eines RNPranskripts beeinflusstabeimaf3geblictseineTranslationsrate. In Eukaryoten
kann die Halbwertszeit einer mMRNA mehreren SturtsieTagdetragen wahrend sie bei Prokaryoten
meistnur bei wenigen Minuten liegiRauhut& Klug, 1999; Bernsteigt al., 2002) Je stabiler ein RNA
Molekdl ist, desto ofters kann dieses fiur die Translation verwendet werden. In Baksneilie
MRNA oft polycistronisch und besh im Gegensatz zu Eulaten keine komplexen
posttranskriptionellerModifikationen, wie zum Beispiel die G&fruktur am 5° Ende oder der Pol{A)
Bereich (200 ntam 3" Ende, die die mRNA stabilisieféacksoret al, 2010) Die mRNATranskripte

in Bakterien haben meistenssastabilisierende Elemente nur ein Triphosphat am 5 Ende und eine
Rhaunabhéangige TerminatioAdaarnadelschleifam 3" EndeDarliber hinaugdnnen prokaryotische
mMRNAs jedoch weitere Haarnadelschleifenim Transkript besitzen, die die RNA vor einem
ribonukleolytischen Abbau schiitzé®'Haraet al,, 1995; Rauhu& Klug, 1999; Régni& Arraiano,
2000) Poly(ABereiche in prokaryotischen RNAanskripterhabenim Gegensatz zu eukaryotischen
MRNAs einen destabilisierendeffekt auf das RNKolekil(Dreyfus& Régnier, 2002)ir dembbau
eines RNMMolekiils sind sowohl in Prals auch Eukaryoten Ribonukleasenantwortlich.

Ribonukleasen (RNasen) spielen eine entscheidende Rolle iAviBtdBolismus und kommen in allen
Lebensformen vor. Sie katalysieren die Prozessierung bzw. den Abbau vévidRikalen, indem sie

die PhosphodiesteBindung zwischen zwei Nukbgten in einem RNAolekil hydrolytisch oder
phosphorolytisch spalte(Kaberdiret al., 2011) Bei der hydrolytischen Spaltung eines RiMaélekiils
fungiert eine aktivierte 20HGruppe einer Ribose oder ein aktiviertes Waietolekl als Nukleophil,
wéhrend bei der phosphorolytischen Spaltung Orthophosphat die Rolle des Nukleophils tbernimmt.
RNasen, die diese Reaktionen katalysieren, lassen sich zusatzlich inuBddéxoribonukleasen
unterteilen. Endoribonukleasen fordereine interne Spaltung des RMAolekils durch eine
hydrolytische Reaktion. Exoribonukleasen hingegen katalysieren durch phosphorolytische Spaltung
den Abbau von RNKolekilen vom 5" oder 3" Ende her, wobei Nukleosiddiphosphate als Produkte
freigesetzt werdae (Belasco, 2010; Mackie, 201Bjie Anzahl von Risen kann sich je nach Art des
Bakteriums unterscheiden, wobei einige RNasen ubiquitdr in fast allen Bakterien vorkommen,
wahrend andere nur in bestimmten Gruppen von Bakterien zu finden sind
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1.4.1 RNase E als zentrales Enzyns &NAAbbaus

In dem Gramnegativen BakteriumE coli sind 21 unterschiedlich&nde und Exoribonukleasen
identifiziert worden, von denen jedoch nur drei essentiell flir das Bakterium sind. Zu den essentiellen
RNasen gehodren die RNase P, die als Ribozym die maturen 5 Enden von tRNAS (e
Krasilnikov, 201Q)die OligeRNase, die in der spaten Phase des ‘RNBaus die entstandenen
Oligonukleotide in einzelne Mononukleotide umwandghthosh& Deutscher, 1999und die RNasg,

die eine zentrald-unktionin der rRNAReifung undm mRNAAbbaubesitzt(Misra& Apirion, 199;
Garrey& Mackie, 2011; Mackie, 2013n Grampositiven Bakterien, zu deneB. subtilis gehort,
besteht beziglich der Funktion der unterschiedlichen RNasen noch KlarungsiBedaltilisbesitzt

18 unterschiedliche Endound Exoribonukleasen, wodenen finf essentiell sind. Die RNase Y
tbernimmt dabei eine &hnliche Funktion wie die RNase E in @emativen BakteriefMaderet al,
2008; LehnilHabrinket al,, 2011; Duranet al., 2012)

Die RNase E wurde E. colials Enzym identifizierdasdie Prozessierung bzweifung der 5S rRNA
durchfihrt (Ghora& Apirion, 1978; Misr& Apirion, 1979) Heuteist bekannt dass die RNase E auch
an der Prozessierung der 16S rRNA und vt&BAVorlaufer sowie an der Degradation von mRNA
und sRNATranskripten beteiligt istGhora& Apirion, 1978; Misr& Apirion, 1979)Die RNase E ist in
Gram-negativen Bakterien ubiquitar und nimmt ehzufolgeeine zentrale Rolle im RN&bbauein
(Miczaket al., 1996)

Das katalytisch aktive Enzym der RNase E bildet ein Tetramer aus vier einzelnen Rne Molekilen,
welches die Hauptkomponente eines Merah-assoziierten, multimeren Proteinkomplexes, ist
(Carpousis, 2007; Gorret al, 2012) Ein Rne Monomer besitzt 1061 Aminosauren und lasst sich
funktionellin zwei Bereiche einteilen: den globuléarentd¥dminalen Bereich (AminosaurensR9) und

den unstrukturierten, @erminalen Bereich (Aminosauren 53061)(Callagharet al., 2005a; Mackie,
2013) Der Nterminale Bereich ist endonukleolytisch aktiv und hydrolysiert fRifekule(Liouet al.,

2001; Khemicet al., 2008) Er lasst sich nochmal in eine grofRe (Aminosauré) und eine kleine
(Aminosauren 41529) Domane unterteilen. Uber den-thrminalen Bereich wird @i Interaktion
zwischen zwei Rne Monomeren ausgebildet, die Uber ein-ldimkstabilisiert wird. Das Dimer
interagiert wiederum Uber die kleine Domane mit einem weiteren Dimer, was zur Bildung des
tetrameren Proteinkomplex fuhr{Callagharet al., 2005b; Mackie, 2013)Aul3erdem bilden die
Aminosauren Argl69, Thrl70 und Vall28 irteininale Bereich des Enzyms einen 5° Phosphat
Sensor, der ein Monophosphat am 5” Enlgs RNAVolekiils erkennen und binden karfdianget al.,

2000; Garreyet al, 2009) Die katalytische Aktivitat der RNase E wird Uber die DNaiseliche
Doméne im Nerminalen Bereich des Enzyms vermiti@allagharet al., 2005a)
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Abbildung6: Aufbau und Funktion der RNase @) Die Primarstruktur der RNase E besteht aus einer katalytisch
aktiven Doméne (Aminosauren5P9), die fur den Abbau der RNAanskripte notwendig ist, und einem
makromolekularen Interaktionsbereich (Aminoséduren 83®G1). Der makromolekulare Interaktioresieich
besitzt Bindungsstellen fir verschiedene Proteine: Segment A (Mentiingiende Doméane), AR1 und AR2
(Argininreiche Bereiche, die moglicherweise fir eine RBitdung notwendig sind), RRBndestelle (Helikase),
EnolaseBindestelle und PolynukleotiBhosphorylaseBindestelle (PNPase)B)( mRNATranskripte werden
transkribiert und im Zytosol translatiert. Interne und externe Einflisse kdnnen den AlomeRINATranskripten
durch die RNAyrophosphohydrolase (RppH) und diedoribonuklease E (RNase E) initialisieren. Die- RNA
Fragmente kdnnen anschlieRend weiter durch das Degradosom, bestehend aus der RNase E, RhiIB, der Enolase
und der PolynukleotidPhosphorylase (PNPasej), Olige und Mononukleotideabgebaut werdenrhodifizert
nachMackie, 2013)

Das katalytisch aktive Enzyder RNase bildet ein Tetramer aus vier einzelnen Rne Molekilen,
welches die Hauptkomponenteeines Membrarassoziierten, multimeren Proteinkomplexetst
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(Carpousis, 2007; Gérret al, 2012) Ein Rne Monomer besitzt 1061 Aminosauren und lasst sich
funktionell in zwei Bereiche einteilen: dglobularen N-terminalenBereich (Aminosauren329) und

den unstrukturierten Gterminalen Bereich (Aminosauren 53061)(Callagharet al., 2005a; Mackie,
2013) Der Nterminale Bereich ist endonukleolytisch aktiv umgrolysiertRNAMolekulle(Liouet al,,
2001; Khemicet al., 2008) Er lasst sich nochmal in eine groRe (AminosauréQ) und eine kleine
(Aminosauren 415%29) Domane unterteilen. Uber den-tlsrminalen Bereich wird die Interaktion
zwischen zwei Rne Monomeren ausgebildeg diber ein Zinkon stabilisiert wird. Das Dimer
interagiert wiederum Uber die kleine Domane mit einem weiteren Dimeas zur Bildung des
tetrameren ProteinkompleXuhrt (Callagharet al, 2005b; Mackie, 2013)Aul3erdem bilden die
Aminosauren Argl69, Thrl70 und Vall28 irteininale Bereich des Enzyms einen 5° Phosphat
Sensor, der ein Monophosphat am 5 Ende des-RNikils erkennen und binden kargdianget al.,
2000; Garreyet al, 2009) De katalytische Aktivitat der RNade wird Uber die DNadeihnliche
Doméne im Nerminalen Bereich des Enzyms vermiti@allagharet al., 2005a)

Es hat sich gezeigt, dadie RNase E eine Praferenz fir einzelstrangigeeible Bereiche besitzt, die

in Nachbarschaft zu einer Haarnadelschleife liegen. Durch die Spaltung der Phosphd@iietieg
eines RNATranskripts entsteht ein 5° Monophosphat in dem RW#lekdl, welckes erneut von dem

5" PhosphatSensorbereich der RNase E erkannt werden Kitabowallet al., 1995) Der Gterminale
Bereich des Enzyms ist hingegen unstrukturiert und dient vor allemrderaktion mit anderen
Enzymen und der inneren Membraer Zelle Die AR1und AR2Bereichesind sehr Arginimeich und
erm@glichen die Interaktion des Proteins mit dem RMW@&lekul. AuRerdem besitzt der -@rminale
Bereich Regionen, diie zur Interaktionen mit der katalytisch aktiven DEABbx Helikase Rhlb, dem
glykolytische Enzym Enolase und der Polynukle@tidsphorylase (PNPas&rmitteln (Miczaket al,,
1996; Pyet al,, 1996) Der entstehende multimere Proteinkomplex wird als Degradosom bezeichnet
und besitzt eine Schlisselmlim RNAVietabolismus. Die DEABox Helikase Rhlb sorgt unter ATP
Verbrauch fir die Entwindung helikaler RS#&ukturen, die bei RNA:RNAteraktionen entstehen
(Liou et al, 2002) Die PNPase ist eine 3" Exoribonuklease, egisveder ein RNAMolekiile
phosphorolytisch spadt oder Polynukleotide an das Ende eines RNAranskriptssynthetisiert
(Carpousis, 2007; Briagtial., 2016) Die Funktion der Enolase im Degradosom ist nicht genau bekannt,
allerdings wurden Effekte des Proteins auf den Abbau spezifischell Rikgkipte beobachte{ Gérna

et al, 2012) Der Aufbau des Degradosoms Uber die RNase E ist in der Gruppe der Proteobakterien
stark konserviert, wobei diZusammensetzung desinzelnen Komponenten des Proteinkomplexes
unterschiedlich seindan (Kaberdinet al, 2011) In Rhodobactercapsulatus(R.capsulatu3 ist das
Degradosomrmeben der RNase E als zentrales Enays zwei DEADox RNAHelikasen unddem
TerminationsFaktor Rho aufgebaut(Jageret al, 2001) In Caulobacter crescentulsesteht das
Degradosom aus der RNaseal&r,RNA HelikasalerPNPasend derAconitase(Hardwicket al,, 2011)

und inPseudomonas syringaeis der RNase E, d@NAHelikase undler RNase RPurusharthet al,,
2005)

Die cytosolische Konzentration und die Aktividdr RNase E unterliegen einer Bakterienzelle
komplexen Regulationsmechanism&ie Konzentration der RNase E witnkrdie eigene mRNAr{e)
reguliert, die als Sensor fur eine Akkumulatdes Enzymdient. Wenn zuvieier RNase Eorhanden
ist, wird de rnemRNA bevorzugt von der RNase E abgebaut und begrenztisomgiigene Translation
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(Jain& Belasco, 1995)Die Aktivitat der RNase E kann jedoch nur indichkich FBPsoder sRNA
beeinflusst werdenMackie, 2013)Die Bindung von BPsoder sRNAs an einer RNA verandert die
Struktur des Transkripts, sodass die Spaltung desMdékulsdurch die RNase leschleunigoder
erschwertwird (Masséet al,, 2003; Moritaet al., 2005)

1.4.2 RNAProzessierng und-Degradation

In Prokaryoten werden rRNAs und tRNAs in mehreren t&hraus Vorlaufertranskripten zu
Fdzy 1 G§A2yaTNKA IMolekilénophdB4asiEers yha Abbaw betlauft ebenfalls in mehreren
Schritten. mMRNAs und sRNAs durchlaufen hingegen weniger Maturierungsschritte und werden fur ihre
Inaktivierung direkt abgebauDeutscher, 2003, 2006pie Ribonukleasen, die an der Prozessierung
von rRNAs und tRNAs und an der Degradation von mRNAs und sRNAs bigiiligind jedoch in den
meisten Fallen die gleichen umrdgfiillen somitwichtige Funktioenin demkomplexen Netzwerk der
Genregulation. Der Abbau von RiNWlekilen kann durch interne oder externe Einfliisse gesteuert
werden, sodass es zu einer Veranderdeg Genexpression und dessultierenden Proteormkommit.

Ein RNATranskript musdir den Abbaunitial gespalten werden, damit es fidie entsprechendn
Exoribonukleaseruganglich wirdWie schonm vorhergehendembschnitt beschrieben, nimmt die
RNase i E. colund andererGram-negativen Bakterien eine zentraf@inktionim RNAMetabolismus

ein. Fur den initialen Abbau von RN£anskripten durch die RNase E sind mehrere mogliche RNA
Degradationswege beschriebenEin Mechanismus verlauft Uber die Erkenmng einer 5°
Monophosphatgruppe in dem Zi¢INJ y & | W Rt R 8 pI9y R §, ywdhrendl dérKz@eite
Mechanismus unabhangig von einem 5~ Monophosphatlist¢t entry pathwaylLaalamet al, 2014)

In dem 5end-dependent pathwajyst die starke Praferenz der RNase E fir emd&@\ophosphoryliertes
RNASubstrat ausschlaggebend, um den Abbau von mRidAskripten einzuleiteiiMackie, 1998;
Jianget al, 2000) Das zunachst in einem R¥Aimartranskript vorhandene 5” Triphosphat wird durch
die Abspaltung eineByrophosphats (PPi) in ein 5" Monophosphat umgewandelt, katalysiert durch die
RNAPyrophosphohydrolas@RppH), die mit eukaryotischddecappingEnzymen verwandt i§Deana

et al,, 2008) . Das monophosphorylierte 5 Ende des RW#ekils kann nun Giber den Sensorbereich
der RNase E gebunden werden, unmeeBpaltung des Transkripts weithswnstreamzu initiieren Das
Enzym RppH hat somit einen Einfluss auf die Stabilitdt vorTRN&kriptenDeanaet al., 2008) Bei

dem direct entry pathway der sowohl im Kontext des mRN¥bbaus als auch bei der tRNA
Prozessierung nachgewiesen wurde, ist der initiale Prozessierungsschritt in eineffirdRiskript
unabhangig von dem Enzym RppH und der Struktur des 5° Endes ddiMBbtlde, 2013)Dieser
Mechanismus wird wirksam, wenn das 5" Ende eines-Riéskripts eine stabile Haarnadelschleife
ausbildet. Dadurch wird die katalytische Aktivitat des Enzyms RppH inhibiert, sodass die RNase E uber
dendirect entry pathwayagiert (Bouvet& Belasco, 1992; Baké& Mackie, 2003) Alternativ kdnnen
auch andere RNaseden RNAAbbau einleiten wie zum Beispiel die RNase Il Uber spezifische
Erkennungsmerkmale in der RM#&quenz. Die RNase Il komumbiquitar in allen Bakterien vor und

ist die einzige bakterielle RNase, die doppelstrangige RNA sch{@atetidet al, 1998; Lamontagne

et al, 2001)
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Pyrophosphat (PPi) durch die RRyrophosphohydrolase (RppH) vom RNAnskript entfernt, sodass ein

Monophosphat am 5° Endentsteht Das Monophosphat am 5° Ende des RM#nskripts dient anschlie3end als
Sgnalfiir eine initialeSpaltung durciRNase E.8A Rifiecterryd ! 6 0 | dzg S3I @ S NEpaludgF

der RNase Eauch durch die RNase Il mdglieijabhangig von dem 5° Monophosphat. Nach der initialen

Spaltung deRNase E kdnnen die RIRFagmente weiter durch die RNase E prozessiert werdernvom 3" Ende
her exoribonukleolytisch durch die RNase Il oder PNPase in-QfigdMononukleotide abgebaut werden. RNA
Transkripte mit stabilisierenden Sekundarstruktuaen 3' Endeverden durch die Poly(A)olymerase 1 (PAP1)
in einem weiteren Schritt zerst polyadenyliert, damit sie fiir Exoribonukleasen wieder zuganglédenund
schlie3lichiiber das Degradosom abgebaut werden kon(modifiziert nachMackie, 2013)

Wie vorher beschrieben wird ein RNAanskript durch einen Rhanabhangigen Terminator am 3°
Ende vor dem Abbau durch Exoribonukleasen geschutzt. Die initiale Prozessierung-dearikkidpts

durch RNase E oder RNasetzeugt ein neues 3" Ende, das nicht mehr durch eine Haarnadelstruktur
stabilisiert wird. Das so destabilisierte 3" Ende karih icolvon der Exoribonuklease Il (RNase 1) oder

der PolynukleotiePhosphorylase (PNPase) als Angriffspunkt flir den rideatytischen Abbau
genutzt werden. Die entstehenden Abbauprodukte sind 5° Mononukleotide im Fall der RNase Il und 5

Dinukleotide im Fall der PNPadeeutscher& Reuven, 1991)Das bei Spaltung durch RNase E oder
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RNase Il entstehende 5" Monophospiiatde kann nun wiederum durch den Sensorbereich der RNase
E wahrgenommen werden und eine weitere Spaltung des-RidAskripts weiterdownstream
induzieren(Mackie, 1998; Jiangt al., 2000) Dabei entstehen wiederum neue 3" Enden, die fur einen
exoribonukleolytische Abbau zur Verflgung stehen. Weitere Sekundarstrukturen in einem
polycistronischen mRNAranskript kénnen den Abbau durch Exoribonukleasen jedoch verlangsamen
oder sogar verhindern(Mackie & Genereaux, 1993)Der RNAAbbau im Bereich solcher
Sekundarstrukturen und Haarnadelschleifen geschieht mit Hilfe der Pég(herase (PAP1), die an
das 3" Ende eine Poly(8¢quenz synthetisie(Khemici & Carpousis, 200Diese Poly(Agxtensionen
dienen dann zur erneuten Bindung der Exoribonukleasen RNase Il und PNPase bzw. des Degradosoms,
sodass der ribonukleolytische Abbau weiter fortgesetzt werden k@boburnet al, 1999) Die
entstandenen Oligonukleotide kdnnen dann weiter zu Mononukleotiden abgebaut werden, die
wiederum in derNukleotidPool der Zelle eingespeist werdéahosh & Deutscher, 29)

1.5 Rhodobacter sphaeroides

Rhodobacter sphaeroideim dieser Arbeit als Modelorganismus verwendet, ist2(h2,5 pm langes,
stabchenférmiges und lateral begeil3eltes Bakteri(iworkinet al., 2006; Imhoff, 2006)das aus
stehenden und flieBenden Gewassern aber auch aus Bodenproben isoliert werdefSkiaestet al.,
2020) Das Bakterium istGram-negativ und wrde als Schwefefreies Purpurbakterium einer
Untergruppe derh -Proteobakterien zugeordnefWoeseet al, 1984) Auf der Grundlage neuerer
phylogenetischer Untersuchungen zur Kifisstion von h-Proteobakterien bildet Rhodobacter
sphaeroidexine neue Unterklasse und wurde @Gereibacter sphaeroidesnbenannt(Hérdt et al,,
2020) Dennoch wird das Bakterium im Rahmen dieser ArbeRlatslobacter sphaeidesbezeichnet.
Die genetische Information (4,6 MBp) verteilt sictRiusphaeroidesuf zwei Chromosomen und fiinf
Plasmide mit einem durchschnittlichen &ehalt von 69%Suwanto & Kaplan, 1989; Mackenetel.,
2001; Choudharet al., 2007)

Fur die Energiegewinnung nutt sphaeroidesine Vielzahl verschiedener Stoffwechselwege, deren
Aktivitdten an die vorhandenen Umweltbedingungen angepasst werdesnn\Sauerstoff in der
Umgebung verfugbar ist, wird dieser bevorzugt fur eine aerobe Atmung verwendet. Die Expression der
Gene fur den Aufbau des Photosyntheseapparates wird unter diesen Bedingungen reprimiert,
infolgedessen das Bakterium eine hellrote Rdmp annimmt. Wenn in der Umwelt nur wenig
(mikroaerob) oder kein Sauerstoff (anaerob) vorhanden, jedoch Licht verfugbar ist, Rtellt
sphaeroideseinen Stoffwechsel auf eine anoxygene Photosynthese um, indem es die Expression der
Gene fur derPhotosyntheseapparat induziert. Der Photosyntheseapperat setzt si¢h isphaeroides

aus drei ProteirKomplexen zusammen, zu denen der Lichtsammelkompligkt-farvesting complex

I; LH), der Lichtsammelkomplex llight-harvestng complexll; LHIl) und das Reaktionszentrum
(reaction center RC) gehorefiVerméglio& Joliot, 1999)Zu Absorption der Lichtenergie sind an den
Antennenkomplexen Pigmentmolekile wie das Bakteriochlorophyll a (BChla) und die Carotinoide
adhériert, die dem Bakterium seine dunkelrote bigiunliche Farbung verleihg@ianet al., 2005;
Qianet al, 2013) Wenn R. splaeroidesweder Sauerstofihoch Licht fir seinen Stoffwechsel zur
Verfigung stehen, jedoch ein geeigneter externer Elektronenakzeptor, dann wird eine anaerobe
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Atmung zur Energiegewinnung durchgefihst jedoch auch kein alternativer Elektronenakzeptor
verflgbar, so wird ATP durddarung gewonneiiBooneet al., 2001) Neben diesen verschiedenen
Mdglichkeiten der Energiegewinnung kaih sphaeroideguséatzlich Kohlenstoffdioxid (€Qund
Stickstoff (M) aus der Atmosphéare fur den Aufbau organischer Verbindungen assimi(i@an &
Tabita, 1996)

1.5.1 Expression und Proasierung depuf mRNA inRhodobacter

Wie schon im Abschnitt zuvor beschrieben, begkzsphaeroidesine grofRe metabolische Flexibilitat

fur die Energiegewinnung. Die Expression der Gene fur den jeweiligen Stoffwechselweg muss daher
genau reguliert werden. Die Ausbildung des Photosyntheseapparates fir die anoxygene
Photosynthese ist einer der am bestantersuchen Prozesse in dem BakteriRimodobacterSobald

der Sauerstoffpartialdruck in der Umgebung des Bakteriums abféllt, werden die Gene flr den
Photosyntheseapparat induziert. Dies wird unter anderem durch das-EemponenterSystem
PrrB/PrrA regulig. PrrB ist eine Membragebundene Sensorkinase, die den Redoxstatus Uber den
Elektronenfluss in der Elektronentransportkette der aeroben Atmung wahrnimmt. Bei fallendem
Sauerstoffpartialdruck und dementsprechend niedrigem Elektronenfluss in der Membrdndie
Sensorkinase PrrB autophosphoryliert. Die Phosf@raippe kann anschlieRend auf den
Antwortregulator PrrA Ubertragen werden und aktiviert diesen. PrrA als aktiver Antwortregulator kann
nun direkt die Expression der Gene ge$ und pucOperons al3ranskriptionsfaktor aktivierefEraso

& Kaplan, 1994)Daspuf-Operonkodiert dabei Gene fur den Lichtsammelkomplgobnohueet al,,

1988) wahrend daspucOperm Gene fir den Lichtsammelkomplexktdiert (Leeet al, 1993)
AulRerdem aktiviert der Antworégulator PrrA die Expression vappA AppA ist ein Antirepressor,

der den Repressor Ppditndet und eine verstarkte Expression der Photosynthesegene bewirkt
(Gomelsky& Kaplan, 1997; Gomelsly al., 2008) Neben dem Aktivator AppA gibt es toEnrL und

PpaA, die tber den Redoxstatus der Zelle aktiviert werden und einen positiven Effekt auf die Expression
der Genefir die Ausbildungdes Photosyntheseapparates habéfeilstraRyalls& Kaplan, 1995;
Gomelskyet al.,, 2003)

Fur die Ausbildung des Photosyntheseapparateerden ca. 15 Untereinheiten des
Lichtsammelkomplex | (LHI) pro Reaktionszentrum ben(igget al., 1987) Um diese Stdchiometrie
von 15:1 zu gewdhrleisten, wird die Expression ge§Operons nicht nur Uber die Transkription,
sondern auch Uber eine posttranskriptionelle Prozessierung der polycistronipaftemRNA reguliert.
Die Prozessierung d@uf-mRNA wurde zuerst detailliert R capsulatus einem engen Verwandten
von R. sphaeroidesuntersucht. Da dapuf-Operon in beiden Organismen &hnlich aufgebaut ist,
konnen einige Studien zur posttranskriptionellen Prozessierungule®perons aufk.capsulatusauf

R. sphaeroidedibertragen werden. Der entsprechende Kenntnisstand ist diesem Abschnitt
zusammengefasst werden. Dgsuf-Operon besteht in beiden Organismen aus den Genen
pufQKBALMIPcrX, die an der Ausbildung des Lichtsammelkomplexes | beteiligt sind. Dipu#&ne
und pufAkodieren dabei die Pigmestindenden Proteine des Lichtsammelkomplexes I, wéhrend die
GenepufLund pufM die Pigmentbindenden Untereinheiten des Reaktionszentruf@snohueet al,,
1988)und pufXein Komplexvildendes Protein kodiere(Barzet al., 1995) pufQist hingegen nicht
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direkt an der Ausbildung der Lichtsammelkomplexes | beteiligt, sondern regulierEfflerx von
Porphyrin (Chidgeyet al, 2017) Neben den bekannten Genen wurde zusatzlich das @dK
identifiziert, welches zwischgrufQundpufBAliegt. Welche Funktion dieses Gen in der Assemblierung
des Lichtsammelkomplexes spielt, ist jedocteinicht bekannt.

j \d
pufQ BZ A asPerl. PufL pufM X Pcr
]
P
asPufK
3’2 kb W\/‘\N\N\N\/\ﬁ tl/2< 1 mln
RNase E
2,7 kb / \8 t, 8-12 min
RNase ??
RNase Il RNase ??
0,5 kb M NN D t,,, 3540 min
Oé/ Og RNase ??
RNase E ?7?

Abbildung 8: Modell fur die posttranskriptionelle Regulation dempuf mRNA. Der Kenntnisstandzur
posttranskriptionell@ Regulation depuf mRNAIn R. capsulatusind R. sphaeroidesst in dieser Abbildung
zusammengefasst, da beide Organismen nah miteinander verwandt sthdaspuf Operonbeider Bakterien
die gleichenGene bénhaltet. Daspuf Operon lesteht aus den GenepufQKBALMXind PcrX.Die initiale
Prozessierung wird von der RNase E in der kodierenden Sequenzpuf@ durchgefiihrt. Weitere
Prozessierungen werden iR. sphaeroidesbhangig von de sRNA asRrL und PcrXnitiiert, wahrend der
Mechanismus furR. capsulatusiicht genau geklart ist. Die mMRNA vepofBA wird durch stabilisierende
Haarnadelschleifen am 5° und 3" Ende vor weiterer Degradation geschitzt. Die verschiedenen Halbwertszeiten
der entstehenden mRNA&peziesorgen fir unterschiedliche Translationseffizienzen, sodass eine Stéchiemet
von 15:1ftr den Komplexaus Lichtsammelkomplex | (kodiert dugmiifBA und Reaktionszentrum (kodiert durch
pufLM) gewahrleistetwird (kb: Kilobasen;it2: Halbwertszeitmodifiziet nachReusche& Klug, 2021)

Das puf Operon ist ein sehr gutes Beispiel fir die posttranskripionelle Regulation einer
polycistronischenmRNA, die eine Kombination aus stabilisierenden und destabilisierenden RNA
Strukturen enthalt und sRNa&bhéngig in unterschiedliche mRMfezies prozessiert wird,
dahingehend optimiert, dass eine Stochiometrie von 15:1 fir den Komplex aus Lichtsammeikompl
(LHI) und Reaktionszentrum gewahrleistet wird. Das primare Transkrigiud€perons, bestehend

aus den GenepufQKBALMXPcrX, ist 3,2 kb lang und besitzt eine Halbwertszeit von weniger als einer
Minute. Der erste Schritt in der Prozessierung dem&tiranskripts erfolgt irR.capsulatusdurch die
RNase E im Leseraster vpafQ sodass eine mRNA bestehend aus den GendKBALMXPcrX
entsteht (Hecket al, 2000) Dieses Prozessierungsprodugt wesentlich stabiler und besitzt eine

Halbwertszeit von 4.0 Minuten unter mikroaeroben Bedingungé@flug, 1991)Die Halbwertszeit der
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pufKBALMXPcrX mRNA unterscheidet sich dabei nur geringflgig zwidkheghaeroidesund R.
capsulatus Ein weiterer Prozessierungsschritt findet zwischen den GpuAund pufLMstatt, der

in R. capsulatugbenfalls durch RNase E katalysiert wWiFdtschet al., 1995) In R.sphaeroidesvird
diese Prozessierung durch die antisense RNA asRutisefpise RNA pufl) und die RNase Il
bewerkstellig (Reuschek& Klug, 2021)Die antisense RNA asPufL ist im 5° Bereichpufinauf dem
komplementaren DN#&Strang kodiert, wodurch sie mit dpufLmRNA basenpaaren kann, und besitzt
einen eigenen PrrA AppA und Fnrkabhangigen omotor. Durch eine Interaktion der sSRNA asPcrL
mit pufLwird in R. sphaeroidesine RNase Hbchnittstelle generiert, die zur Entstehung verkurzter
MRNAs fur pufBA und pufLMXPcrX fuhrt (Reuscher & Klug, 2021)Das entstandene
monophosphorylierte 5" Ende dpafLMX-PcrXFragments kann anschlie3end tUber die RNase E weiter
prozessiert und degradiert werden, jedoch ist dieser Mechanismus noch nicht genau geklart. Eine
zusitzliche Prozessierung dpafBALMXTranskripts erfolgt am 3" Ende mittels einer weiteren sRNA.
Die sRNA Pcrhotosynthesis controlingRNA X) ist in der 3° UTR ges Operon kodiert und
interagiert mit derpufXmRNA aus derpuf-Operon(Eisenhardiet al, 2018) Durch die Interaktion
zwischen PcrX ungufXentsteht eine Prozessierungsstelle, die mdgiaveise zu einem Abbau des
pufLMXFragments durch dExoribonukleasen fuh(Eisenhardet al., 2018) Die resultierendgufBA
MRNA besitzt iR.capsulatusund R. sphaeroidesine Lebensdauer von ungefahr-88 Minuten
(Belascoet al, 1985) Diese erhthte dlbwertszeit wird durch stabilisierende intercistronische

I FF NYy+FRStaOKf SATSY Y p¥Y dzyR oW 9YyRS 3ISHNKNI SAal
der pufBA mRNA. Durch die unterschiedlichen Stabilitaten vouafBA und pufLM wird die
Stochiometre von 15:1 fur den Komplex aus Lichtsammelkomplex | (kodiert dowéBA und
Reaktionszentrum (kodiert durgiufLM) gewabhrleistet.

Eine weitere sSRNA ist Pczh¢tosynthesis controllingRNA Z), die ebenfalls an der Regulation der
Gene fir den Photosyntheseapparat beteiligt ist. Diese sSRNA ist nicht wie asPufL und pafEX im
Operon kodiert, sondern im intercistronischen Bereich der GR&8&_081@nd RSP_6134d.h. sie
wirkt intransaufdie Photosynthesé&ene. Die Synthese von PcrZ wird Uber die Transkriptionsfaktoren
PrrA, AppA und FnrL reguliert und beeinflusst die Expressiopufland pucOperons sowie der Gene
bchN crtA, crtDund appA Dabei bindet die SRNA PcrzZ die mRNAsdiiNund puc2Adirekt, wahrend

ihr Effekt auf die anderen Gene womdéglich indirekter Natughtink et al.,, 2012)

1.5.2 StressRegulationin R. sphaeroideslurch alternative’ -Faktorenund sRNAs

R. sphaeroidesst ein Bakterium, das bei Abwesenheit von Sauerstoff und Anwesenheit von Licht
seinen Energiestoffwechsel auf eine anoxygene Photosynilmasellen kann. Ein Problem, dem viele
photosynthetisch aktive Organismen ausgesetzt sind, ist die Entstehung von photooxidativem Stress.
Als photooxidativer Stress wird die Lietlihdngige Bildung reaktiver Sauerstoffspeziesadtive
oxygen spiciesRO¥durch das gleichzeitige Vorhandensein von Photosensibilisatoren und Sauerstoff
bezeichnet (ZeilstraRyalls & Kaplan, 2004)Vor allem SinguletBauerstoff 0,) wird unter
photooxidativen Stressbedingungen gebildet. Singefgttierstoff entsteht durch einen
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Energietransfer auf TripleBauerstoff, wodurcles zu einespin! Y1 SKNJ SAy S & -Obitaf | G NB y &
kommt (Ziegelhoffer & Donohue, 20Q9pies fiihrt dazu, dass die Valenzelektronen nun einen
antiparallelenspinaufweisen und sich gegenseitig kompensieren. Die Folge ist ein frei€drBipal,

was zur Aufnahme von Elektronen fahig ist und das Molekul sehr reaktiv macht. Der Transfer von
Energe auf TriplettSauerstoff entsteht, wie schon angedeutet, durch sogenannte
Photosensibilisatoren. Photosensibilisatoren sind Molekiile die durch Lichtenergie in einen angeregten
Zustand Ubergehen. Durch den Transfer dieser Energie auf ein anderes MolB&il dae
Photosensibilisatoren wieder zurick in den Grundzustai@chmidt, 2006) Zu den
Photosensibilisatoren gehdren auch die Pigmentmolekiile des Photosyntheseapparats, wie zum
Beispiel die Bakté@wchlorophylle und Carotinoide. Im Normalfall Ubertragen die angeregten
Pigmentmolekile die aus Licht gewonnene Energie auf das Reaktionszentrum des
Photosyntheseapparates. Wenn jedoch Sauerstoff und Pigmentmolekiile gleichzeitig vorhanden sind,
dann kann & Energie auch auf TripleBauerstoff tibertragen werden und es entsté@k (Krieger
Liszkay, 2005}Q;ist ein sehr reaktives Molekil und kann mit allen Makromolekilen wie DNA, R
Lipiden, Proteinen und Kohlenhydraten reagie(Bavies, 2016)Deshalb besitzen Mikroorganism
verschiedene Schutzmechanismen gegen photooxidativen Stress, die die Vermeidung und Entgiftung
von ROS beinhalten und Zellschaden reparieren.

Abbildung 9: Regulation de
photooxidativen Stresantwort in
R.sphaeroides Uiber die alternativen ™ -
Faktoren RpoE, RpoHI und Rpo
SingulettSauerstoff Y0z) entsteht durcl

, H Bakteriochlorophylls am Reaktionszentr

X el \l (RC) auf TripletBauerstoff (Q). O

\ s aktiviert RpoE indem esdie Dissoziatio

\ 4

\\ ,’, . . . . . H

’ \4 seinerseits induziert die Expression d

\ e @ RpoEReglons, zudem auch d

v K/ alternative -Faktor RpoHIl gehért. [

b/ Expression von RpoHI wird ebenfalls (

\ h M die Energielibertragung d
des Antisigmafaktors ChrBewirkt. Rpol
l 10 induziert, ist aber unabhangig v

RpoE. Die RpoHlund RpoHHRegulon
l l m enthalten z.T. gemeinsame  Ger

(modifiziert nachGlaeseret al.,, 2011)

RpoHI RpoHill
Regulon Regulon

In R. sphaeroideswurden in der Vergangenheit die funktionellen und physiologischen
Anpassungsmechanismen photooxidativen Stress vor allem durch die Regulation der alternativen

" -Faktoren RpoE, RpoHI und RpoHIl untersucht. Die alternatirektoren RpoE, RpoHI und RpoHi|
bilden dabei eine eng miteinander verbundene Signalkaskade, die zu einer effektiven Antwort gegen
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photooxidativen aber auch anderen physiologischen Stress fiihrt. Die BildungQoram
Bakteriochlorophylh (BChh) des ReaktionszentrusfRC) irR.sphaeroidegZiegelhoffe& Donohue,
2009) fuhrt zur Aktivierung des alternativen ECFFaktos RpoE '), der unter normalen
Wachstumsbedingungen an dénti-" -Faktor ChrR gebunden und inaktiv (siewmanet al., 1999;
Anthonyet al,, 2004) PhotooxidativerStress in der Zelle fuhrt dazu, dass der Arffiaktor ChrR durch
eine proteolytische Spaltung, an delie ProteineRSP_1090 und RSP_1091 und die Proteasen
RSP_324and RSP_2710 beteiligt sidl2 y  RFAKYor RpoE dissoziiert und diestadurchaktiviert
(Nusset al, 2013)5 S NJ I f (0 FakigriR(ok ididiziein der Folgelie Expressioseines Regulons
von nur ungefahr 120 Genen, zu denemter anderemrpoEund chrRselbst, aber auchrpoHllals
weiterer alternative * -Faktorsowiedie Photolyase@hrAgehoren. RpoHIl ist ein alternativeFaktor,
der ein weitaus groReres Regulon mit ungefahr 145 Genen akt{iNertset al, 2009) Einweiterer
alternativer " -Faktorist RpoH|l der in Hinblick auf SinguleBauerstofftress unabh&ngig von RpoE
AYRdzZI A SNI ¢ A NEukbor, wdrJ2or dllemAudtér HiRilesé aktiviert wird und in seinem
Regulon die Expression von ungefahr 175 Genduziert(Green& Donohue, 2006)Die alternativen

" -Faktoren RpoE, RpoHI und RpoHIl inderiereben Proteirkodierenden Genen auch eine Vielzahl
von sRNA&Glaeseet al,, 2011)

FurR. sphaeroidesind in RN&egStudien unter Singuletbauerstoffstress 20 sRNAgmtifiziert und
spater charakterisiert worden, die an der allgemeinen und spezifischen Stressantwort §&gen
beteiligt sind(Berghoffet al, 2009; Berghoftt al, 2011) SorY ginglet oxygen resistande@NA Y;
RSs1543) ist eine SRNA, die einen Rpjehlihdngigen Promotor besitzt und durch die Interaktion mit
der takP mRNA den Import von Malat inhibiert und so den Tricarbonséurezyklus herunterreguliert.
Dadurch kommt es zu einem Anstieg von NADPH, das eine Schutzfunktion fiir die Zelle unter-Singulett
Sauerstoffstress besit{tAdnanet al., 2015) SorX ginglet oxygen rediance RNA X; RSs2461) ist
hingegen eine sRNA, die UbeotA den SpermidiAdmport in die Zelle reduziertPenget al., 2016)
Weitere sRNAs, die Uber den TranskriptionsfaktéidR den intrazellularen GlutathioSpiegel
regulieren, sind CcsRiL (conservedCCUCCUCQtIf stressinducedRNAs1-4; RSs0680¢). Der
Anstieg des Glutathiohevels fihrt zu einem antioxidativen Effekt in der Zelle. Zusatzlich wird durch
die sRNAs CcsRlder PyruvaDehydrogenas&omplex herrunterreguliert, wodurch es zu einem
reduzierten Elektronentransport untexeroben Bedingungen komniBillenkampet al., 2015) Auch

die sRNA StsRsrfiall RNA targets smaRNA, deren RegulatioaMechanismus in dieseArbeit
behandelt wird, besitzt einen RpoHiAbhangigen Promotor und wird unter verschiedenen
Stressbedingungen exprimiert. Durch ihre Interaktion mit der SRNA UpsM bzw. der 5 UTiRa¥on
reguliert StsR die Zellteilung vén sphaeroide@Veberet al., 2016; Gritzneet al,, 2021b)

1.6 Zielsetzung

Schwerpunkt vorhergehender sowie aktueller Studien war und ist die transkriptionelle und
posttransktriptionelle Genregulation in Hinblick auf die photooxidative Stressantwort und die
Anpassung an verschiedenen Wachstumsphasenptiesotrophen BakteriumsR. sphaeroidesim

Verlauf unserer Arbeiten wurden komplexe regulatorische Netzwerke unter Beteiligung -von
Faktoren, regulatorischen RNAs (sRNAs), RBPs und Ribonukleasen identifiziert, die flr eine gezielte
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Stressantwort sorgerDennoch blieben z.B. die biologischen Funktionentdars-kodierten sRNAs
StsR gmall RNAargetssmall RNA RSs0827) und der sRNA Upsigs{reamsRNAMraz RSs0682) in
diesem Kontext weitgehend unverstanden. Die SRNA StsR ist im intergenischen Besgibbreder
tRNA/rRNA Methyltransferas®EP_223%nd dem CoMAindeprotein RSP_2240okalisiert, wahrend
UpsM durch eine Termination in der 5 UTR dew Genclusters generiert wird. Frihere Northern
Blot-Analysen von Dr. Lennart Weber und Dr. Bernhard Remes zur-8lie&sgigen Expression der
SRNA StsR und zur Prozessierung der sSRNA UpsM zeigten, dass ein mdglicher Zusammenhang zwischen
der Expression voBtsR und der Prozessierung von UpsM besteht. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
mittels mikrobiologischer Methoden der physiologische Effekt der-8bdf@ngigen Prozessierung von
UpsM auf die einzelne Zelle bzw. die Zellpopulation (Wachstum und Zellteilotegyucht werden.
AulRerdem sollte anhand RMNochemischer Methoden der molekulare Mechanismus, der die
Prozessierung von UpsM ausldst, analysiert und geklart werden.

Durch Transkriptorfnalysen wurden in bakteriellen Genomen neben vielen regulatorischi#ks R
auch eine grof3e Anzahl &arzen, offenen Leserastern identifiziert. Es blieb jedoch lange unklar, ob
diese kurzen Leseraster auch tatsachlich translatiert werden. Mit neueren molekularbiologischen
Methoden ¢ibosome profiling konnte dann gezeigt weeth, dass diese kurzen Leseraster tatsachlich
kleine Proteine kodieren, die an einer Vielzahl zellularer Prozesse beteiligt sind. Viele dieser Proteine
besitzen eine DUFd¢main of unkown functiglDoméne und damit eine noch unbekannte
physiologische Funkin fur die Zelle. Vorherige Studien von Dr. Fabian Billenkamp und Dr. Katrin
Eisenhardt zeigten, dass das BakteriRn sphaeroidewier offene Leseraster besitzt, die kleine
Proteine aus der sogenannten DUF1EXoteinfamilie kodieren. Bioinformatische Aypsen wiesen
darauf hin, dass die DUF11Pbmane eine hohe Homologie zu der RBiIAdedomane der
sogenannten Smadgroteine audrosophila melanogasterufweisen. Da die Smatryoteine an der
posttranskriptionellen Genregulation . melanogastebeteiligtsind, wird eine ahnliche Funktion der
DUF1127#roteine inR. sphaeroidesermutet. Mittels molekularbiologischer Methoden sollte eine
RNAbindende Funktion der DUF11P¥mane nachgewiesen werden und diese als neue-RNA
bindende Doméne in Bakterien charatitgert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

In den nachfolgenden Tabellen sind alle in dieser Arbeit verwendgakterienstammeufgelistet.

Tabellel: Bakterienstamme

Stamm

Verwendung/Beschreibung

Herkunft

Rhodobacter sphaeroidés
2.4.1

KD131

HOnsR kK

H ®nmaHl k
H ®n ol k
H @ n pa1/1k
H®ntbgw Kk
2.4.1rngF colts)

Rhodobactercapsulatus
SB1003

Escherichia coli
JM109

S171

BL21 (DE3)

51 phN

Sinorhizobium meliloti
1021

Sinorhizobium fredii
HH103

Wildtyp
Wildtyp

noéw{anyHtYYK{ LI

NONLIZI LYYYYD

NONLIZI LLYYYYU

NONLIZI LYYYYD
POKTFI YYK{ LI
n 6 N3k c.ts;Sp)

Wildtyp

Klonierungsarbeiten und Plasmidreplikation

noNL2I L

eld (McrA), recAl endAl gyrA9§ thi-1,

hsdR1{r mk*), supE44relALlZ lac-groAB, [F,

traD36 proAB lacF ¥2 ¥15]

Donorstamm bei biparentaler Konjugation vc

R. sphaeroides/ recA pro, hsdR RP# -
(Te::Mu)(Km::Tn7); TpStf, Sp
Uberexpression rekombinanter Proteine F,
ompT, gal dem< 6 5 disul$revine )

Wildtyp

Wildtyp

(van Niel, 1944)
(Limet al., 2009)
(Masterthesis
2013

(Nusset al,, 2010)
(Glaeseet al.,, 2007)
(Nusset al., 2010)
(Glaeseet al., 2007)
(Weberet al., 2016)

Kiebel

(van Niel, 1944)

NEB

(Simonet al., 1986)

NEB

NEB

(Meadeet al., 1982)

(RodriguezNavarro et
al.,, 1996)

*Durch neuste phylogenetische Untersuchungernr Kiassifikation vor-Proteobakterien bildet

Rhodobacter sphaeroidesne neue Unterklasse und wurde @ereibacter sphaeroidasnbenannt
(Hordtet al., 2020) Dennoch wird der Modelorganismus in den nachfolgenden Untersuemudigser
Arbeit alsRhodobacter sphaeroidégzeichnet.
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2.1.2 Plasmide

In den nachfolgenden Tabellen sind alle in dieser Arbeit verwend@&ksmide nach de
entsprechenden Projekn aufgelistet.

Tabelle2: Plasmide

Plasmid Verwendung/ Beschreibung Herkunft

Allgemeine Plasmide

pJET1.2 Klonierungsvektor, Ap Thermo Scientific

pDrive Klonierungsvektor, ApKni Quiagen

pBBR1MGS3 BroadhostrangeKlonierungsvektor, K (Kovactet al,, 1995)

pRK4352 Broadhog-rangeKlonierungsvektomit (Manket al.,, 2012)
RSP_4352 (16S rRN#dmotor, T¢

pQE30 Uberexpressionsektor HisTag, Ap Quiagen

pPET24c Uberexpressiongktor, Km Novagen

Plasmide firr das Projekt StsR

pBBRStsR pBBR1MCS?2 Derivat zur Uberexpression der s (Masterthesis Kiebel
StsR ausgehend vom nativen Promotémi 2013 Gritzner et al,
2021b)
pBBRStsR_BR pBBRIMCS2 Derivat zur Uberexpression Diese Abeit

BinderegionsRNA StsRu UpsMausgehend vom
nativen Promotoy Kni
pBBRStsR_mut pBBR1IMCS2 Derivat zur Uberexpressider Diese Arbeit
mutierten sSRNA StsR ausgehend vom nati
Promotor, Kni

pRHKfq pRK&52Derivatmit dem Gerhfq; T¢ (Berghoffet al., 2011)
pRKfq 3xFIAG pRK&852 Derivat mit dem Genhfg und einer (Berghoffet al., 2011)
3xFLAGag Sequenam 3" Ende; Tc
pDT7_UpsM206_nt pDrive Derivat mit 206 Nukleotiden von der sRI Diese Arbeit
UpsM und dem TPromotor, Ag, Km
pDT7_UpsM76_nt pDriveDerivat mit den ersten 76 Nukleotiden vc Diese Arbeit
der sRNA UpsM und dem Promotor, A, Kni
pDT7_UpsM30_nt pDrive Derivat mit ersten 30 Nukleotiden von d Diese Arbeit
SRNA UpsM und dem Promotor, Ap, Knm
pDT7_StsR pDrive Derivat mit der sRNA StsR und dem Diese Arbeit
Promotor, Ag, K
pDT7 mraY pDrive Derivat mit mraY (93 Nukleotic Diese Arbeit

Interaktionsbereich zu StsR) und dem
Promotor, Ap’, Kni

pDT7 ftsW pDrive Derivat mit mraY (124 Nukleotide; Diese Arbeit
Interaktionsbereich zu StsR) und dem
Promotor, Ag, Kni

pBBRUpsM130_nt pBBRIMCS2 Derivat zur Uberexpression Diese Arbeit
letzten 130 Nukleotide der sRNA UpsM
ausgehend vom nativen Promotdfni

Plasmide fir das ProjekEcaF1

pRKCcsR4 pRK4352 Derivat zur Uberexpression der sRN; (Billenkampet al., 2015)
CcsR#4; T¢
pRKcal CcsRH4 pRK4352 Derivat zur Uberexpression des Gel (Billenkampet al, 2015)

ccaFRSP_6037) und der SRNAs CesRE
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pRKca1 pRKI352 Derivat zur Uberexpression des Gel Diese Arbeit
ccaFARSP_6037); Tc
pRKcaFlmut_CcsRH4 pRK352 Derivat zur Uberexpression des Gel (Billenkanp et al., 2015)

ccaF1(RSP_6037) mit einer Mutation des Sta
Codons zu einem Stogpodon und der sRNA

CcsR#4; T¢

pRKca1 pRK4352 Derivat zur Uberexpression des Gel Diese Arbeit
ccaFRSP_0402); Tc

pRKcal CcsRHU pRK4352 Derivat zur Uberexpression des Gel Diese Arbeit
ccaFRSP_0402) und der sSRNAs CesRE

PBE::R.ar110000€CFP pBE4352::eCFFDreivat mit 100 Nukleotider (Penget al, 2016)

upstream des ccaFl (RSP_6037)Promotors
fusioniert an eCFP; Km
PBE:Rar12000€CFP pBE4352::eCFFDreivat mit 200 Nukleotider (Penget al, 2016)
upstream des ccaFl (RSP_6037)Promotors
fusioniert an eCFP; Km
pRKcaFL_3xFLAG pRK&52 Derivat mit dem GenccaFlund einer Diese Arbeit
3xFLAGag Sequenam 5" Ende; Tc
pET24Elis-MBRTEVccaF1l pET24c Derivat mit dem GenaFlund einerHis- Diese Arbeit
MBRTEVSequenz am ®Ende; Krh
PRKRSP_055BXFLAG pRK352 Derivat zur Uberexpression des Gel Diese Arbeit
RSP_0551nd einer3xFLAGag Sequenzam 5
Ende Tt
Ap': Ampicilin ResistenzKni: Kanamycin Resistenkg: Tetracyclin Resistenz

2.1.3 Oligonukleotide

In den nachfolgenden Tabellen sind alle in dieser Arbeit verwend@igonukleotide nach de
entsprechenden Projekn aufgelistet.

Tabelle3: Oligonukleotide fir das Projekt StsR

Oligonukleotice Sequenz (53") Beschreibung
Klonierung

StsR_B_f CTGCAGTTCACTGTCCCTCGTTCCG Diese Arbeit
StsR_B_r GGTACCAAAAAAAAGCGCCCTGACCG

StsRmut_f GTTCTACCAAGTCTGTCCCTCGT Diese Arbeit
StsRmut_f GGGACAGACTTGGTAGAACGGG

gRTFPCR

rpoZ_A ATCGCGGAAGAGACCCAGAG (Gomelskyet al., 2003)
rpoZ_B GAGCAGCGCCATCTGATCCT

upsM_A CGAGATGAGAACGGGACAG (Weberet al,, 2016)
upsM_B ATCGCTGGGTGTCCAACT

upsM_mrazZ_A CAGTGGCAGCCGCTCGAT (Weberet al,, 2016)
upsM_mraZ B GCGCCTTGGCGTCAACCT

mraZ_A AGAGGCGAATACAACCAG (Weberet al,, 2016)
mraZ_B TAGCATTCGACGTAGGAG

murG_A GGTGAACCGGCTGTTTGC Diese Arbeit
murG_B GAGGCTCATCGGATAGTCG

ftsZ A CATCACCGTGTTCGGTGTA Diese Arbeit
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ftsZz B
mraW_A
mraW_B
ftsL_A
ftsL_B
murF_A
murF_A
mraY_A
mraY_B
envA_A
envA_B
sinl_A
sinl_B
gloB_A
gloB_B

T7in vitro Transkription

T7_Ups\206 f

T7_UpsN206 r
T7_UpsM130nt_f

T7_UpsM130nt_r
T7_UpsMeént_f

T7_UpsMeoént_r
T7_StsR_f

T7_StsR_r
T7_ftsw_f

T7_ftsWr
T7_mraY_f

T7_mraY_r
T7_StsRmut_f

T7_StsRmut_r
T7 UpsMmut f

T7_UpsMmut r
T7_mrayhut_f

T7_mraYhut_r
T7_ftsWmut_f

T7 ftsWmut_r

Northern BlotSonden

p0827
pUpsM
p5S

AGATCTCCTCGATCGTCTC
TCCATGCAGCTCGATCTGG
GCTCCTCGCCATAATGATAG
AGGCGCTCAAGGATGTCT
CAGACGGTCGAAGTTCAG
GCTCGATCTCACCATCG
CGAGTTCGAGCATGTCG
GGTTCTTCGTGCCCTTC
AGCGCGGAGCTGAAGAT
AGCGAAATTCACCGGCG
CTCGATCAGCGCATTGT
TAGGGATCGCGTAATCACGCATGG
GGTGCTGGCTGCGACCGTT
GAACAATTACGCCTTCTC
CATCAGCTGGTAGCTCTC

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

TAATACGACTCACTATAGGGCGAGATGAGA, (Weberet al, 2016)

CGGGACAGTG

GAAAGCGGCGGATCGAGCGG

TAATACGACTCACTATAGTTTCATCCAATGA! Diese Arbeit

AGAT

GAAAGCGGCGGATCGAGCGG
TAATACGACTCACTATBAGATGAGAACG

GGACAGT

GGCTTCATACAGGCACCCGC
TAATACGACTCACTATAGCCGTTCTAC

CTTCACTGTC

AAAAAAAAGCGCCCTGAC
TAATACGACTCACTATAGGGASA
CAACTCGTCCGAGCACT
ACCCACGCCGAAGAAGCCGC
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGC
CGCGCTCGCGGCCATCGC
ATTGATGAGCGCATCCTTGA
TAATACGACTCACTATAGGTTCTACCA
AGTCTGTCCCTCGT
AAAAAAAAGCGCCCTGAC
TAATACGACTCACTATAGGGAGBTCA

Diese Arbeit

(Dissertation Mdller,
2016)

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

CGAGATGAGAACGGGACAGACTTCAGGGG!

GAAAGCGGCGGATCGAGCGGC

TAATACGACTCACTATAGGGBEFCGCGGCC Diese Arbeit
GCCTGGAGCGTACCGCCGGATCTGACGCT(

AGCTCGCCAT

ATTGATGAGCGCATCCTTGA
TAATACGACTCACTATAGGGASBAACTC

Diese Arbeit

GTCCGAGCACTTCGCGCGCCGCTAGGACG!

TCCTGAACCCC

ACCCACGCCGAAGAAGCCGC

GGACAGTGAAGGTAGAACGG
CGCGCCGGATCTGTCATTGGATG
CTTGAGACGCAGTACCATTG

(Peuseeet al.,, 2012)
(Berghoffet al., 2009)
(Berghoffet al., 2009)
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structure probing
UpsM_intl
UpsM_int2

TCGCATGCGCGCCGGA
TCCAACTGCGCACACA

Tabelle4: Oligonukleotide fir das Projekt CcaF1

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Oligonukleotide Sequenz (53") Beschreibung

Klonierung

6037_f TTGGGATCCAACAGCGCGACGGCAAA Diese Arbeit

6037int_r GGGCGGCGGCTCCAGGGAGGTC
AGAGACCGTAGGCGGCTTCCATC

6037int_f AGCCGCCTACGGTCTCTGACCTCC
CTGGAGCCGCCGCCCCCCTTT

CcsR4_r TTGGAATTCCTCATCGGCCGCTAGAATC

RSPKD131_0402_f TTGGGATCCAACAGCGCGACGGCAAA Diese Arbeit

RSPKD131_0402int_r GGGCGGCGGCTCCAGGGAGGTCAGAG
ACCGTAGGCGGCTTCCATC

RSPKD131_0402int_f AGCCGCCTACGGTCTCTGACCTCCCTG
GAGCCGCCGCCCCCCTTT

RSPKD131_CcsR4_r TTGGAATTCCTCATCGGCCGCTAGAATC

RSPKD131_CcsR1_f TTGGGATCCTTTCCTGCGAGGTCCCAC Diese Arbeit

RSPKD131_CcsR4 _r TTGGAATTCCTCATCGGCCGCTAGAATC

6037_3xFLAGNt_f TTGGGATCCATGGACTACAAAGACCATGAC Diese Arbeit
GATTATAAAGATCATGATATCGACTACAAAC
GACGACGATABBTTACGCAAACACCACC

6037_3xFLAGNt_r TTGGAATTCCTCATCGGCCGCTAGAATC

MBP_f TTAACTTTAAGAAGGAGATATACAATGCACC Diese Arbeit
CACCATCACCATAAAATAGAAGAAGGTAAA(
GTAACTGG

MBP_r TTGCGTAAGCGCCCTGAAAATAAAGATTCT!
CCCGAGGTT GTTGTTATTGTTATTGT

6037_f TTTTCAGGGCGCTTACGCAAACACCACCCC

6037_r GTGGTGGTGGTGGTGGTGCTTAGAGACCG
GCGGCTTCCAT

0557_f GGATCCAGACGCAGCGATGCTGTG Diese Arbeit

0557_r TCTAGACTCGTGGCGCGGCTG

0557 _3xFLAG TTGGGATCCATGGACTACAAAGACCATGAC Diese Arbeit
ATTATAAAGATCATGATATCGACTACAAAGA
ACGACGATAGBECGCCTTCGAGACGACCCG

0557_3xFLAG_r TCTAGACTCGTGGCGCGGCTG

qRTFPCR

CcsR1_A TTTCCTGCGAGGTCCCAC Diese Arbeit

CcsR1_B AAAGGACGGCGACACCAG

UpsM_A GATGAGAACGGGACAGT (Weberet al., 2016)

UpsM_B GATCGAGCGGCTGCCA

6S_A GTTCTGCCCCTCTCGTG (Elkinaet al., 2017)

6S B CGTGGTGGCATGCAGTT

tMRNA_A GCAACCCGGACTATGGA Diese Arbeit

tmRNA_B GTTGCCAGGTACCTGCG

RNaseP_A AGGAAAGTCCGGACTCCA Diese Arbeit

RNaseP_B CGATGACCATTCCTCTGG
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SPR_A GGTTGGCGCGGGCAGG Diese Arbeit
SRP_B AGAGGCTGGACATCGAC

tRNAGIly_A CGGGCGTAGCTCAGGGG Diese Arbeit
tRNAGIly_A CGGGCGATGAGATTCG

Pcrz_A GGAGTGGTAACGAGTATCCGGC Diese Arbeit
Pcrz_B GACCACGCGTATCGAGTCGA

catA_A GCGGTGCGCTTTTCTACGGT Diese Arbeit
catA_B CAGGTTGGTGCGCGGGTGGCGC

SitA_A AGGATGTGCCGTCGGTGA (Peuseret al, 2011)
SitA_B TGTAGCCTGCCGCATTGG

pufBA_A ATCACCGCGAGGAGGACAG Diese Arbeit
pufBA_B ACATCTGGCGTCCGTGGTTC

pucBA_A CGAAGCCGAACAAGTTCA Diese Arbeit
pucBA_B TTCACCACGAGCCAGATT

bchH_A ATCCCTCCATCGTGAAGCTCAC Diese Arbeit
bchH_B TAGCGGACCATCTGCTCGAGGT

pnp_A TTCCTTCTCGGCCTATGC Diese Arbeit
pnp_B AGGCGATCTTGATCACGC

mraZ_A ACCGCTCCTACGTCGAAT Diese Arbeit
mraZ_B TCGTCGAGCTCCATGTTA

gloB_A GAACAATTACGCCTTCTC

gloB_B CATCAGCTGGTAGCTCTC

T7in vitro Transkription

T7_CcsR1_f TAATACGACTCACTATATTGCTGCGAGGTC! Diese Arbeit
C

T7_CcsR1_r AAAGGACGGCGACACCAG

T7_CcsR1_f TAATACGACTCACTATATTGCTGCGAGGTC! Diese Arbeit
C

T7_CcsR4_r TTGGAATTCCTCATCGGCCGCTAGAATC

Northern BlotSonden

pCcsR1 CGTCGCCGCTGCTGCTACAGGTC

pCcsR1 (73nt) AAGGACGGCGACACCAGGGAGGAGGAGA
GGCGTCGCCGCTGCTGCTACAGGTCCCGG
GTGGGACCTC
TGGTGCAGCGACCCCAGGGAGGAGGA (Billenkampet al., 2015)
GGGGGCCG CTGCGGTTCCGATCGGCCAG!
GGAGAGGCCGTTCGAAGAGG
GGGGGCGACGGCTTHMIGGAGGAGGGAG( (Billenkampet al., 2015)
CGCCGCTTGGTCATCGGCACCGCGGGAGC

(Billenkampet al., 2015)

pCcsR2 (80nt)

pCcsR3 (88nt)

pPcrz GCAGTCGCCGGATACTCGTTACC (Manket al.,, 2012)
pUpsM CGCGCCGGATCTGTCATTGGATG (Weberet al,, 2016)
ptRNAGIly GAGCCTATCGGGATCGAAC Diese Arbeit
ptmRNA GAACGTTTACGCAGCCAG (Berghoffet al., 2009)
pSRP TACGGCTGCTTCCTTCCGGACCT Diese Arbeit
p6SrRNA GGTATCTGGCGACCACCTGAGTC (Elkinaet al., 2017)
pRNaseP CGGGCTGAGAGELTGCGGCG Diese Arbeit
pCcsRY f TTTCCTGCGAGGTCCCAC Diese Arbeit
pCcsR4 r CTCATCGGCCGCTAGAATC Diese Arbeit
p6037%CcsR4 _f TTGGGATCCTTTCCTGCGAGGTC Diese Arbeit
p6037#CcsRy_f TTGGAATTCCTCATCGGCCGCTA Diese Arbeit
ppufBA_f ACATCTGGCGTCCGTGGTTC Diese Arbeit
ppufBA_r ATCACCGCGAGGAGGAACAG Diese Arbeit
ppucBA _f GCCGAAGAAGTTCATAAGCAA Diese Arbeit

AGTGCCGAAGTCCAGTGGGCA
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ppucBA_r
psitA

p5S
pCcsR1Smel
pCcsR1Sfre
pCcsR1Rcap
p5SRhiz
p14S

iCLIP

wb! h{-RBILJG a c
RT Oligonukleotid
LO1clip2.0
L@clip2.0
LO3clip2.0
LO4clip2.0
LO5clip2.0
LO6¢lip2.0
LO7clip2.0
L08clip2.0
LO9clip2.0
L10clip2.0
L1liclip2.0
L12clip2.0
L13clip2.0
L14clip2.0
L15clip2.0
P5Solexa_s
P3Solexa_s

P5Solexa

P3Solexa

CAGCCGAGCCTTGGTAGTAG Diese Arbeit
TGTAGCCTGCCGCATTGG Diese Arbeit
CTTGAGACGCAGTACCATTG (Berghoffet al., 2009)
GGACCGGCGGGCGTCATAAAGG Diese Arbeit
GAATGATTGGCAACCGGGAGG Diese Arbeit
CTCAGGGAGGAGGAGAGAG Diese Arbeit
CTGGCAGCGACCTACTCTCCC Diese Arbeit
CTTAGATGTTTCAGTTCCC (Berghoffet al., 2009)

IrApp/AGATCGGAAGAGCGGTTCAG/ddC/ (Buchbendeet al., 2020)
GGATCCTGAACCGCT (Buchbendeet al., 2020)
/5Phos/INNNNATCACGNNNNNAGATCGGAAC (Buchbendeet al.,, 2020)
GCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/NNNNCGATGTNNNNNAGATCGGA

AGAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/INNNNTTAGGCNNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/INNNNTGACCANNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/NNNNACAGTGNNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/NNNNGCCAATNNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/INNNNCAGATCNNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/INNNNACTTGANNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/NNNNGATCAGNNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/NNNNTAGCTTNNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/INNNNATGAGCNNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/INNNNCTTGTANNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/NNNNAGTCAANNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/INNNNAGTTCCNNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

/5Phos/INNNNATGTCANNNNNAGATCGGAA

GAGCGTCGTG/3ddC/

ACACGACGCTCTTCCGATCT (Buchbendeet al., 2020)
CTGAACEICTTCCGATCT
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACT (Buchbendeet al., 2020)
TCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTC
GGCATTCCTGCTG2BCTCTTCCGATCT
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2.1.4 Labormaterial

In den nachfolgenden Tabellen sind alle in dieser Arbeit verwendeten Laborgerate
molekularbiologische Kits, Enzyme und Antibiotika nach alphabetischer Reihemifdgdistet.

Tabelle5: Labogerate und-material

Gerate Hersteller
Laborgerate Hersteller
Elektroblotter,Perfect Blue “Serdry” Blotter VWR PeglLab

9f STUONRLIZ2NI GA2y aLllz aSNE aAi ONRt dzf i BioRad
Geltrockner, Stab Gel Dryer GD5040 SciePlas
Heizblock VWR PeglLab
Imaging Screen BioRad
Kihlzentrifuge, Heraeus Fresco 17 Thermo Scientific
NanoDrop 1000 PeglLab
PhosphoimageRersonal Phospho Imager FX BioRad
PCRCycleE ¢ M n u Cyel&rS NI |- £ BioRad
gRTFPCRMaschine, CFRonnect BioRad
RotationsofenpPerfectBlot PeqLab

Screen Eraser K BioRad
Sonfizierer, Sonoplus Bandlin
Speedvac, Concentrator plus Eppendorf
Szinitillationszahler, Mini 900 Ratemeter Thermo Scientific
Spektralphotometer Specord 50Plus Analytik Jena
PEAGNIT SYGNRFAdASET hLIAYEn ¢[ - ! f Gl Beckman Coulter
U\-Tisch, UVR0O M/W Herolab
Vakuumblotter Appligene
Vakuumpumpe fur GeltrockneRiaphragm Pump Vacuubrand GmbH
+2NISESNE +2NISE DSYAS Hu Scientific Industries
Wasserbad GFL
Wasserbadschittler G76 New Brunswick Scientific
Zentrifuge, Heraeus Fresco &é&ntrifuge Thermo Scientific
Labormaterial Hersteller
Elektroporationskivette Bridge
Nylonmembran, Roti®ylon plus, 0,45 pm Roth
Rotilabo®Spritzenfilter, 0,22 pm Roth

PCR Tubes 0,2 ml VWR PeglLab
Polystyrolkivette 10 x 4 x 45 mm Sarstedt
gRTFPCR Tubes, 0,2 imdw Profile Thiwalled 8 Tube Strips Thermo Scientific
gRTFPCR Tube$ptical clear flat 8 Cap Strips Thermo Scietific
Safelock Eppi, SafeSeal Gefafl3 1,5 ml Sarstedt
Safelock Eppi, SafeSeal Gefald 2,0 mi Sarstedt
Whatman Papier Albet LabSience

GroRenstandards fur Gelelektrophoresen

GeneRuler 1 kPlus Thermo Scientific
GeneRuler 100 bplus Thermo Scientific
PeqGOLD Protein Marker IV VWRPeqgLab

RiboRulet.ow Range Thermo Scientific
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Radioaktive Nukleotide
®¥P] ATP3000 Ci/mmol
[h32P] CTP3000 Ci/mmol
[h32P] UTP3000 Ci/mmb
[h32P] ATP; 3000 Ci/mmol

Molekularbiologische Kits

Brilliant Il UltraFast SYBR® Green qPCR

Lt fdzad NI »n -26C@uUNBs{ LAy nu D
innuPREP DOUBLEpure

Hartmann Analytik
Hartmann Analytik
Hartmann Analytik
Hartmann Analytik

Agilent
GE Healthcare
Analytic Jena

LumiLight PLUS Western Blotting Roche

a9 D! aK2 NI arénsikidtiihskit ¢ T Thermo Scientific
Primea-Gen&®LabelingSystem Promega
Sequenase Quick Denature Plasmid DNA Kit Thermo Scientific
TURBO DNfkeext Y A (i Invitrogen
Enzyme

lax WSOSNRS ¢NIyaiNRLIGF&S 6H ! k>1Promega
Lysozym (1 mg/ml) Boehringer

t KdzZaA2y 5b! t2f@YSNIrasS o6u ! k>f0 Thermo Scientific

Proteinase K (20 mg/ml)

RNase A (100 mg/ml)

RNase | (10 U/ul)

RNaseOUT

WAO02[ 201 o6nn ' k>ft0
SuperScript Il Reverse Transkriptase (200 U/ul)

Promega

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

T4DNALigase (5 U/ul) NEB

T4 RNALigas€10 U/ul) NEB

T4 PolynukleotieKinase (10 U/ul Thermo Scientific

T7RNA 2f @ YSN}I asS op ! k>ft0 NEB

TagDNAt 2 f @ YSNI &S om ! k>f 0 Quiagen
Tabelle6: Antibiotika

Antibiotikum Hersteller Endkonzentration Endkonzentration

E. colfug/ml] R. sphaeroidefug/ml]

Ampicilin Roth 20 -

Gentamycin Roth 10 10

Kanamycin Roth 25 25

Rifampicin Serva - 2745

Spectionmycin Sigma Aldrich 10 15

Streptomycin Serva 10 25

Tetracyclin Serva 10 1-2
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2.1.5 Allgemeine Puffer und Lésungen

In den nachfolgenden Tabellen sind in dieser Arbeit verwendeten Stamaféed und -l6sungen
aufgelistet.

Tabelle7: Allgemeine Puffer und Losungen

Komponente Menge/ [Konzentration]
Zusammensetzung fir 1 | 10x TA&Effer

Tris 48,49 [400 nmM]
Essigsaure 11,4 ml [200 mM]
EDTA 379 [10mM]
ddHO ad1l

Zusammensetzung fur 1 | 10x TREffer

Tris 121,19 [1M]
Borsaure 61,89 [1M]
EDTA 7,449 [20 mM]
ddHO adll

Zusammensetzung fur 1 | 10x PB8ffer

KRPQ 249 [14,7 mM]
NaHPQ 1449 [43mM]
KCI 29 [27 mM]
NaCl 80¢g [1,37 M]
ddHO ad1l
Zusammensetzung 1 | 20x SB&sung

NatriumcitratDihydrat 77,429 [0,3M]

5 M NaCl 175,2g [3 M]
ddHO ad1l
Zusammensetzung fur 10x MOPiffer

MOPS 419g [200 mM]
EDTA 3,72g [10 mM]
NatriumacetatTetrahydrat 8,29 [50 mM]
DEP&+0 adll
Zusammensetzung fur 110x LaemmbiPuffer

Tris 3049 [0,19 M]
Glycin 144 g [1,9 M]
SDS 10g [1 %]

ddHO adll
Y pHWert auf 8,8 einstellen

Zusammensetzung fiir 1 M Tris HGisung
Tris 121g [1M]
ddHO ad100ml
Y gewiinschter pHWVert mit HCI
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Zusammensetzung fur 2,5 M EDTAsung
EDTA 73,069 [2,5M]
ddH:0 ad 100 ml

Zusammensetzung fur 3 M Natriumacetat (pH 4,

Natriumacetat 2469 [3M]
ddHO ad 100 ml
Y pHWert 4,5

Zusammensetzung fir DERZO
DEPC 1ml [0,1%]
H0 ad1l

Y autoklavieren

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Sterilisation

Hitzebestandige Losungen und Kulturmedien werden fir 20 ein121°Cund 1 bar Uberdruck
sterilisiert. Hitzeempfindliche Lésungen und Substanzen werden zur Sterilisation filtriert (Filter 0,2 pm
Porengrofie).

2.2.2 Kultivierung vonRhodobacter sphaeroides

Zur Kultivierung vonR. sphaeroideswird in dieser Arbeit Rhodobacte#\pfelsaure (RA)
Minimalmediumverwendet(Tabelle8) (Remest al., 2014) Zu enem Liter autoklavierten RMedium
werden vor der Verwendung 8 rsterilfiltrierte Vitamindsung Tabelle 8 und 20 mlautoklavierte
Phosphalisung Tabelle 8) hinzugegeben. Zusatzlich kdnnen Antibiotikdabelle 6) als
Selektionsmarker fir verschiederig&akterienddmme zu dem autoklavierten Medium hinzugefigt
werden.

Fur die Kultivierung voR. sphaeroideauf Agarplatten wird RAMedium vor dem Autoklavieren mit
1,6 % (w/\) BacteAgar versetzt (Tabelle 8). Fur Einzelkolonien wird entweder Zellmaterial steril mit
einer Impfose ausgestrichen oder Verdinnungen einer Flissigkultur mit einem Drigalskispatel
ausplattiert. Die RMAgarplatten werden aschlieRend bei 32 °C fur 48ilm Dunkelheit inkubiert.
Zum Animpfen vorR. sphaeroides Flussigmedium wird entweder eine einzelne Kolonie von einer
Agarplatte steril mit einer Impfése in das Medium tberfiihrt odé mleiner bereits angewachsenen
Flussigkultur in frisches, supplementiertes Medium inokuliert.
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Tabelle8. Zusammensetzung fiRhodobacte#\pfelsaure (RAYlinimalmedium

Komponente Menge
Zusammensetzung fiir 1 | R¥Minimalmedium
Apfelsaure 3049
Ammoriumsulfat 1,29
MagnesiumsulfafZHydrat 0,29
CalciumchlorieDihydrat 0,07 g
Spurenelemertsung 1,5ml
ddHO adll
Y autoklavieren
Vitamindsung 8 ml
Phosphalsung 20 ml

Zusammensetzung fur 1 | Vitamiisung

Nicotinséaure 0,29
Nictinamid 0,29
ThiaminHydrochlorid 0,449
Biotin 0,008 g
ddHO ad1l

Y sterilfiltrieren

Zusammensetzung fur 1 | Phosphdsung

Dikaliumhydrogenphosphat 459
Kaliumdihydrogenphosphat 309
ddHO adll

Y autoklavieren

Zusammensetzung fur 500 ml Spurenelemkigung

Mangan(llichlorid Tetrahydrat 10 mg
Zinkchlorid 2,5mg
Lithiumchlorid 2,5mg
Kaliumbromid 1,25 mg
Kaliumiodid 1,25 mg
Kupfersulfat 0,075 mg
Natriummolybdat Dihydrat 0,5 mg
Cobalt(lchlorid Hexahydrat 2,5mg
Zinn(l)chlorid Dihydrat 0,25 mg
Bariumchlorid 0,25 mg
Aluminiumchlorid 0,5 mg
Boran 5 mg
EDTA 10 mg
Eisen(llHcitrat 250 mg
ddHO ad 500 ml

Y autoklavieren

Zusammensetzung fiir 500 ml R¥garplatten
BactcAgar 8¢ [1,6% wiv]
RAMinimalmedium ad 500 ml

Y autoklavieren
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2.2.2.1 Mikroaerobes Wachstunvon Rhodobacter sphaeroides

Fur das Wachsturmunter mikroaeroben Bedingungen werden zu 80 mit Medium gefillte
Erlenmeyerkolben verwendet. Dieser Fillstand des Erlenmeyerkolbens fiihrt zu einem
Sauerstoffgehalt von 0;5 mg/l in der Kultur. Die angeimpften Kulturen werden bei 32 °C und 140 rpm
in Dunkelheit inkubiert.

2.2.2.2 Aerobes Wachstunvon Rhodobacter sphaeroides

Fur das Wachstum unter aeroben Bedingungen werden A4 24t Medium geflillte Schikanekolben
verwendet. Dieser Fillstand und die Schikanen des Kolbens gewéhrleisten einen Sauerstoffgehalt von
5-6 mg/l in der Kultur. Die angeimpften Kulturen werden wie bei einem mikroaeroben Wachstum bei
32 °C und 180 rpnmi Dunkelninkubiert.

Weiterhin kannR. spnaeroidesfiir photooxidative StresExperimenteunter aeroben Bedingungen
kultiviert werden(2.2.2.4). Dazu werden 60 ml Kultur in einer 100 ml Meplatflasche unter 32 °C und
Begasung (O;) kultiviert. Die Begasung der Meplatflaschen fihrt ebenfalls zu einer
Sauerstoffkonzentration von-6 mg/I.

2.2.2.3 Phototrophes Wachstunvon Rhodobacter sphaeroides

Fur die Kultivierung voRhodobactewunter phototrophen Bedingungen werden Meplatflaschen zu
100% mit Medium gefiillt, luftdicht verschlossen und mit 60/mV& Weilllicht bestrahlt. Die
Kultivierung findet bei 32 °C statt.

2.2.3 StressExperimentemit Rhodobactersphaeroides

Um das Transkrif#vel verschiedener RNAs und deren Rolle in der zellularen &tresst in
R.sphaeroideszu untersuchenwird deren Expression durch verschiedene Stressoren induil&arzu
werden verschiedemStressExperimente durchgefiibr

Fur Experimente unter mikroaeroben Bedingungen (2.2.2.1) wird eine Ubernachtkultur auf eine
optische DichtéODys0) von 0,2 ohne Zugabe von Antibiotikum verdiinnt. Die Zellen wachsen bei 32 °C
und 140 rpm in Dunkelheit auf eine @pbvon 0,4 bis 0,6, damit sie sich in der exponentiellen
Wachstumsphase befinden. AnschlieRend wird der Stressor in der entsprechenden Konzentration zu
der Flussigkultur gegeben. Um Hgizess in den Zellen auszuldsen, konnen die mikroaeroben
Flussigkultura, nachdem sie die exponentielle Wachstumsphase erreicht haben, weiter bei 42 °C
inkubiert werden. Die Zellen werden nach einer gewahlten Inkubationszeit unter den entsprechenden
Bedingungen geernte(2.16).

Fir das Wachstum voR. sphaeroidesinter phaooxidativen Stresswerden die Bakterienunter
aeroben Bedingungen in Meplatflaschen (2.2.2.2) in Anwesenheit von 0,2 pM Methylenblau bei 32 °C
im Dunkeln kultiviert, bis sie ein®Dso von 0,4 bis 0,Grreichen Zur Erzeugung voBingulett
Sauerstoff{0,) werden die Kulturen nach dem Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase mit 800
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W/m? WeiRlicht inkubiert. Die Zellen werden nach einer entsprechend gewahlten Inkubationszeit
geerntet @.2.16).

Die Zellpellets kdnnen nach der Ernte 2 °C bis 2uRNA-Isolierung 2.5.1) gelagert werden

2.2.4 Wachstumsanalyse vonRhodobacter sphaeroides

Um das Wachstum von einem oder mehre@nsphaeroideStammen miteinander zu vergleichen,

wird eine Wachstumanalyse durchgefiihrt. Hierzu werden die bislogiscle Triplikaie angeimpften
Ubernachtkulturen auf eine optische Dichte @@jpvon 0,1 oder 0,2 ohne Zugabe von Antibiotikum
verdinnt. Das Wachstum wird unter den entsprechend gewahlten Bedingungen durch das Messen der
ODyeo alle 90 Minuten beobaclkt. Das entnommene Probeviolumen zur Messung wird durch
frisches RAVledium ersetzt.

2.2.5 Bestimmung der RNAlalbwertszeiten inRhodobacter sphaeroides

Zur Bestimmung der RNAalbwertszeit irR. sphaeroidesierden Ubernachtkulturen auf eine @

von 0,2 verdinnt und unter mikroaeroben BedingungeR.Z.2.1)inkubiert. In diesem Fall werden
500ml Erlenmeyerkolben verwendet, die zu 8mit RAMedium gefiillt werden. Die Zellen wachsen
bei 32 °C und 140 rpm in Dunkelheit auf einedMdn 0,4 bis 0,6, damit s@ch in der exponentiellen
Wachstumsphase befinden. Von der Flissigkultur werden 15 ml unmittelbar vor der Rifampicin
Zugabe auf Eis geerntet. Diese Probe stellt die t = 0 Probe dar. Anschliel3end wird Rifampicin (geldst in
ddHO und 3,26 5N NaOH) mit e#n finalen Konzentration von 0,2 mg/ml zur Kultur zugegeben und
es werdenerneut 15 ml zu definierten Zeitpunkten entnommeRifampicin ist ein Antibiotikum,
welches die DNAbhangige RN/Rolymerase von Bakterien hemmt. Somit wird die Neusynthese von
RNATranskripten unterbunden undler zellulare Abbau der RNEranskripte, die sogenannte RNA
Halbwertszeit, kann mittels Northern Blot 2.5.2 oder quantitativer reaktime RT PCR 2.5.4
bestimmenwerden.

2.2.6 Hemmhotest vonRhodobacter sphaeroides

Um den Einfluss von verschiedenen Stressoren auf das Wachstuig gphaeroideau untersuchen,
kann ein Hemmhaést durchgefiihrt werden. Dafiir werden 15 ml supplementierterARAr in eine
Petrischale gegossen. Die aufeh6treseesistenz zu untersuchenden Kulturen wachsen unter
mikroaeroben Bedingunger2.@.2.1), bis sie die exponentielle Wachstumsphase erreicht haben.
Nachdem der Agar abgekiihlt und ausgehartet ist, werden 5 ml warmer SoftagiaRARgar/RA
Flussigmedium) mit 200 pl Zellsuspensiomdestellt auf eine Of3 von 0,4) gemischt und auf die
untere RAAgar Schicht gegebeBs werderb pl der zu testenden Chemikalie auf ein 0,5 mm groRes,
mit U\tLicht sterilisiertes Whatan-Papier pipettiert und mittig auf die Softagar Schicht platziert. Die
Platten werden anschliel3end fir 4& Stunden bei 32 °C in Dunkelheit inkubiert. Zur Bestimmung der
Stressesistenz wird der Durchmesser des Hemmhofs gemessen.
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2.2.7 Bestimmung der Uberlebeszellzahl vorRhodobacter sphaeroides

Um die Auswirkung von verschiedenen Chemikalien auf das UberlebeR. \sphaeroidezu testen,

kann die sogenannte Uberlebenszellzahl bestimmt werden. Dazu werden die zu untersuchenden
Stamme unter mikroaeroben Bedjongen kultiviert 2.2.2.0), bis sie die exponentielle
Wachstumsphase erreicht haben. Der Stressor wird dann in der entsprechenden Konzentration zu der
Flussigkultur dazu gegeben und die Kultunaardenflr einen gewahlten Zeitraum inkubiefanach
werden 100 pl der Flussigkultur in verschiedenen Verdinnungen aufAd@éplatten mittels
Drigalskisptel plattiert. Die Platten werden fir 48tundenbei 32 °Cr Dunkelrinkubiert, bis einzelne
Kolonien deutlich erkennbar sind. Die Kolonienzahl einer unbehandelten Kultur (ohne Chemikalie)
dient als Kontrolle und wird als 180 Uberlebensrate festgelegt. Die Koloniezahlen der behandelten
Kulturen (mit Chemikalie) werden fagie Kontrolle normalisiert, sodass eine Uberlebensrate in
Prozent ermittelt vird.

2.2.8 Biparentale Konjugation von PlasmidNA nacHRhodobacter sphaeroides

Um FremdDNA, wie zum Beispiel PlasmideRinsphaeroidesinzubringen, wird in dieser Arbeit eine
biparentale Konjugation verwendehn diesem Fall wirdet E. coliStamm S17 bei der biparentalen
Konjugation als DoneBtamm genutzt. DeE. coliS171 DonorStamm tragt das zu Ubertragende
Plasmid mit demob-Region (mobility) und die chromosomal kodiertema-Gene {ransfer). Diemob-
Gene dienen dabei zur Linearisierung des zu Ubertragenden Plasmids umch-@ene fur die
Ausbildung der HPili, Gber die der ZeRellKontakt zwischen Doneund AkzeptoiZelle hergestellt
wird.

Fur die Konjugation &rden 1,5 ml einer exponentiell gewachsemeR. sphaeroide&ultur mittels
Zentrifugation (5.000 rpm, 5 min, Raumtemperatur) pelletiert, in 100 pMRAium aufgenommen
und mit Zellmaterial deE. colS171 DonorStamms vermischt. Das Gemisch aus Damad Akzeptor
Zellen wird steril auf Nitrocellulosgilter, welche auf RPXgarplatten (Tabell®) liegen, getropft. Der
Konjugationsansatz wird anschlieend fur mindestens 4 h bei 32 °C inkiéeach werden die
Zellen mit 1 ml RMedium in einem Reaktionsgefal? von dem Filter gewaschen und in geeigneten
Verdiinnungen auf RAgarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum als Selektionsmarker
plattiert.

Tabelle9: Zusammensetzung fir Beptoneyeas)-Medium

Komponente Menge
Zusammensetzung fur 1 | IMedium

Pepton 109
Hefeextrakt 0,59
CacCl [1 M] 1ml
MgCk [1M] 1ml
0,5% FeSO 2,4 ml
ddHO adll

Y autoklavieren
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Zusammensetzung fur 500 ml FAgarplatten
BactoAgar 89 [1,6% wiv]
P¥Medium ad 500 ml

Y autoklavieren

2.2.9 UV-crosslink

Zur Isolierung von RNProteinKomplexerfir die darauffolgende iCLN®ethode muss zuvor die RNA
irreversibel durch einen Udtosslinkan das entsprechende RMBndeprotein vernetzt werden. Dafir
werden R. spharoidesZellen in 400 ml bei 32 °C und 140 rpmter mikroaeroben Bedingungen
(2.2.2.1) auf eine Oy von 0,6 angezogen. Die Zellen werden anschlie3end fur 10 mind@€ Hm

und 4 °C zentrifugiert2(2.16). Nach der Zentrifugation werden die Zellen einmal mit 40 ml 1x PBS
gewaschen und erneut fir 10 min bed80 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die Zellen werden anschliel3end
in 20 ml 1x PBS aufgenommen und 4x bei 30@mtdmit U\tLicht bestrahlt. Der Urosslinkindet

in sterilen Petrischalertatt, die sich im Eiswasser befinden. Nach jeder Bestrahlung werden die Zellen
grandlich resuspendiert. Nach dem dxosslinkwerden die Zellen erneut abzentrifugiert und bei
-20°C gelagert.

2.2.10 Kultivierung von Escherichia coli

Zur Kultivierung vork. coliwird in dieser ArbeitStandard Medium (Tabelle11) verwendet. Als
Selektionsmarker kénnen nach déiatoklavieren zusatzliche Antibiotika hinzugefligt werden. Fir die
Kultivierung vork. colauf Agarplatterwird Standard-Medium vor dem Autoklavieren mit 1% (w/v)
BactoAgar (Tabelle Q) versetzt. Fir Einzelkolonien werden Verdiinnungen einer Flissigkultur mit
einem Drigalskispatel ausplattieiDie Platten werden anschliel3end bei 37 °C fur 12 h inkuldarh
Animpfen vorE. colin Flissigmedium wird eine einzelne Kolonie von einer Agarplatte steril mit einer
Impfose in das Medium Uberflhrt.

Tabellel0: Zusammensetzung fur Standariedium

Komponente Menge
Zusammensetzung fiur 1 | Standardvledium
Pepton 159
Hefeextrakt 39
NacCl 69
Glukose 1g
ddHO adll

Y autoklavieren

Zusammensetzung fur 500 ml Standardgarplatten
BactcAgar 8¢ [1,6% wiv]
StandardMedium ad 500 ml

Y autoklavieren
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2.2.10.1 Aerobes Wachstum vogscherichia coli
Flussigkulturen vork. coliwerden unter aeroben Wachstumsbedingungen kultiviert. Dazu werden
Erlenmeyerkolben zu Z& mit Standard-Medium gefillt und bei 180 rpm und 3T inkubiert.

2.2.11 Herstellen von elektrokompetenten Zellen

Fur die Herstellung von elektrokompetenten Zellendwiter entsprechendeE. coliStamm unter
aeroben Bedingungen (2.2.10.1) bei 37°C und 180 rpm inkubiedidsiseine Oy von 0,8 erreicht
haben. Vor der ersten Zentrifugation (5.000 rpm und 4 °C) werden die Zellen fir 30 Minuten auf Eis
abgekuhlt. AnsdieRend werden die Zellen in 1 | destillierten Wasser resuspendiert und erneut
zentrifugiert(5.000 rpm und 4 °Cpieser Schritt wird ein weiteres Mal wiederhdigvorsie in 20 ml

10 % Glycerol resuspendiert werden. Nachdem die Zellen mit Glyceropesslisrt wurden, werden

sie erneut zentrifugierf5.000 rpm und 4 °@nd in 3 ml 10 % Glycerol aufgenommBiese einzelnen
Schritte dienen zur Entfernung von Salzen, die wahrend der Elektrotransformation stérend sein
kénnen.Dannwerden die resuspendiegn Zellen in 50 pul Aliquots aufgeteilt, in flissigen Stickstoff
eingefroren und bei80 °C gelagert.

2.2.12 Elektrotransformation vonEscherichia coli

Bei der Elektrotransformation, oder auch Elektroporation genannt, werden Zellen einer geringen
elektrischenSpannung ausgesetzt, wodurch die Durchlassigkeit der Zellmembran zunimmt und Fremd
DNA in die Zelle aufgenommen werden kann.

Fur die Elektrotransformation werden 50 ul kompetenkercoliJM109 oder S Zellen(2.2.11)mit

100 g PlasmieDNA (2.3.6.3) vorsichtig gemischt und blasenfrei in eine gekihlte
Elektroporationskivette Uberfuihrt. Die Elektroporation findet bei 2,5 kV fir ca. Sstais. Die
Suspension aus Zellen und PlasibA wird nach deElektropration in 500 ul StandardMedium
(Tabelle 11) aufgenommen und bei 37 °C und 180 rpm fiir ca. 1 h inkubiert, damit sich die Zellen
regenerieren und die Resisteramusgebildet wird Darach werden die Zellen in verschiedenen
Verdinnungen(10? oder 10% auf Standard -Agarplatten (Tabelle 11) mit dem entsprechenden
Antibiotikum ausplattiert und fir 12 h bei 37 °C inkubiert.

2.2.13 Expression von rekombinanten Proteinen Escherichia coli

Zuuntersuchende Proteine kdnnen tber ein induzierbares Plassiem rekombinant irfie. coliZellen
hergestellt werden. Dieses System hat den Vorteil, digkirchschnell groRe Mengen an Protein
generiet wird und diesespezifisch Uber eine Affinitatschronegraphie aufreinigerwerden kdnnen

Fir die Expression von rekombinanten Proteinen Busoliwird eine Einzelkolonie steril in &n zu

25 % mit Standard -Medium (Tabelle 11) und dem entsprechenden Antibiotikum vetsetz
Erlenmeyerkolben als Vorkultitberfiihrt und tber Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Von der
Vorkultur wird anschliel3end 1 | Standasliédium (Tabelle 11) mit dem entsprechenden Antibiotikum
1%ig inokuliert. Die Zellen wachsen danach bei 37 °C und 180 rpm auf ejirev@D0,8. e
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Expression erfolgt durch Zugabe eines Induktors entweder Uber 3 h bei gleichbleibenden Bedingungen
oder UberNachtbei 16 °C. Nach der Inkubation werden die Zellen auf Eis gee2izeif).

2.2.14 Bestimmung der Zelldichte einer Flussigkultur

Die Zelldichteeiner Flussigkultur, auch optische Dichte (OD) genannt, wird photometrisch gemessen.
Dabei werden Flussigkulturen v&ncolbei einer Wellenlange von 600 nm (§dpund Flussigkulturen
vonR. sphaeroidekei einer Wellenlange von 660 nm (édpgemessenDie OD beschreibt dabei die
Streuung von Licht an Partikeln beim Durchgang einer Suspension und wird nach dem Lambert
Beer'schen Gesetz berechnet. Bakterienkulturen ab &xi@ron 0,8 werden mit dem entsprechenden
Medium verdinnt gemessen.

2.2.15 Herstellung von Dauerkulturen

Bakterienkulturen kénnen nach einer Aufnahme in Glycerin langfristiegBB€iC aufbewahrt werden.

Die Kultur kann dann je nach Bedarf erneut auf den entsprechendenPAgiden ausgestrichen und

fur neue Experimente genutztexden. Fir die Herstellung von Dauerkulturen werden 4 ml Zellkultur,
welche sich in der exponentiellen Phase befinden, mittels Zentrifugation fir 5 Minuten bei 8.000 rpm
und Raumtemperatur geerntet. Das Zellpellet wird anschlieRend einmal mit dem entspizin
Kulturmedium gewaschen, um mdoglicReste des Antibiotikumzu entfernen. Das Zellpellet wird
dann in 750 pl Medium aufgenommen und mit 250 pP8@lycerin (autoklaviert) versetzt. Die Zellen
konnen so bei80 °C dauerhaft gelagert werden.

2.2.16 Zellante

Die entnommene Flussigkultur wird auf Eis mittels Zentrifugation geerntet. Dabei werden die Zellen
bei 4 °C und 9.000 rpm fir 10 min zentrifugiert. Die Zellpellets kdnnen anschlieRend direkt fir weitere
Schritte verwendet oder beR0 °C aufbewahrt welen.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Amplifikation von DNA mittels PolymerasKettenreaktion (PCR)

Die Polymeras&ettenreaktion, oder auclpolymerase chain reactioPCR genannt, kann genutzt
werden, um DNArgmente, ausgehend von einer geringen Menge an DNA, zu vervielféltigen. Fur
eine PCR sind die wichtigsten Komponenten eine thermostabileE2NAnerase, eine geeignete DNA
Matrize (Template) und zwei Oligonukleotide (Primer), die entsprechend komplementdemn 5-

und 3- Ende des zu amplifizierenden DIdAschnitts sind. In einem ersten Schritt wird dafir die
Basenpaarung der Template DNA bei einer Temperatur ve889% aufgeldst. Da nun das Template
einzelstrangig vorliegt, kdnnen beim Abkihlen des Reagansatzes die Primer komplementéar an der
Zielsequenz binden. Anschlie3end elongiert die IPdimerase ausgehend vombhde des Primers
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in Richtung 3Ende, bis das gewiinschte Fragment amplifiziert ist. Diese Realditinge werden ca.
35-mal wiedeholt. Die Methodezur Vervielfaltigung deDNA mittelsPCR wirdlr verschiedenste
Zwecke verwendet, die aber alle auf dem oben beschriebenen Prinzip basieren.

In dieser Arbeit wwrdendie TagPolymerase (Qiagen) undhisionPolymerase (Thermo Scientific) fur
die Amplifikation von DNA verwendet.

Tabellell: Zusammensetzung fur einen 10 ul PR&xktionsansatz

PhusionrPCR TagqPCR
Komponente Menge Menge
H0 6,3 ul 6,4 ul
Primerforward [10 uM] 0,2 ul 0,5l
Primerreverse [10 uM] 0,2 ul 0,5 pl
dNTP4gjedes 2,5 mM] 0,2 ul 0,4 pl
5x GGPuffer 2ul -
10x TagPuffer - 1l
PhusionPolymerase 0,1 ul -
(Thermo Scientific)
TagPolymerase (Qiagen) - 0,2 pl
DNATemplate* 1l 1l

* DNATemplate chromosomal [100 ng/plPlasmid30 ng/pl]; negativeKontrolle ddHO

Tabellel2: Standard PCR Programm

Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 98 °C (PhusicRolymerase) 3 min
95 °C (TadPolymerase) 5 min
Denaturierung 98 °C (PhusicRolymerase) 10 sec
95 °C (TadPolymerase) 30 sec
Annealing Primerspezifische Temperatur 30 sec 34xZyklen
Elongation 72 °C (PhusieRolymerase) 2 kb/min
72 °C (Tadpolymerase) 1 kb/min
Finale Elongation 72 °C 5 min

Zur Uberpriifung der PCR Qualitat konnelOqul des Reaktiomgsatzes auf ein TAEgaroggel (2.4.1)
oder TBEPolyacrylamidel (2.4.2) aufgetragen werden.

2.3.2 Quantifizierung von Nukleinséure

Die Konzentration der Nukleinsdure, DNA oder RWi#J photometrisch (NanoDrop) durch die

Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 260 und 28bestimmt Eine Absorption von 1

0SA Hcn YY SYGALINAOKG SAYSN YANYBHIY (G 0 @xp2 Y202 vi np sy
Dabei gibt das Verhdltnis des Absorptionsquotienten bei 260 nm (DNA) und 280 nm (Protein)
Aufschluss Uber die Reinheit der Nukleinsalras Verhaltnis voreiner DNAbetragt1,8 wahrend es

bei reiner RNA 2,bBetragt
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2.3.3 Restrikion von DNA

Bei der Restriktion von DNAagmenten koénnen Typ-Restriktionsendonukleasen verwendet
werden, die palindromische Sequenzen von 4 bis 8 Basenpaaren erkennen. Das Restriktionsenzym
katalysiert an diesen spezifischen Sequenzen eine hydrolgtiSphltung der d3NA (doppelstrangige

DNA) wodurch je nach Restriktionsenzystunt ends das heiRdsDNAFragmente ohne Uberhéange

an den Enden, odestickyends das heiRt DNAC NI 3 Y S y PR Syilbérhéigeh an den Een,
entstehen. DNA-ragmente, welche mit gleichen Restriktionsenzymen geschnitten wurden, kénnen
anschlieBend zusammen ligiert werden (2.3.4). In dieser Arbeit werden hauptsachlich Fa8f{Digest
(Thermo Scientific) Restriktionsenzyme nach Herstellerangaberendet.

2.3.4 Ligation von DNA

Die Verknupfung von zw&NAFragmenten kann tber die DNAgaseerfolgen Bei dieser Reaktion
katalysiert die DNA.igase eine PhosphodiestBindung zwischen einem freien-dydroxytEnde mit
einem freien 5-PhosphatEnde unter Verbraucton ATP

In dieser Arbeit werden Ligationen verwendet, um BRtAgmente mit einem Vektor zu ligieren. PCR
Produkte werden fir eine Klonierung in diesem Fall zuerst in einen ZwidzhgnKbnierungsvektor,

5SSt OKS RSNIJILBNRGBS O6vAIFI3ISYy t/w /f2yAy3a YAGO 2RSNJ
sein konnen, ligiert. Die entsprechenden Zwischenvektoren hangen davon ab, mit welcher DNA
Polymerase das P&@Rodukt hergestellt wurde. PCRProdukte, die mittels PhusieRolymerase
(Thermo Scientific) erstellt wurden, vgen blunt endsauf undwerdenmit dem pJET2.1 Vektor ligier
PCRProdukte, die mittels Tafolymerase (Qiager@ngefertigtwurden, wesen sticky endsauf und
werden mit dem pDrive Vektor ligiér Dabei werden die Ligationen in den Zwischenvektor nach
Herstellerangaben durchgefuhi@as Verhaltnis von Vektor zu Insert betragt 1:3 bei der Ligation von
Restriktionsprodukten in den Endvektor.

2.3.5 Isolierung von DNA

2.3.5.1 Isolierung wn Plasmid DNA aus Bakterien

Zur Isolierung von Plasmid DNA aus Bakterien wird das Prinzip der alkalischen Lyse angewandt. Dazu
werden 2 ml Bakterienkultur aus der stationaren Phase fir 5 min bei Raumtemperatur und 8.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand vd nach der Zentrifugation verworfen und das Zellpellet in 100 pl
Losund (Tabelle13) resuspendiert. Fur die Zelllyseemwden anschlieRend 200 pl Lésung Il zu den
resuspendierten Zellen gegeben1B mal invertiert und fir 5 min bei Raumtemperatur inkuhi&ur

die Denaturierung der bakteriellen Proteine und der chromosomalen Dé&idem 150 pl Lésung 1l

dazu gegeben, erneutB0 mal invertiert und fir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend werden die
Zellfragmente mittels Zentrifugation bei 13.000 rpmdu °C fiir 10 min von dem Uberstand, in dem
sich die Plasmid DNA befindet, getrennt. Der Uberstand wird in ein frisches Reaktionsgefal uberfiihrt
und erneutzentrifugiert, sodass keine weiteren Zellbestandteile im Lysat sind. Die Plasmid DNA wird
danach mitels 96% Ethanol gefallt.
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Tabellel3: Zusammensetzung fur Losung |, Il und Ill

Komponente Menge/ [Konzentration]
Zusammensetzung fur 100 ml Lésung |

Glukose 0,99 [50 mM]

1 M Tris pH 8,0 (Tabel® 2,5ml [25 mM]

2,5 M EDTA (Tabelle 7) 400 pl [10 mM]
ddHO ad 100 ml

Y autoklavieren; bei 4 °C lagern
Y Zugabe von 4 pl/ml RNase A

(200 mg/ml)
Zusammensetzung fur 20 ml Lésung 11
1 N NaOH 4ml [0,2 N]
20% SD&.6sung 1mi [19%]
ddHO ad20ml

Y frisch ansetzen

Zusammensetzung fir 100 ml Losuni Il

Kaliumacetat 29,49 [BM]
ddHO ad 100 ml
Y pHWert auf 6,5 mit Essigsaure
einstellen

Y autoklavieren; bei 4 °C lagern

2.3.5.2 Isolierung von chromosomaler DNA aBakterien

Fur die Isolierung von chromosomaler DNA aus Bakterien kann die (CE&ABmMoniumbromigH

Methode verwendet werden. Daflir werden 20 ml Bakterienkultur aus der exponentiellen Phase
mittels Zentrifugation bei 8.000 rpm und Raumtemperatur geerrbataufhin wird és Zellpellet mit

700 pl TEPuffer [TrissEDTAPuffer; Tabelle 20 NX &4 dza LJISY RASNI dzy R YA G on
Proteinase K (20 mg/ml) versetzt. Fir die Zelllyse und den Proteinverdau wird der Ansatz durch
Pipettieren vermischt und fiir e Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach werden 130 ul 5 M NaCl und
110 yl CTAReagenz (Tabelledl zugegeben, gut vermischt und fir 10 min bei 65 °C inkubiert. Im

l yaOKfdzaa 6ANR 1Tdz RSY wSFH{dA2yalyalil Ttpn >f¢
zugegelkn, durch Invertieren gemischt und 5 Minuten bei 13.000 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Die wassrige Phase wird nach der Zentrifugation in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt
und die chromosomale DNA durch Phenol/Chlorofdriraktion und Isopropandtallung
aufgereinigt.

Tabellel4: Zusammensetzung fur FEuffer und CTABGsung

Komponente Menge/ [Konzentration]
Zusammensetzung fur 100 ml Faffer

1 M Tris HCI pH 8,0 (Tabefe 1ml [10 mM]

2,5 M EDTATabelle 7) 40 ul [1 mM]

ddHO ad 100ml
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Zusammensetzung fur 100 ml CT-ABsung in 0,7 M NaCl (w/v)

NaCl 4,1ml [0,7 M]
Cetremoniunibromid 109 [109%]
ddHO ad 100ml

2.3.6 Fallung von Nukleinsaure

Nukleinsauren, wie zum Beispiel DNA oder Riden gefallt, um maogliche Verunreinigungen von
Salzen zu entferneder die Nukleinsaure in einem geeigneten Volumen aufzunehmen. Dabei macht
man sich die physikalischen bzw. chemischen Eigenschaften der Nukleinsédure zu nutzen. Durch die
Zugabe von ungaren Losungsmitteln, wie zum Beispiel Ethanol oder Isopropanol, wird die negative
Ladung der Phosphatgruppen in der Nukleinsaure aufgehoben und somit die Ldslichkeit vermindert.
Langkettige Nukleinsauneprazipitieren, wahrend einzelne Nukleotide in Loguneiben.

2.3.6.1 EthanotFallung

Bei der Féallung mit Ethanolwird die Nukleinsaurdaltige Losung mit 0,1 Volumenteile3 M
Natriumacetat (pH 5,2 bei DNA und pH 4,5 bei RNA) und 2,5 Volumer@éifdigen Ethanol (kalt)
versetzt. D& Fallung kanifir mehrere Stnden bei-20 °C, fur eine Stunde b&i0 °C oder fur 20 min

in flissigen Stickstofbtattfinden. Fir die Prazipitation der Nukleinsdure werden die Ansatze
anschlieRend fiir mindestens 30 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird nach
der Zentrifugation verworfen und das Pellet mit #8igen Ethanol gewasche&chlie3lich wird as
Prazipitataus Nukleinsaure getrocknet und in einem geeigneten Volumen DNadeRNasdreiem
Wasser aufgenommen.

2.3.6.2 IsopropanotFallung

Bei der Fallung mitIsopropanol wird die Nukleinsaurdnaltige Losung mit 0,1 Volumenteilen
Natriumacetat (3 M; pH 8 fur RNA und pH 5,2 fir DNA) und 0,7 Volumemddepropanol versetzt.
AnschlieRend wird mit der Nukleinsaure genauso verfahren wie bei den@thRallung (2.3.6.1).

2.3.6.3 n-ButanolFallung

Eine Fallung mitn-Butanol kann verwendet werden, um Ligatiansétze vor der Transformation
(2.2.12)von storenden Salzen zu reinigen. Dafur wird der Reaktionsansatz auf ein Volumen von 50 pl
mit DNase und RNasdreiem Wasser aufgefillt, mit 500 ptButanol versetzt und gevortext. Der
Ligationsnsatz wird anschlieRend mittels Zentrifugation bei 13.000 rpm und Raumtemperatur fir 10
min prazipitiert. Nach der Zentrifugation wird das Pellet getrocknet, in DNas@ RNasereiem
Wasser aufgenommen und fiir die Elektrotransformation verwen#et.12)
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2.4 Gelelektrophoretische Methoden

Zur Analyse von Nukleinsauren oder Proteinen werden in dieser Arbeit verschiedene
gelelektrophoretische Methoden verwendet. Die Auftremg der negativ geladenen Molekile, DNA,
RNA oder Proteineerfolgt dabei in einem elektrischen Feldwodurch die Molekile in einem
entsprechenden ionischen Pufferlosungpn der Kathode zur Anod&vandern. Dabei ist das
Laufverhalten der Molekile in einerenatrix antiproportional zuhrer GroéR3e.

2.4.1 TAEAgarosgele zur Auftrennung von langen DNAragmenten

Zur Auftrennung von PGRodukten oder Restriktioaasatzen ab einer Gré3e von 400 bp kdnnen 1
1,5%ige (w/v) TAETrid Acetat EDTA) Agarogeleverwendet werden. Die abgewogene Agarose wird
zur Herstellung eines Agaragds dafir in 1x TABuffer Tabelle 7)unter Aufkochen in einer
Mikrowelle geldst und in einen Gelschlitten mit eingesetz Kamm fir die Probentaschen gegossen.
Nach dem Aushartedes Gels wird der Kamm entfernt, das Gelénrdit 1x TAE geflullieGelkammer
platziert und die mit 1x Ladepuffefgbellel5) versetzten DNAProben geladen. Der Gelldiridet bei

120 V fir ca. 3@5 min statt.Nach dem Lauf kann das Gel zur Analyse fiir 15 min in Ethidiumbromid
Lésung (2 mg/ml) gefarbt werdeBas Ethidiumbromid interkaliert dabei in doppelstréangige DNA und
fluoresziert, wenn es mit Ulicht angeregt wit. Diemit Hilfe vondas Ethidiumbromid gefarbte DNA
kann nun mittels UM ransilluminator (UV20 M/W, HerolLab) fotografiert werden.

Tabellel5: Zusammensetzung fur 10 ml 10x Ladepuffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
Glycerin 6 ml [60 %]
Bromphenolblau 10mg [0,1%)]
Xylenyanol 10mg [0,1%]

ddHO ad10 ml

2.4.1.1 Extraktion von DNA aus TA&garoseelen

Damit PCHProdukte und Restriktiommsatze in weiteren Schritten verwendet werden koénnen,
mussendiese nach der Gelelektrophorese aus dem Agage$eextrahiert werden. Daflr wird das
gewilnschte DNA&ragment unter Bestrahlung von W\¢ht aus dem Agarogel ausgeschnitten und
mit Hilfe desinnuPREP DOUBLEpure Kiisalytc Jena) nach Anweisungen des Herstellers aus dem
Gel gelbst.

2.4.2 TBEPolyacrylamidele zur Auftrennung von kurzen DNRragmenten

Zur Auftrennung von PERodukten oder Restriktiomgsatzen mit einer Gré3e von unter 400 kgmn
ein 10%iges TBRolyacrylamidel (Tabellel6) verwendet werden. Dabei bildet das Polyacrylamid eine
feinere Gelmatrix als die Agarose aus, wodurch kleifAFragmente besser aufgetrennt werden.
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Die Losungen fur das Gel werden gemischt und zumigslgation zwischen zwei Glasplatten in ein
Minigelsystem gegossen. Nach der Polymerisation wird das Gel vertikak imid 1x TBEPuffer
geflllten Gelkammer platziert und die mit 1x Ladepuff€éabelle 1% versetzen DNAProbenwerden
geladen. Der Gelldifindet bei 150 V fir ca. 1,5 h statt. Zur Analyse kann das Gel ahnlich wie ein
Agaroseel (2.4.1) mit Ethidiumbromid gefarbt werden.

Tabellel6: Zusammensetzung fur Pdiges TBEolyacrylamidel

Komponente Menge
10x TBEPuffer(Tabelle 7) 0,6 ml
Acrylamidésung (40%) 1,5ml
ddHO 3,9 ml
APS (106 wiv) 24 ul
TEMED 6 ul

2.4.2.1 Extraktion von DNA aus TBEolyacrylamidelen

Fir eine Extraktion von DNA aus einem -PBEacrylamidel wird das gewiinschte DNRragment

unter Bestrahlung von Ulicht dhnlich wie bei einem Agaragd ausgeschnitten. Das Gelluck wird
anschlielend mit einer Pipettenspitze in einem 1,5 ml Reaktionsgefal? zerkleinert und mit 300 ul
Diffusionguffer (Tabelle ) tberschichtet. Die Extraktion von DNA aus einemHA@¥acrylamidel

findet Gber den Mechanismus der Diffusion fiir 12 bei 37 °C statt. AnschlieRend werden die 300 pl
Diffusionguffer in ein frisches Reaktionsgefal’ Uberfiihrt und mit Isopropanol ge2&ditq.2).

Tabellel7: Zusammensetzung fir 80 ml Diffusipngfer

Komponente Menge/ [Konzentration]
Magnesiumacetat 0,11g [10 mM]
Ammoriumacetat 3,19 [500 mM]
EDTA 0,32g [1mM]
ddHO ad 80 ml

2.4.3 Denaturierende TB#¥olyacrylamidHarnstofigele zur Auftrennung von RNA

In dieser Arbeit werden verschiedene denaturierende -PBEacrylamieHarnstoffjele zur Analyse
von RNA verwendet.

2.4.3.1 Denaturierende TB#PolyacrylamidHarnstofigele

In dieserArbeit wird haufig ein 10oiges TBPRolyacrylamieHarnstoffiel (Tabellel8) mit einer Grol3e

von 18 x 18 cm und ein@pacemDicke von 1 mm genutzt. Vor dem Zusammenbau der Glasplatten

werden diese grindlich gereinigt und die Ohrenplatte silanisiert (HakeServa). Nach dem GielRen

der Gemischung zwischen die Glasplatten polymerisiert das Gel fuir ca. 1 h bei Raumtemperatur. Nach
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der Polymerisation wird das Gel in die Gelapparatur eingespannt. DidPRi¥&n werden vor dem

Laden auf das Gel mit 0,7x Fommd-HarnstoffMix (Tabelle19) versetzt und fur 10 min bei 65 °C
denaturiert. Der Gellauf findet fir 2,5 h bei 300 V in 1x-PBfer Tabelle7) statt. Das Gel kann
anschlie@end fir einenNorthern Blot verwendet oder zur Qualitatskontrolle der RNA in
Ethidiumbromid gefarbt werden.

Tabellel8: Zusammensetzung fur P@iges TBPRolyacrylamieHarnstofbel

Komponente Menge
Harnstoff 16,8 ¢
10x TBEPuffer(Tabelle 7) 4ml
Acrylamidésung (40%) 10 mi
ddHO ad 40 ml
APS10% wi/v) 120 pl
TEMED 20 pl

Tabellel9: Zusammensetzung flr FormardithrnstoffMix

Komponente Menge/ [Konzentration]
Harnstoff 3,69 [6 M]
10xTBEPuffer(Tabelle 7) 1mi [10 %]
Deionisiertes Formamid 8 ml [80 %]
Bromphenolblau 10mg [0,1%]
Xylencyanol 10mg [0,1%]

ddHO ad10 ml

2.4.3.2 Denaturierende TB#olyacrylamidHarnstoffgele fir RNADegradatiors-Experimente

Fur ein RNMegradationsExperimentwird ein 6%iges TBPolyacrylamieHarnstoffiel (Tabelle20)

mit einer Grof3e von 18 x 18 cm und eisgaceDicke von 0,3 mm genutzt. Das Gel wird genauso wie
in 2.4.3.1 beschrieben hergestellt. Die RR@ben aus denbegradations€Experimentwerden vor
dem Beladen auf das Gel mit 0 FarmamidHarnstoffMix (Tabellel9) versetztund fiir 10 min bei 65

°C denaturiertDer Gellauf findet fir 1,5 h bei 300n/1x TBEPuffer Tabeller) statt. Nach Beendigung
der El&trophorese wird das Gel aWhatmanPapier Gbertragen und fir 2 Stunden bei 80 °C auf
einem VakuurTrockner getrocknet. Die Detektionnd Visualisierungder radioaktiven Proben
geschiehtiber einen Phosphoimagé¢?.5.10.

Tabelle20: Zusammensetzung fur%iges TBPolyacrylamieHarnstofel

Komponente Menge
Harnstoff 8,449
10x TBEPuffer 2 mi
Acrylamiddsung (40%) 3 mi
ddHO ad 20 ml
APS (106 w/v) 60 pl
TEMED 10
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2.4.4 Native TBEPolyacrylamidiele fur RNAshift-assayg EMSA)

Zur Analyse von RNWobilitats-shift-assaysEMSASs) werden%ige TBPolyacrylamidel (Tabelle21)

mit 0,25x TB#Puffer und einerSpacerDicke von 0,3 mm genutzt. In diesem Fall wird jedoch kein
Harnstoff in @m Gel verwendet, damit der ausgebildete RRNA oder RNAProteinKomplex nicht
denaturiert wird. Das Gel wird genauso wie in 2.4.3.1 beschrieben hergestellt. Die Proben werden mit
einem nativen RNAadepuffer Tabelle21) versetzt und direkt auf das Ggéladen. Der Gellauf findet

fur 3 h bei 200 V in 0,25x TPHffer Tabelle7) und 4 °C (Kuhlraum) statt. Nach dem Gellauf wird das
Gel aufWhatmanPapier Ubertragen und fur 2 Stunden bei 80 °C auf einem Vakuookner
getrocknet. Die DetektiorDie Detekibn und Visualisierung der Signale geschieht tber einen
phosphoimaging2.5.10.

Tabelle21: Zusammensetzung fur%iges TBPolyacrylamigdel

Komponente Menge
10x TBEPuffer(Tabelle 7) 0,5 ml
Acrylamiddsung (40%) 3 mi
ddHO ad 20 ml
APS (106 wiv) 60 ul
TEMED 10

Tabelle22: Zusammensetzung fur nativen RiNAdepuffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
10x TBEPuffer(Tabelle 7) 5l [0,5%]
Glycerol 500 ul  [50%)]
Bromphenolblau 1mg [0,1%)]

ddHO adl ml

2.4.5 Sequenziegel fur structure probingReaktionen

Fir die Auftrennung destructure probindReaktionenZ.5.7) werden 8%ige Sequenzigele mit einer

Grofe von 40 x 20 cm und eirsgraceDicke von 0,3 mm verwendet. Die Glasplatten werden vor dem
Giel3en des Getgundlich gereinigt und die Ohrenplatte silanisiert (BlueSlick; Serva). Um eine saubere
Auftrennung und Reproduzierbarkeit der Expegnte zu gewéhrleisten, werden in diesem Fall die
vorgefertigten RothiphoreseSequenziergel Mischungen (Roth) verwendet (TabeBe Pas Gel
polymerisiert fur 2 h bei Raumtemperatur. Nach der Polymerisierung erhalt das Gel eine Vorlaufzeit
von ca. 1 h be2000 V, damit eine optimale Temperatur von 50 °C in dem Gel erreicht wird. Zur
besseren Warmeverteilung in dem Gel wird eine Metallplatte an den (aléesp befestig. Die Proben

aus derstructure probingReaktion 2.5.7)werden vor dem Laden auf das Geit 0,7x Formamid
HarnstoffMix (Tabelle 19) versetzt und fir 10 min bei 65 °C denaturiert. Der Gellauf erfolgt
anschlieBend bei 2000 V fur ca. 2,5 h. AnschlieBend wird das GehatrhanPapier tbertragen und

fur 2 Stunden bei 80 °C auf einem Vakutlirackner getrocknetDie Detektion und Visualisierung der
Signale geschieht tber einen Phosphoimgges.10.
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Tabelle23: Zusammensetzung fur@iges Sequenzigal

Komponente Menge
Rotiphorese®Sequenziergel Konzentre 12,8 ml
Rotiphorese®Sequenziergel Verdinne 23,2 ml

Rotiphorese®Sequenziergel Puffer 4ml
APS (106 w/iv) 300 pl
TEMED 30 pl

2.4.6 Denaturierende Formaldehyd\garoseele zur Auftrennung von RNA

In dieser Arbeit werden neben denaturierenden TB#yacrylamieHarnsbffgelen auch Formaldehyd
Agarosegele zur Analyse von RNA verwendet. Wahrend-F@lacrylamieHarnstofele fir die
Auftrennung von kleinen RNWolekiilen besser geeignet sind, dienen FormaldeAgdrosgele zur
Untersuchung von grof3en RN#agmenten, wigum Beispiel mMRNAs.

2.4.6.1 Denaturierende Formaldehyd\garoseele fur Northern Blots

Fur die Auftrennung von groReren RIRFagmenten wird ein %iges Formaldehydgarosegel (Tabelle

24) verwendet. Vor dem Zusammenbau der Gelkammer und des Gelschlittens wird alles grtindlich mit
1 M NaOH und DEPREasser gereinigt, um Kontaminationen mit RNasen zu vermeiden. Zur
Herstellung des Gels wird die abgewogene Agarose in fEREer Tabelle7) unter aufkochen in

einer Mikrowelle geldst. Nachdem die Agarédeschung fir ca. 10 min abgekuhlt ist, wird 10x MOPS
Puffer (Tabelle 7) und Formaldehyd dazugegeben und die Mischung in den Gelschlitten mit
eingesetztem Kamm gegossen. Nach Ausharten des GelslgrikKamm entfernt und das Gel in der
Gelkammer mit 1x MOPRuffer platziert. Wahrend dieser Zeit werden 10 pg der zu untersuchenden
RNA in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfihrt und mitBgeedVagetrocknet. AnschlieRend wird die
getrocknete RNA in 9 RNAProbenpuffer (Tabelle®) aufgenommen und mit 1 yl RNAdepuffer
(Tabelle B) versetzt. Um Sekundarstrukturen in der RNA zu I6sen, wird die RNA fir 10 min bei 65 °C
vor dem Laden aufs Gel denaturiert. Der Gellfiblgt anschlieBend bei 125 V fiir ca. 3 h. Das Gel
kann anschlie3end fir einédorthern Blotverwendet werden oder zur Qualitatskontrolle der RNA in
Ethidiumbromid gefarbt werden.

Tabelle24: Zusammensetzung fur%iges FormldehydAgaroseel

Komponente Menge/ [Konzentration]
Agarose 1,19 [1 %]
DEP&H.0O 80 ml

Y aufkochen
Formaldehyd [3B4] 20 ml [6,7 %]
10x MOPSuffer 11 ml
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Tabelle25: Zusammensetzung flRNAProbenpuffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
10x MOPS 50 pl [1x]
Formamid 250 ul - [50 %]
Formaldehyd 89 [8,5%]
DEP&H.0O 111 pl

Tabelle26: Zusammensetzung fur 10x RiNAdepuffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
Glycerin 6 ml [60 %]

EDTA 0,4u  [0,1mM]
Bromphenolblau 10mg [0,1%]
DEP&H:0 ad 10 ml

2.4.7 SDSPolyacrylamidjele zur Auftrennung von Proteinen

Ahnlich wie bei Nukleinsaunekonnen auch Proteine rzuAnalyse in einer Gelelektrophorese
aufgetrennt werden. Die Proteine missen, bevor sie in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden,
mit SDS (Sodiumdodecylsulfat) enthaltenen Ladepuffer aufgekocht werden. Bei diesem Vorgang
werden die Proteine denaturietind erhalten durch die SEMSolekiile eine starke negative Ladung.
Durch diese starke negative Ladung ist die Eigenladung des Proteins irrelevant und die Auftrennung
der Proteine in einem elektrischen Feld erfolgt antiproportional zum Molekulargewichtiekerd
Arbeit werden diskontinuierliche SElyacrylamidgelelektrophoresen (SPAGE) bestehend aus
einem Sammelund Trenngel verwendet. Das Sammelgel besitzt im Unterschied zum Trenngel einen
geringeren Prozentsatz an Acrylamidgtund einen niedrigerepHWert (6,8), wodurch die Proteine

beim Ubergang von Sammel Trenngel komprimiert werden und als scharfere Bande in das Trenngel
Ubergehen.

Fur ein SD®olyacrylamidel wird in diesem Fall das Mgals/stemvon Hoefer verwendet. Nach dem
Enspannen der Glasplatten in die Apparatur wird, bis ungeféhr 2/3 der Hohe der Glasplatten erreicht
ist, die TrenngeMischung zwischen die Platten gegossen. Die Konzentration an Polyacrylamid in dem
Trenngel hangt davon alwie grof3 die zu untersuchenden Proteine sind. Fir eine saubere Auftrennung
eines Proteingemisches wird dafiir in den meisten Féllen eigoites Trenngel verwendet (Tabelle
27). Damit zwischen Trearund Sammelgel eine klare Kante entsteht und das Trennpee
Sauerstoffzufuhr polymerisieren kann, wird das Trenngel mi%9&thanol Uberschichtet. Nach der
Polymerisierung des Trenngels wirdsdEthanol entfernt und das Sammelgel (Tabellg@ @egossen.

Der Kamm fir die spéateren Praftaschen wird in die ndtflissige Sammelg®lischung gesteckt.

Nach der Polymerisation des Sammelgels kann der Kamm entfernt und das fertige &el in d
Gelkammer platziert werden. Die Proteinproben werden vor dem Laden auf das Gel mit 4x SDS
Ladepuffer (Tabell29) versetzt undiir 10 Minuten bei 96 °C erhitzt, sodass die Proteine denaturiert
und mit SDS$/olekilen versetzt vorliegen. Der Gellauf findet fir 1 h bei 200 V in 1x Ladiffér

(Tabelle 7) statt. Nach dem Gellauf kann das Gel zur Visualisierung der Proteinbanden mit
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Coomassi®sung 2.6.3.0) oder Silbernitrat Z.6.3.2 gefarbt werden oder zur weiteren Analyse der
Proteine fur eineWestern Blo(2.6.3 verwendet werden.

Tabelle27: Zusammensetzung fur Trenngel und Sammelgel

Komponente Menge
Zusammensetzung fur 1%iges Trenngel

4x Trenngelpuffe(Tabelle 28) 2,5ml
Acrylamiddsung (40%) 3mi
ddHO 4,4ml
APS (106 wiv) 100 pl
TEMED 10 pl

Zusammensetzung fur 4%iges Sammelgel

4x SammelgelpuffefTabelle 28) 1,2ml
Acrylamidosung (40%) 0,4ml
ddHO 3,35ml
APS (106 wiv) 50 pl
TEMED 50 pl

Tabelle28: Zusammensetzung fur Trenngehd Sammelgeuffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
Zusammensetzung fur 4x Trenngeiffer

TrisHCI pH 8,8 (Tabelle 7) 4559 [1,5M]

SDS 1lg [0,4 %)]

Zusammensetzung fur 48ammelggbuffer
TrisHCI pH 6,8 (Tabelle 7) 15,149 [0,5 M]
SDS 1g [0,4 %]

Tabelle29: Zusammensetzung fur 4x SD&lepuffer

Komponente Menge
Glycerin 15% (v/v)
Bromphenolblau 0,03% (w/v)
Mercaptoethanol 20% (v/v)
4x Sammelgelpuffer 25% (viv)
SDS 4% (w/v)
ddHO ad 100%
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2.5 RNAbiochemische Methoden

2.5.1 RNAlsolierung

Fir die Isolierung von GesaRNA aus Bakterienzellen werden in dieser Arbeit zwei unterschiedliche
Methoden verwendet. Beide Methoden basieren auf der Isolierung der RNA mittelsndabesos,
wodurch sich Protemaus dem Zelllysat mit dem unpolaren, sauren Phenol zu einer organischen Phase
verbinden undsich die RNA in einer wassrigen Phase sammelt. Dadurch wird die RNA von den
restlichen Zellbestandteilen getrennt.

Eine Methode zur Isolierung d&esant-RNA aus den Zellen geschieht mit heiRem Ph@ulierre&
Darnell, 1962und dient zur Gewinnung von groRen Mengen an RNA (2.5.1.1). Dabei werden verstarkt
grolRere RNAs, wie tRNAs, rRNAs und mRNAs, angereichert, die anschliel¥emnayfsen mittels
Northern Blot oderes Transkriptons verwendet werdenAu3erdem kann i@ GesamtRNA auglen

Zellen Uber TRIzol isoliert werden. Bei dieser schnelleren Methode werden zumeist RNAs aggereich
die kleiner als tRNAs sifBammet al., 2015)

2.5.1.1 RNAlsolierung mit heilem Phenol

Fir die Isolierung der GesasRNA wird das Zellpellet nach der Zeilter (2.2.16) in 200 pl kalten
Resuspensiapuffer (Tabelle 8) aufgenommen. Nach der Zugabe von 200 pl pyHer (Tabelle 8)

und kurzem vortexen erfolgt die Zelllyse fur 90 sec bei 65 °C. Anschlielend werden 400 pul auf 65 °C
vorgewarmtes Phenol, welckamit Wasser gesattigt ist, zu den lysierten Zellen gegeben, gevortext
und die Proben fur 3 min bei 65 °C inkubiert. In diesem Schritt denaturieren alle Proteine in dem
Zelllysat und verbinden sich mit dem unpolaren, sauren Phenol, wahrend sich die Sikieim der
wassrigen Phase ansammelt. Nach der Inkubation bei 65 °C werden die Proben imfil&tiilstoff
gefroren, um die Aktivitdit von RNase zu vermeiden und eine bessere Phasentrennung im
darauffolgenden Zentrifugationsschritt (15 min bei 13.0pthrund Raumtemperatur) zu erhalten.
Nach der Zentrifugation wird die wassrige Phase, in der sich nun die RNA befindet, in ekfr&ibsse

1,5 ml Reaktionsgefald tberfuhrt. Die organische Phase mit den denaturierten Proteinen und dem
Phenol werden verworfenDiese Schritte werden zweimal wiederholt, um eine moglichst hohe RNA
Reinheit zu erhalten Nachfolgendwerden die Proben mit 400 pl Chloroform:lsoamylalkohol
(Verhaltnis von 24:1) versetzt, gevortext und erneut bei 13.000 rpm und Raumtemperatur fir 5 min
zentrifugiert, damit potenzielle Phenolreste entfernt werden. Die wassrige Phase, in der sich die RNA
befindet, wird in ein RNaskeies 1,5 ml Reaktionsgefal’ Gberflihrt und mittels 3 M Natriumaeetat
Losung (Tabelle 7) und Ethanol gefl8(6.7).

Tabelle30: Zusammensetzung fir Resusp@ms- und Lysipuffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
Zusammensetzung fiir 80 ml Resuspenipaofer

Saccharose 8,22g [0,3M]

3 M Natriumacetat pH 4,5 270yl 0,01 M]
ddHO ad 80 ml

Y autoklavieren
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Zusammensetzung fur 80 ml Lygidfer

20% SDS 8 ml [2 %]
3 M Natriumacetat pH 4,5 270yl [0,01 M]
ddHO ad80 ml

Y autoklavieren

2.5.1.2 RNAlsolierung mit Trizol

Fur die Isolierung der GesaiRNA wird das Zellpellet nacker Zellernte 2.2.16) in 1 ml peqGOLD
TriFast (Trizol) resuspendiert und fur 5 min auf Eis inkubiert. In diesem Schritt werden die Zellen durch
das Guanidiniumthiocyanat undeth sauren Phenol in de Trizol Reagenz lysiert und die Proteine in
dem Zelllysatlenaturiert. Die RNA reichert sich entsprechend wieder in der wassrigen Phase an. Durch
die Zugabe von 200 pl Chloroform und einem anschlieBenden Zentrifugationsschritt (15 min bei 13.000
rpm und Raumtemperatur) tritt erneut eine Phasentrennung auf, leeisich die RNA in der wéassrigen
Phase befindet. Die wassrige Phase wird in ein RNemss 1,5 ml Reaktionsgefall tberfuhrt und
mittels Ethandd gefallt(2.3.6.)).

2.5.1.3 DNaseVerdau

Obwohl bei der RN#solierung mit Phenol oder Trizol in einem sauren MibeilpH 4,5 gearbeitet

wird, wodurch mehr RNA als DNA angereichert wird, kann BNZKontaminationen kommen. Diese
DNAKontaminationen kdnnen bei nachfolgender Verwendung, wie zum Beispiel einer quantitativen
real time RFPCR oder einer Transkriptomarsdy@.5.11) storen. Deshalb wird ein DNa¥erdau
mittels TURB&DNase (Thermo Scientific) durchgefihrt. Fir den Verdau werden 10 pg Gesmt

aus der RNAsolierung (2.5.1.1) verwendet und die Reaktion gemalR den Angaben des Herstellers
durchgefuhrt (Tabdd 31). Nach dem DNaséerdau wird die RNA erneut mit Ethanol gef&lB(6.]).

Tabelle31: Reaktionsansatz fir DNasterdau

Komponente Menge
RNA 10 pg
10x DNaséuffer (Thermo Scientific) 5l
TURB@Nase (Therm8&cientific) 1 pl

2.5.2 Northern Blot Analyse

2.5.2.1 Northern Blot Analyse von kleinen RNAs

Bevor die RNA auf eine Membran Ubertragen werden kann, muss die GBddntin einer
Gelelektrophorese der Grof3e nach aufgetrennt werden. Um kleine RNAs, wie zum BeispighgRNA
einer Lange von 5800 nt aufzutrennen, wird ein Polyacrylamtihrnstofbel (2.4.3.1) verwendet. Die
Ubertragung der RNA auf eine Nydbtembran erfolgt anschlieRend liber einsemidryBlot. Dazu
werden sechs WhatmaRapiere und eine NyleNlembran aufdie Gré3e des Gels zugeschnitten und

67



Material und Methoden

mit 1x TBEPuffer befeuchtet. Bei dersemidy Blot werden zuerst drei feuchte Whatmapapiere
gestapelt auf die AnodeRlatte gelegt. Auf die Papiere wird anschlieBend die befeuchtete Membran
und dann das zurecht geschnittene Gel platziert. Auf das Gel werden erneut drei Lagen feuchtes
WhatmanPapig gestapelt. Danach wird die Kathodenplatte mit der Anodenplatte befestigt. Der
Transfer der RNA auf die Membran erfolgt beemidryBlot Giber ein elektrisches Feld bei 250 mA fiir

ca. 2,5 h. Nach demlottenwird die RNA mittels U¥rosslinkest auf detMembran gebunden.

2.5.2.2 Northern Blot Analyse von grofzen RNAs

Um grofRere RNMolekile, wie zum Beispiel mRNAs, mittels Northern Blot zu untersuchen, wird die
GesamiRNA in einem Formaldehyabjaroseel (2.4.6.1) aufgetrennt. Bevor jedoch die RNA aus dem
Gel aufdie Membran Ubertragen wird, muss das Gel nach der Elektrophorese fir jeweils 30 min in
Denaturierungspuffer (Tabelle2Bund Neutralisierungspuffer (Tabell®)3geschwenkt werden. Die
Ubertragung der RNA aus dem Gel auf die Membran wird in di€séimittels Vakuuserzeugt. Dazu

wird ein WhatmarPapier, welches ca. 1 cm groR3er, und eine Nydembran, welche genau so grof3

wie die Maske des Vakuum Blotter ist, angefertigt. Auf den Vakuum Blotter wird zuerst das mit 10x
SSC angefeuchtete Whatm®apier und dann die Maske mit der Membran gelegt. Auf die Membran
und die Maske wird nun das Agargst mittig platziert, sodass das Gel mit den Randern die Maske
Uberlappt. Das Gel wird anschlieBend mit 10x SSC Uberschichtet und die RNA mittelsswakuilta

mbar fur 1 h auf die Membran tbertragen. Nach dBiottenwird die RNA mittels U¥rosslinkfest

auf der Membran gebunden.

Tabelle32: Zusammensetzung fur Denaturierurgsd Neutralisierungsuffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
Zusammensetzung fir 250 ml Denaturierunsfer

1 M NaOH 12,5ml [0,05 M

5 M NaCl 7,5ml  [0,15 M]
DEP&+.0 ad 250 ml

Zusammensetzung fur 250 ml Neutralisierunmsfer

1 M Tris pH 7,5 25ml  [0,1M]
5 M NaCl 75ml  [0,15 M]
DEP@+0 ad 250 ml

2.5.2.3 Hybridisierung der Northern Blot Membran
Um eine spezifische RNA auf einer Northern Blot Membran nachweisen zu kénnen, wird die Membran
mit einer komplementéaren, radioaktiv markierten Sonde hybridigi2rb.3). Dabei bindet die Sonde,
welche ein OligdNukleotid oder ein PCR Produkt ist, komplementar an der entsprechenden RNA.
Je nachdem, welche Sonde fir die Detektion verwend&d, muss die Membran mit dem
entsprechenden PuffeBystem hybridiiert werden. Um kleine RNAs, wie sSRNAs, zu detektieren, wird
das Churchund Gilbert Puffersystem(Church& Gilbert, 1984yerwendet [abelle33). Dafur wird die
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Membran fur 1 h bei 42 °C in 30 ml ChuRikffer in einem Rotationsofen prahybridisiert. Anschliel3end
werden5-10 pl (calC® cpm)der radioaktiv markierten Sonde zu dem Hybridisierungspuffer gegeben.
Die Hybridisierung findet tber Nacht @mtRotation bei 42 °C statt.

Tabelle33: Zusammensetzung 300 ml Chuwtebffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
BSA 34 [1 %]

1 M NaPPuffer pH7,2 150 ml  [0,5 M]

250 mM EDTA 12ml  [1mM]

20% SDS 105 ml  [7 %]
DEP&H.0O ad 300 ml

2.5.2.4 Waschen der Northern Blot Membran

Nach der Hybridisierung der Membran mit der radioaktiv markierten Sonde wird die Uberschissige,
nicht gebundene Sonde durbdtlaschen der Membran entfernt. Dazu wird die Membran mehrere Male
bei 42 °C im Rotationsofen mit Wagctffer (Tabelle 3) inkubiert.Sobald keine Hintergrundstrahlung

an den Randern der Membran feststellbar ist, kann die Membran in eine Plastikfolie eingeschweil3t
werden und fir die Detektion der Sign@eschieht tbephosphoimaging2.5.10)

Tabelle34: Zusammensetzung 1 | Wagelifer

Komponente Menge
20x SSCrabeller) 250 ml
20% SDS 0,5 ml
ddHO ad1l

2.5.2.5 Abldsen von radioaktiv markierten Sonden von der Membran

Zum Abldsen der gebundenen Sonde von der Membran kann diese fiir 30 SiripipingLosung
(Tabelle35) bei 95 °C aufgekocht werdeim Anschluskann die Membran mit weiteren Sonden
hybridisiert werden.

Tabelle35: Zusammensetzung ISkrippingLdsung

Komponente Menge
20x SSCrabelle?) 250 ml
20% SDS 5ml
ddHO ad1l
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2.5.3 Radioaktive Markierung von Nukleinsaure

Nukleinsauren, in diesem Fall Di@igonukleotide oder PCR Produkte, kdnnen radioaki@rkiert
werden, um eine spezifische RNA auf einer Northern Blot Membran nachzuweisen. Dabei ist-die DNA
Sonde komplementar zur ZiBINA und bindet in einem entsprechenden Pidfstem an dieser. Fur

den Nachweis von kleinen RNAs werden hauptsachlich aktNomarkierte DNAOligonukleotide,
wahrend fir groRere RNAs vor allem markierte PCR Produkte verwendet werden.

2.5.3.1 Radioaktive Markierung von DN®ligonukleotiden

Einzelstrangige Oligonukleotide (10 mM) konnen mit HilfeRidynukleotidkinase (Thermo Scientific)

radioaktiv markiert werden. Das Enzym katalysiert dabei den Transfer eines radioaktiven Phosphats
(**2Phosphats) an das-Hydoxylende der DNA. Diese Reaktion findet in gird® pl Reaktionsansatz

(Tabelle 8) unter 37 °C fir eine Stunde statt und wird durch die Zugabe von 40 HPdTeE
(Sodium/Tris/[EDTRuffer; Tabelle 3) abgestoppt. Nach Beendigung der Reaktion wird das radioaktiv
YIENJASNIS htAdz2ydz £ S2GAR -Sanléhdld n&ch Anhgabdies idedsields x»  a A O
aufgereinigt. Dabei wird freies Enzym und Uberschissig&P]dATP entfernt. Das radioaktiv

markierte Oligonukleotid kann anschlief3Eei-20 °C gelagert werden.

Tabelle36: Reaktionsansatz fur 10 pl

Komponente Menge/ [Konzentration]
Oligonukleotid [10 uM] 2 ul [2 uM]

T4 Polynukleotidkinase [10 U/ul] 1l [1 U/pl]

10x Puffer A 1ul [1x]
W*¥P]dATP [10 pCi/ul] 3ul [3 pCi/pl]
ddHO 3ul

Tabelle37: Zusammensetzung SPaffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
5 M NacCl 2ml [100 mM]

1 M Tris HCI pH 8,0 (Tabelle 7) 1ml [10 mM]

250 mM EDTA (Tabelle 7) 400 pl - [1 mM]
ddHO ad 100 ml

2.5.3.2 Radioaktive Markierung von PCRrodukten

Doppelstrangige PGRodukte (251g) werden durch eimandom primingradioaktiv markiert. Dafur

wird das Primea-Gene Kit (Promega) nach Angaben des Herstellers verwendet. Das radioaktiv
markierte PCR N2 Rdz]l & 6ANR I yaOKft A Sa S yaR0oShuickeNhathMygablert £ dza G N
des Herstellers aufgereinigt und kann B20° C gelagert werden.
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2.5.4 Quantitativereal time RFPCR (qRPCR)

Die quantitativereal timeRFPCR (gRPCR) ist eine Methodem die Expression von verschiedenen
Genen guantitativ zu amgsieren. In einem initialen Reaktionsschritt wird die gesamte RNA mit Hilfe
der reversen Transkriptase (RT) in cOb#mplementaryDNA) transkribiert und dient anschlieRend

als Vorlagetémplate) fir eine Polymerasi&etenreaktion (PCR). Dabei kann die Amplifikation der
PCRProdukte mit spezifischen Oligonukleotiden in Echtzeil(timé durch die Fluoreszenzmessung

des Farbstoffs SYBR Green, der in doppelstrangige DNA interkaliert, nachverfolgt werden. Anhand des
Ampifikationszykluses, bei dem die gemessene Fluoreszenz einen definierten Schwellenwert
Uberschreitet, kann in Relation zu einem Standard die vorliegendeNrRM@e berechnet werden.

LY RAS&ASNI ! NBSAG 6ANR RIFa . NEBR MasteryMix Kit (Agilent) £ G NI m
verwendet. In diesem Kit &vden die reverse Transkription der gesamten RNA in cDNA und die
anschlielende PCR in einem Schritt durchgefiuihrt. Die Reaktionen werden nach Angaben des
Herstellers in einem 10 pl Reaktionsansalalele 38) durchgefiihrt. Die Konzentration der
eingesetzten RNA, die keine Kontaminationen von DNA erhalten sollte (2.5.1.3), betragt in einem
Reaktionsansatz 40 ng und fur abundante FOyw&zies 4 ng. Die relative Expression R der zu
untersuchenden Gene wirdifein unverandertes Referenzgap@Zoder 16S rRNA) oder eingpike

in RNA ginlin vitro Transkrip} normalisiert und Uber die Quantifizierungsformel ngétaffl, 2001)
errechnet.

Tabelle38: Reaktionsansatz fur 10 pl

Komponente Menge
2x Master Mix 5l
Primersensg10 uM] 0,5 pl
Primerantisensg10 pM] 0,5l
DTT[100 mM] 0,1 pl
Reverse Transkriptase 0,4 ul
DNAfreie RNA [20 ng/ul] 2 ul
DNase/RNaséeies HO 1,5l

2.5.5 Invitro Transkription

Einein vitro Transkriptiornwird verwendet um gezielt RNMolekile aus einelinearen DNAViatrize
(template) zu synthetisieren. Daflr muss ein geeigneter Phpgemotor, in diesem Fall von T7
Phage (Sequenz: TAATACGACTCACTATA), an-HBadesder DNMatrize angefuigt werden. Das
Anfiigen des TPromotorss kann dabei tUber die verweatén Primer zur Matrizenvervielfaltigung
mittels PCR geschehen. Durch die Zugabe von rNTP’s, dtag@n RNARolymerase und dem
entsprechenden Puffer kann nun die RNA von dem-I&i#plate synthetisiert werden.

In dieser Arbeit werden synthisierte RNATranskripte furEMSA (electrophoretic mobility shift
assay), structure probingexperimente undRNADegradationsExperimentverwendet. Hierfur kann
diein vitro Transkription entwedenicht radioaktia 1 1) duichigefiihrtwerden(Tabelle39), oder fiir
verschiedene Versuche intern mit radioaktiven M*3-UTP (000 Cimmol; 10 uCi/ul; Hartmann
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Analytic) markiert werderfTabelle39). Fir diein vitro Transkription weden 100 nM aufgereinigte
DNAMatrize in einem 25 pl Reaktionsansatz verwendet. Nach einer Inkubation bei 37 <CHiwisd

1 yl TURBO DNase (Invitrogen) dazu gegeben und fur weitere 20 min inkubiert. Durch diesen Schritt
wird das vorhandene DNiemplate abgebaut. Um die synthetisieyr RNA von den restlichen
Bestandteilen des Reaktionsansatzes zu reinigen, wird eine Phenol/Chlotaktraktion
durchgefihrt. Dazu wird der 25 ul Reaktionsansatz auf 200 pl mit DNaseMRbliase Wasser (Roth)
aufgefillt, 20 ul Phenol dazu gegeben und gevortext. Die wassrige Phase wird nach der Zentrifugation
(15 min bei 13.000 rpm und Raumtemperatur) in ein neues Reaktionsgefald Gberfihrt und mit 200 pl
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt, gevortext und erneut zergrért. Die wassrige Phase

wird in ein frisches Reaktionsgefald tUberfiihrt und mittels Etraf#B.6.]) und 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat (Tabelle 7) gefallt. Die Qualitét dervitro Transkription kann mit einem RN2el
(2.4.3.1) und anschlieRendepmosphoimaging2.5.10 tberpruft werden.

Tabelle39: Reaktionsansatn vitro Transkription

Komponente Menge
wSIF10dA2yal yal Glinvikd\INhskriptiork f  a |
DNAtemplate [100 nM] X

MgCh [200 mM] 2 ul

DTT [100 mM] 2 ul

RiboLock [40 U/ul] 0,8 pl

INTP’s [[edes 25 mM] 2,5 ul

10x T7 RNAolymerase Puffer 2,5ul

T7 RNAPolymerase [50 U/ul] 1,5ul
DNase/RNaséeies HO ad 25 pl

wSI 1 GA2yal y adiRadin viFoN Mhskriptiork a

DNAtemplate [100 nM] X
MgCh [200 mM] 2ul
DTT [100mM] 2ul
RiboLock [40 U/ul] 0,8 pl
rNTP’s [low U-Mix]* 25u
10x T7 RNA&olymerase Puffer 25u
T7 RNAPolymerase [50 U/ul] 15u
[ 32PIUTP [10 pCi/pl] 3,0l
DNase/RNas#&eies HO ad 25 pl

* 25 mM ATP/CTP/TTRd 5 mM UTP

2.5.6 EMSA ¢lectrophoreticmobility shift assay)

Fur eine experimentelle Bestimmung einer Nukleinsa(RANARNA) oder einer ProteiNukleinsdure
Interaktion (ProteiRDNA oderProteinrRNA) kann ein EMSAldctrophoreticmobility shift assay
verwendet werden. Der EMSA beruht @ifiemantiproportionalenLaufverhalten von Molekilen oder
Molekilkomplexen in einem Gel. Im Vergleich zu einer ungebundenen Nukleinsdure tritt bei einer
Interaktion von zwei unterschiedlichen Molekllen eine Laufverschiebloagd(shif) auf, sodass der
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sich gebildete Komplex ein langsameres Laufverhalten in einem Gel aufweist.

In dieser Arbeit werdeEMSAgjenutzt, um die Bindung wozwei unterschiedlichen RNolekulen

oder einem Protein zu einer RNA nachzuweisen. Um eineRAInteraktion zweier RNBpezies
nachzuweisen, wird die RNA zunéachstvitro transkribiert. Dabei wird eine RN®pezies intern
radioaktivmarkiert, wahrenddie zweite RN/Speziesiicht radioaktiv markiert wirda { 1. finlidém

ersten Schritt deshift assaysverden beide RN/&pezies in geeignete Konzentrationen in Aliquots
getrennt voneinander 5 min bei 90 °C denaturiert und auf Eis flr 2 min abgekuhlt.liaBscidl wrd

1 ul 10x Struktysuffer (Tabelle40) fir die Renaturierung dazu gegeben und die RNA fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Im nachsten Schritt werden die unterschiedlichen Transkripte (zweite RNA
in aufsteigenden Konzentrationen) fir einemzagen 10 pl Reaktionsansatz zusammengefiigt und 30
min bei 32 °C inkubiert, sodass eine Komplexbildung zwischen beiden Molekilen stattfindet. Um die
Interaktion einer RNA mit einem Protein nachzuweisen, wird die RNA intern radioaktiv mittél®
Trarskriptionmarkiert (2.5.5). Damit ein Komplex aus RNA und Protein entstehen kann, wird die RNA
zunéachst ohne Protein fir 5 min bei 90 °C denaturiert und fir 2 min auf Eis abgekihlt. Nach der
Renaturierung der RNA fir 10 min bei Raumtemperatur wird dasireersuchende Protein in
geeigneten, aufsteigenden Konzentrationen zur RNA in einem Gésalonhen von 10 pl gegeben.

Die Ansatze werden fir die Komplexbildung anschlieRend fir 30 min bei 32 °C inkubiert. Nach der
Komplexbildung zwischen RNRNA und RNRmtein werden die Proben auf Eis gestellt, mit nativen
RNAProbenpuffer Tabelle4l) versetzt und auf ein natives Polyacrylaggt(2.4.4) aufgetragen.

Tabelle40: Zusammensetzung fur 10 ml 10x Strulowiffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
1 M Tris HCI pH 7,0 1ml [100 mM]

Ka 0,759 [1M]

1M MgCi 1ml [100 mM]
DNase/RNas#&eies HO ad 10 ml

Tabelle4l: Zusammensetzung fur nativen RIRfobenpuffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
10x TBEPuffer (Tabelle 7) 5l [0,5%]
Glycerol 500 ul  [50%)]
Bromphenolblau 1mg [0,1%]
DNase/RNas#eies HO adl ml

2.5.7 RNAStrukturanalyse 6tructure probing

Die Eigenschaften und Funktionen eines RiNAekilsin vivooder in vitro hangt haufig von dessen
WatsonCrick Basenpaarungen und dessen Tertiérstruktur ab. Chemische und enzymatische
Reagenzien (Nukleasen) kénnen dabei verwendet werdengxperimentellden einzelstrangigen

oder doppelstrangigen Charakter der RNA zu iderdrgzi. Das Ziel der RMNtruktumanalyse
(structure probing besteht darin zu bestimmen, welche Nukleotide fiir chemische Reagenzien oder

Nukleasen zugénglich sind und eine Modifikation bzw. Spaltung der RNA ausldsen. Chemische
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Reagenzien, wie zum Beispielimethylsulfat (DMS) oder -Cyclohexyl(2-Morpholinoethyl)
Carbodiimidemetho-p-Toluene (CMCT), besitzeaufgrund ihrer geringen MolekilgréRe einen
einfachen Zugang zu allen Bereichen der RN@iarstruktur und fihren zu einer guten Struktur
Analyse. Enzyatische Reagenzien, wiemmBeispiel Nukleasen, haben eine geringere Aufldsung in der
Struktur Analyse, besitzen aber eine genaue Sequenzspezifitdt. Die Kombination aus experimentellen
Analysen, chemische oder enzymatische Modifikationen, und Contpast®rten Algorithmen flhrt

Uber die Methode des RNgtructure probingsoder RNAootprintingszu einer exakten Aussage der
Struktur des RNAMolekils.

In dieser Arbeit wird die Methode destructure probingfir die Andyse einer sSRNA&truktur und in
Kombination eines sSRNgRNA Komplexes verwendet. Um eine moglichst groRe Aussage Uber die
Struktur der RNA zu erhalten, wird eine Kombination aus chemischen und enzymatischen Reaktionen
durchgefihrt. Diein vitro synthetisigten RNAs (2.5.5) werden in einem ersten Schritt getrennt
voneinander fir 1 min bei 90 °C denaturiert und anschlieend fur 5 min auf Eis abgédidth
werden beide RNAs in einem Reaktionsgefal3 zusammengefugt und mitBufieNTabelled2) fur
DMSprobingund enzymatischemrobingoder 5x BNPuffer(Tabelle42) fir CMCTprobingfiir 20 min

bei Raumtemperatur renaturiert. Zusatzlich wird 1 pl tRNA (2 mg/mk@®, Ambion) zu den RNAs
hinzugefligt. Fir die chemische Modifikation wird DMS (1:5, dd&d 1:20 mit 206 Ethanol verdinnt)

oder CMCT (10, 20 oder 40 mg/ml inCHgeldst) zu der RNA zugegeben. Fir enzymatische
Modifikationen wird die Ribonuklease T1 (1 U/ul in entsprechendem Puffer verdinnt; Thermo
Scientific) oder S1 (1, 0,5, 0,1 U/ul insgmechendem Puffer verdinnt; Thermo Scientific) zu der RNA
zugegeben. Sowohl die chemischals auch die enzymatischen Modifikationen finden fiir 5 min bei
Raumtemperatur statt und werden anschlieRend niid x Vol. 96 % Bhanol und 1/10x Vol.
Natriumaceta (pH 52) Giber Nacht bei20 °C prazipitiert. Die Modifikationen werden in nachfolgenden
Schritten mittels PrimeExtension analysiert. Dazu wird die prazipitierte RNA in 4 4@ H
aufgenommen und mi2 pl am 5” radioaktiv markierten Oligonukleotid@i53.1) versetzt. Die Proben
werden fir die Hybridisierung der RNA mit dem Oligonukleotid fiir 2 min auf 90 °C erhitzt und langsam
(5 minbei 70 °C10 minbei 50 °C5 minbei 37 °Gund 10 minbei Raumtemperatur) abgekuhlt. Die
nachfolgendeeDNASynthese findt in einem finalen Volumen von 20 pl nik SuperScript® Il RTase
Puffer mit der SuperScript® Il RTad&Q U;Invitrogen), RNaseOUZ(Q U;Invitrogen)und 1 mM dNTP

fur 50 minbei42 °Cund 60 minbei 55 °Cstatt. Nach der PrimeExtension wird die cDNAit 10xVol.

96 % Bhanolund 1/10xVol. Natriumacetat pH 5.9 Uber Nacht bei20°C préazipitiert. Die cDNA wird

fur den letzten Schritt in 6 pl RNase A (1:50 in DERCrerdunnt; Invitrogen) aufgenommen ufia

20 min bei 37 °C inkubiert. Danach werden 3 pl Proteinase K (1:10 verdinnt irHRIERGitrogen)
zugegeben und fir 15 min bei 55 °C inkubiert. Die Proben kdnnen nun miEb@npdmidHarnstoft

Mix (Tabelle19) gemischt, fur 5 min bei 95 °C aufgekb und auf ein8 %iges Sequenzi€el
aufgetragenwverden(2.4.5)
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Tabelle42: Zusammensetzung fur ANnd BNPuffer

Komponente Menge/ [Konzentration]

Zusammensetzung fur 5x ARuffer

Dimethylarinsaure 34,5mg [250 mM]
Ka 22,5mg [300 mM]
MgCt 2,5mg [25 mM]
DNase/RNas#&eies HO adl ml

Zusammensetzung fir 5x BRuffer

Natriumborat 50 mg [250 mM]
Ka 225mg [300 mM]
MgCt 2,5mg [25 mM]
DNase/RNas#&eies HO adl ml

2.5.8 In vitro RNADegradationgxperimente

In vitroRNADegradationexperimente werden in dieser Arbeit verwendet, um die Prozessierung der
sRNA UpsMurch die rekombinant aufgereinigte katalytischeadR&IE Doméne bzw. RNaseEb2la

His (2.2.11)in Abhéangigkeit von der sRNA StsR zu testen. Fur die Reaktion werdevl ibbern
radioaktivmarkiertesin vitro Transkript der sSRNA UpsM unight markiertesStsR (2.5.5) in ein®atio

von 1:5 separat voneinander fir 1 min bei 90 °C denaturiert und fiir 5 min auf Eis abgekihlt. Beide
RNAs werden nun in ein Reaktionsgefald in einem Ge¥alamen von 8 pl zusammengefiihrt und die
Bildung eines sRN#RNA Komplexd@r 30 min bei 32 °C initiiertEs werderl ul 5x RNase-Buffer
(Tabelle 43) und 1 pl der aufgereinigte katalytischem RNase E Domane (0,5 pM) zu dem
Reaktionsansatfiir ein Gesamdolumen von 10 phinzugegeben. Nach Zugabe der katalytische
RNase E Dmane werden die Reaktionen fir die sRRzessierung fiir 0, 1, 2 oder 3 min bei 37 °C
inkubiert. Die Reaktion wird anschlieRend durch die Zugabe von TomhamidHarnstoffMix
(Tabelle19) gestoppt Die Proben werden vor dem beladen auf ein 6 %igestdereendes TBE
PolyacrylamieHarnstoffiel (2.4.3.2¥0r 5 min bei 95 °C aufgekocht.

Tabelle43: Zusammensetzung flr 5x RNasBEfer

Komponente Menge/ [Konzentration]
1 M Tris HCI pH 7,9 (Tabelle 7) 20 pl [20 mM]

5 MNacCl 100yl [500 mM]

500 mM MgCl 20 pl [10 mM]

250 mM EDTATabelle 7) 2 ul [0,5 mM]

100 mM DTT 100 I [10 mM]
DNase/RNaséeies HO ad1 ml
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2.5.9 iCLIPiadividual nucleotide resolution croskinking and immunoprecipitation

Zentrale Regulatoren in Zellen sind RMdeproteine, die spezifische RN®equenzen und
Strukturen erkennen. Unm vivodie Interaktion zwischen einem Protein und einer RNA nachzuweisen,
kann die Methode des iCLIPgerwendet werden. Diese Methode erlaubt ,eslabei die
Nukleotidsequenz der RNA zu bestimmen, welche mit dem entsprechenderBiRdigfrotein
interagiert. In dieser Arbeit wird das Protokoll des iCLIP2 verwendet, welches auf der Methode von
Buchbendeet al. 2019basiert und auf das Protein CcaF1 Rusphaeroideangepasst ist.

2.5.9.1 Herstellung des Zelllysats

Zur Herstellung des Zelllysats werden die Zellen nach dewwrd$glink(2.2.10)in 1,5 ml Lyspuffer
(Tabelle 4) aufgenommen undesuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgt durchSBrifizieren fur
2min (ohne Pause) bei Power 65. Nach damifizieren werden100 pl 10% Nonidet RO und 10 pl
10% SD%06sung zugegeben und auf Eis fir 10 min inkubiert. Wahrend der Inkubation weeden d
Proben alle 3 min gevortext. Die Zellfragmente werdeneinem ersten Schritt durcleine
Zentrifugation bei 13.000 rpm fir 30in (4 °Clund in einem zweiten Schritt mitteldltrazentrifugation

bei 53.000 rpnfir 1 h(4 °G von dem Zelllysat getrennt

Tabelle44: Zusammensetzung fur Lygisfer

Komponente Menge/ [Konzentration]
1 M Tris HCI pH 7,4 (Tabelle 7) 1,5ml  [50 mM]

5 M NacCl 900 I [150 mM]

500 mM EDTATabelle 7) 300l [5mM]

100 mM PMSF 500 pl [1 mM]
DNase/RNas#&eies HO ad50ml

2.5.9.2 Partieller DNaseund RNase/erdau

In einem né&chsten Schritt wird epartieller DNaseund RNasé&/erdau durchgefuhrtDafur werden
die 2 ml Zelllysat einer Probe nach der Ultrazentrifugazione 1 ml gesplittet (2.5.9.1). Das Zelllysat
wird nun wieder mit 1 ml RQRuffer (Tabelle 8) auf ein Gesam¥olumen von 2 ml aufgeftillt. Zu jeder
Probe mit dem Gesamifolumen von 2 ml wird nun 2 pl TURB®ase (Invitrogen)inzugegebenEne
der beiden Proben wird gesplittet und anschlieRenanit einer hohenund niedrigen RNase
Konzentrationnkubiert.

Hohe RNas&onzentration:10 ul RNase A zurl Zellextraki(1:200)
Niedrige RNas&onzentration:2 pl RNase | zurll Zellextraki{1:1000)

Der partielle DNase und RNase&/erdau findet fiur 3 min bei 37C und 800 rpm auf dem
Thermoschlittler statt. AnschlieRend werden die Proben fir 5 min auf Eis gestellt und die Proben fir
10 min bei 16.400 rpm und*€ zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wids Zelllysat in ein frisches
Reaktionsgefal tberfuhrt und fur die nachfolgende Immunoprazipitation verwendet.
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Tabelle45: Zusammensetzung flr R@Lffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
1 M TrisHCI pH 8 (Tabelle 7) 2mi [40 mM]

100 mM MgS® 5ml [10 mM]

100 mMcCaCl 500 pl [1 mM]

2.5.9.3 Colmmunoprazipitation(ColP)
Um die RNAzu isolieren die an dem zu untersuchenden Protein gebunden ist, wird ein® Co

durchgefihrt. Dazu wird das Zelllysat nach dem partiellen DNegERNasé/erdau (2.5.9.2) mit 50
pul magnetischen DynBeadsProtein G (Invitrogenyersetzt an dem mon&lonale antiFLAGM2
Antikoérper (Sigma) gekoppelt sind. Die Immunoprazipitation firddeufhinfir 2 h bei 4°C unter
standiger Rotation (Tumbler) statt. Nach der Immunoprazipitation werden die-Bgads an die nun
der zu untersuchende ProteRNAKomplex Uber einen 3kXAG gebunden hat, viermal mit kaltem
TBS100d-Puffer (Tabelle46) und zweimal mit kaltem PNRuffer (Tabelle46) gewaschen. Dabei
werden die DyneéBeadsnach dem dritten Waschschritt mit TBS160D0n ein frisches, RNaseies
Reaktionsgefal? dberfuhrt. Die DyBe&ads konnen nach den Waschschritten direkt fir eine
Dephosphorylierung und eine Linker Ligation verwendet werden.

Tabelle46: Zusammensetzung fur Puffer fir dielBo

Komponente Menge/ [Konzentration]
Zusammensetzung fur TBS100¢Puffer

1M TrisHCIpH 7,4 15ml  [50 mM]

5 M NacCl 10 ml [1000 mM]
Tween20 25 pl [0,05%]
DNase/RNas#&eies HO ad 50 ml

Zusammensetzung fur PNRuffer

1 M Tris HCI pH 7,5 3,5ml  [70 mM]
5M Mgdi 500 ul  [10 mM]
10% Nodidet P40 250 ul [0,05%)]
DNase/RNas#&eies HO ad 50 ml

2.5.9.4 OnBeadDephosphorylierung und 3" RNKinkerLigation

Nachdem die DynBeads zweimal mit kaltem PNKPuffer gewaschen wurden, wird eine
Dephosphorylierung mit anschlieRender 3" RNinkerLigation der an den DyrBeadsgebundenen
RNA durchgefuhrt. Dafir werden die DyBaeadsdirekt nach dem letzten PNWaschschritt der g
(2.5.9.3) in 20 pl Phosphatadéix (Tabelled7) aufgenommen und fir 20 min bei 3€ und 1000 rpm
auf dem Thermoschattler inkubiert. Nach der Dephosphorylierung werden die-Bgadszweimal
mit kaltem TBS400-Puffer(Tabelle48) gewaschenwobei nach ém zweiten Waschsclitt die Dyna
Beadsin ein frisches, RNaskeies Reaktionsgefal? Uberfuhrt werdelks folgt ein zweimaliger
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Waschschritimit kaltem PNKPuffer. Nach dem letzten Waschschritt kénnen die D¥eadddirekt in
20 pl1x 3" RNA.inkerLigatiors-Mix (Tabelle47) aufgenommerwerden. Die 3~ RNRinkerLigation
findet Uber Nacht bei 18C und 1000 rpm auf dem Thermaohiittler statt. Nach der Linkeigation
werden die DyndBeadserneut 2xmit kaltem PNKPuffer gewaschennd kénnenschlieRlickdirekt fir
die PNKBehandlung verwendet werden (2.5.9.5).

Tabelle47: Zusammensetzung fiir 1x Phosphatased 3" RNA.inkerLigationrMix

Komponente Menge
Zusammensetzung fiir 1x Phosphatalstix

5x PNK dePHuffer (Tabelle48) 4 ul
T4 PNK Enzym (Thermo Scientific) 0,5
RNaseOUT (Invitrogen) 0,5l
DEP@+0 15 pl

Zusammensetzung fir 1x 3" RNAnkerLigationMix
wb! h{-ABLJial o 1l
IrApp/AGATCGGAAGAGCGGTTCAG/

10x T4 RNA LigaBeiffer 2 ul
T4 RNALigase 1u
RNaseOUT 0,5 pl
PEG400 4 ul
DEP&H.0O 11,5l

Tabelle48: Zusammensetzung flur PNK dePifid TBS40d-Puffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
Zusammensetzung fur 5x PNK dePPL

1 M Tris HCI pH 6,5 35 ul [350 mM]

1M MgCi 5l [50 mM]

100 mM DTT 5ul [5 mM]
DNase/RNaséeies HO ad 100 pl

Zusammensetzung fur TBS40&Puffer

1M Tris HCI pH 7,4 1,5ml  [50 mM]
5 M NaCl 4 ml [400 mM]
Tween20 25 pl [0,05%)]
DNase/RNas#&eies HO ad 50 ml

2.5.9.5 OnBeadPNkBehandlung

Nach der LinkeLigation(2.5.9.4)werden die Dyn@Beadsweitere 2x mit 1 ml kaltem PNKPuffer
gewascherund der Uberstand verworfen. AnschlieRend konnen die EBeadsdirekt fur die PNK
Behandlung verwendet werden. Dazu werden sie in 20 pl LN abellet9) aufgenommen, damit
die an den Dyn#&8eadsgebundene RNA radioaktiv markiert wird. Die Uberseslgen radioaktiven
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Nukleotide werden nach der Inkubation von 30 min bei 37 °C wW@DXpm auf dem Thermoschittler
durch zweimaliges Waschen mit 1 ml katt® NKPuffer entfernt. Die DynéBeadskénnen nach der
radioaktiven Markierung fur das SIB®|I und den Transfer auf eine Nitrocellulose Membran
verwendet werden.

Tabelle49: Zusammensetzung fur 1x PNK Mix

Komponente Menge
10x PNKPuffer 2l

T4 PNK Enzym 1l
W¥P]dATP [10 pCi/ul] 1 pl
RNaseOUT 0,5 pl
DEP@+0O 15,5 ul

2.5.9.6 SDSPAGE und Western Blot

Der RNAProteinKomplex, bei dem nun die RNA radioaktiv markiert ist, wirchéichsten Schritt in
einem SD%el aufgetrennt. Daflr werdedie DynaBeadsin 20 pl 2x LD&adepuffer(Tabelle50;
Thermo Scientific) aufgenommen und fiir 10 min bei 70 °C aufgekocht. Der Uberstand, welcher die
RNA gebundenen ProteKomplexe enthalt, wird auf eine SIPAGEaufgetragen. Fir eine saubere
Reproduzierbarkeit der iCLIP Experimente werden in diesem Fall gekaufte NUPAGE Geéle (12
NuPAGR' BisTris, 16well; Thermo Scientific) verwendet. Der Gellauf findet in 1x NuPARGBPS

SDS Laufpuffer (Thermo Scientific) fir 2 h28€ V statt. Nach dem Gellauf werden die RRtétein
Komplexe mittels Western Bldlethode auf eine Nitrocellulose Membran Ubertragen. Der Western
Blot findet fir 2 h bei 30 V in 1x NuPABEansfepuffer (Thermo Scientific) statt. Die Signale werden
anghlieRend mittelfhosphoimage2.5.10 oder Rontgenfilm detektientind visualisiert

Tabelle50: Zusammensetzung fur 2x LID&lepuffer

Komponente Menge
4x LDS adepuffer(Thermo Scientific) 10 ul
10xreduzierender Puffer 2 pl
(Thermo Scientific)

DNase/RNas#&eies HO 8 pl

2.5.9.7 RNAlsolierung
Nach demlUbertragen desRNAProteinKomplex auf die Nitrocellulose Membran mittels Western Blot
wird der Bereich, der fiir sein untersuels Protein interessant ist, aus der Membran mit Hilfe eines
Skalpells ausgeschnitten und in kleine Stiickeéeifer Die Membranstiak werden in einem 2 ml
Reaktionsgefal? mit 400 ul Mffer (Tabelle 51) und 20 ul Proteinase K (20 mg/ml; Roth)
Uberschichtet. Der RNAProteinKomplex wird durch eine Inkubation bei 37 °C fur 20 min und
1.000rpm auf dem Thermoschiittler von der Membran geldst und die isolierten-BihFeproteine
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verdaut. In einem zweiten Schritt werden weitere 400 RRKfer mit 7 M HarnstoffTabelle51) dazu
gegeben und fur weitere 20 min bei 55 °C un@0D rpm auf dem Thermoschittler inkubiert. Die
geloste RNA wird anschlieend durch die Zugabe von 800 pl Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol
(Verhaltnis 25:24:1; Roth), einer Inkubation von 5 nhbiei 30 °C und .000 rpm auf dem
Thermoschiittler und einer Zentrigiation von 5 min bei 13.000 rpm von den restlichen Bestandteilen
getrennt. Die wassrige Phase, in der sich die geloste RNA befindet, wird in ein frisches Reaktionsgefaf
Uberfihrt und mit ul GlycoBlue (Ambion), 80 ul 3 M Natriuretat mit einem pH von 5,5 und 616 pl
kaltem Isopropanol tber Nacht beéd0 °C gefalltSchlielich wird i@ RNA durch eine Zentrifugation

fir 45 min bei 4 °C und 13.000 rpm gefallt. Das getrocknete RNA Pelledamadh in 12 pl DNase

und RNasefreiem Wasser (Roth) aufgenommen.

Tabelle51: Zusammensetzung fur FRUffer und PKuffer mit 7 M Harnstoff

Komponente Menge/ [Konzentration]
1 M Tris HCI pMA,4 1,5ml  [100 mM]

5 M NacCl 150 u  [50 mM]

500 mM EDTA 300yl [10 mM]

10% SDS 15m  [1%]
(+Harnstoff) 6,306 g [7 M]
DNase/RNas#&eies HO ad15 ml

2.5.9.8 Reverse Transkription

In den nachsten Schritten wird die isolierte RNA mit Hilfe der revefsanskriptase (RT) in cDNA
(complementaryDNA) transkribiert und dienim Anschlussals Matrize (template) fir weitere
Amplifikationsschritte mittels PCR.

Fir die reverse Transkription wird die geléste RNA (12 pl) mit 1 pl dNTPs (10 mM) pnRT
Oligonukleotid (0,5 pmol/ul) gemischt. Die Anlagerung des Oligonukleotids an die RNA findet bei 70 °C
fur 5 min statt. Nach diesem ersten Inkubationsschritt werden 6 pl reverse Transkriptions (RT) Mix
(Tabelle52) zugegeben. Die reverse Transkiop findet fir 5 min bei 25 °C, fir 20 min bei 42 °C und

fur 40 min bei 50 °C statt. Anschlie3end werden 1,65 ul 1 M NaOH zugegeben und die Reaktionen flr
20 min bei 98 °C inkubiert. Durch die Zugabe von 20 ul 1 M HNERBS pH 7,3 wird die Radioaktivitat
eliminiert und die Proben kdnnen fiir die weiteren Amplifikationsschritte verwendet werden.

Tabelle52: Zusammensetzung fiur 6 pl reverse Transkriptions-§RX)

Komponente Menge
5x RTPuffer 4 ul
100 mM DTT 1l
Superscripts 111 (200 U/pl) 0,5 pl
RNaseOUT (40 U/ul) 0,5 pl
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Nach der reversen Transkription wird die synthetisierte cDNA mittels MyONE Béaxg(Thermo
Scientific) nach dem Protokoll von Buchbendeal. 2019aufgereinigt, um stérend®©ligonukleotide
zu entfernen. Die cDNA wird fur die weiterfihrenden Reaktionen in 5Qladfgenommen.

2.5.9.9 Zweite 3'DNALinkerLigation

In den nachsten Schritten wird ein weiterer Oligonukledtidker an die cDNA angefligt, damit die
einzelnen Proben spatdoei der Sequenzierung und der Auswertung voneinander unterschieden
werden konnen. Fir jede einzelne Probe wird deshalb nur ein entsprechender Oligonukie&td
verwendet.

Die cDNAvird nach der MyONE SileBadAufreinigung in 5 O aufgenommen (2.5.9.8). Zu diesen

5 ul werden nun 2 pl L##clip2.0 Oligonukledtidker und 1 pl 108 DMS@azugegeben, sodass ein
Volumen von 8 pvorliegt Nach einer Inkubation von 2 min bei 75 °C und einem Abkihlen auf Eis
werden 12 plix 3"cDNALinkerLigationMix (Tabelle53) zugegeben undurch Rpettieren gemischt.
AnschlieBend wird noch einmal 1 pl RhNgase zu jeder Probe zugegeben, sodgnsGesant
Volumen von 21 pl erhdlDanach findet didigatian Gber Nachtbei Raumtemperatur und 1.00rpm

auf dem Thermoschuttler statt.

Tabelle53: Zusammensetzung fur 1x 3" cDNiAkerLigatiorMix

Komponente Menge
10x RNALigase Puffer (NEB) 2 ul
100 mM ATP 0,2 pl
50% PEGS8000 9l
RNALigase (NEB) 0,5l
DNase/RNaséreies HO 0,3 pl

Nach der3” cDNALinkerLigationwird die cDNAnittels MyONE SilanBeadgThermo Scientific) nach
dem Protokoll von Buchbendet al. 2019aufgereinigt, um stérende Oligonukleotide zu entfernen.
Die cDNA wird fur diereiterfiihrenden Reaktionen in 23 pb® aufgenommen.

2.5.9.10 Erste cDNAAmplifikation mittels PCR

Nach der zweiten 3DNALinker Ligation folgt in den nachsten Schritten die Amplifikation der cDNA
mittels PCR. Dazu werden 22,5 pl der aufgereinigten cDNA nashRIdALinker Ligation fir die erste
Amplifikation dercDNA (Tabelle4) verwendet. Fir diese Amplifikation werden die PrifR8Golexa_s
und P3Solexa_s verwendet.
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Tabelle54: Zusammensetzung fur cDMplifikation (50 pl)

Komponente Menge
cDNA 22,5 ul
P5Solexa_s/P3Solexa_s Mix 2,5 ul
Phusion Polymerase (Thermo Scientific 0,5 pl
5x HF Puffer (Thermo Scientific) 10
dNTPs (jedes 10 mM) 1l
DNase/RNaséreies HO 13,5 ul

Tabelleb5: PCRReaktion

Temperatur Zeit

98 °C 30 sec

98 °C 10 sec

65 °C 30 sec 6 Zyklen
72 °C 30 sec

72 °C 3 min

16 °C K

Um uberschissige Oligonukleofdmere zu entfernen, wird nach der PCR die amplifizierte DNA
mittels ProNex Chemikalie (Promega) aufgereinigt. Die Aufreinigung findet wie in Buchle¢mder
2019 beschrieben statt. Die DNA wird nach der ProNex Aufreigignn23 pl Elutiorpuffer
aufgenommen.

2.5.9.11 Zweite cDNAAmplifikation mittels PCR

In einer weiteren Amplifikation der cDNAverden nun die Anzahl der Zyklen fir die entsprechende
praparative PCR bestimmt, sodass eine optimale Amplifikation der DNA stattfimdeine mdglichst
gleiche Konzentration in cDNA in allen Proben resultiert. Fir alle weiteren-gDighfikationen
werden die PrimeP5Solexand P3Solex&erwendet.

Tabelle56: Zusammensetzung fur cDMAnplifikation (10 pl)

Komponente Menge
cDNA 1l
P5Solexa/P3Solexa Mix 0,5l
Phusion Polymerase (Thermo Scientific 0,1 pl
5x HF Puffer (Thermo Scientific) 2 pl
dNTPs (jedes 10 mM) 0,2l
DNase/RNas#&eies HO 6,2 pl
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Tabelle57: PCRReaktion

Temperatur Zeit

98 °C 30 sec

98 °C 10 sec

65 °C 30 sec 10-15Zyklen
72 °C 30 sec

72 °C 3 min

16 °C K

Die Optimierung der PCR kamittels 7%igesPolyacrylamidel Uberprift werden 2.4.2).

2.5.9.12 Préaparative cDNAAmplifikation mittels PCR

Nachdem in den vorherigen PCR Schritten eine optimale Anzahl adyRIER identifiziert wurde,
kann nun die praparative PCR durchgefihrt werden. Fur praparative-ébipifikationen verden die
Primer P5Solexaund P3Solexaverwendet. Danach konnen id resultierenden Proben fir die
Sequenzierung verwendet werden.

Tabelle58: Zusammensetzung fur cDMAnplifikation (40 pl)

Komponente Menge
cDNA 10 ul
:P5Solexa/P3Solexa Mix 2 ul
Phusion Polymerase (Thermo Scientific 0,4 pl
5x HF Puffer (Thermo Scientific) 8 pl
dNTPs (jedes 10 mM) 0,8ul
DNase/RNaséeies HO 19,6 pl

Tabelle59: PCRReaktion

Temperatur Zeit

98 °C 30sec

98 °C 10 sec

65 °C 30 sec 302Zyklen
72 °C 30 sec

72 °C 3 min

16 °C K

Um Uberschissige Oligonukleofimere zu entfernen, wird nach der PCR die amplifizierte DNA
mittels ProNex Chemikalie (Promega) aufgereinigt. Die Aufreinigdolyt wie in Buchbendeet al.
2019beschrieben. Die DNA wird nach der ProNex Aufreinigu@ jid Elutionpuffer aufgenommen.

Die Qualitat der Aufreinigung kann anschlieRend mit Proben vor und nach der ProNex Behandlung
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mittels 7 %igesPolyacrylamidel Uberpruft werden 2.4.2).Die Proben werden anschlieRend fur die
Sequenzierung an die Core U8itsMed der Universitat Wirzburg gesendet.

2.5.10 Detektion mittelsphosphoimaging

Signale von radioaktiv markierten Membranen (Northern Blot) oder getrocknéelen, die
radioaktive Produkte enthalten (EMSgructure probingin vitro Degradations€Experimen}, kbnnen
mittels phosphoimaginganalysiert werden. Dafir werden die Membranen oder Gele aufmine
phosphoimagingScreen exponiert. Der Screen enthélt BaFB¢Estalle, die durch die Energie der
radioaktiven Strahlung angeregt werden und ihremiingszustand andern. Diese Ladungsanderung
kann Uber einen HeNkaser detektiert werden. Die entsprechenden Signale kénnen anschlieRend
Uber die Softwar€uantity OngBio-Rad) analysiert werden.

2.5.11 Transkriptom Analyse mittels RN&equenzierung (RN2q)

Bei der Methode des RM#&gkann dieAbfolge deMukleotid derGesamtRNA mit den sogenannten
NextGenerationSequencingestimmt werden. Die resultierenden Ergebnisse der 8¢konnen
dabei Aufschluss uber die Expression von bestimmten Genen unsahiedenen Bedingungen oder
Mutanten geben. Durch die prazise SequenzierungNies-GeneratiorSequencingdnnen jedoch
auch neue offene Leserastapgenreading frame ORFund somit neue Gene identifiziert werden. Der
Vorteil der RN&egjst eine hohere Auflosungnd Reproduktiommit geringerem Hintergrundrauschen
der einzelnerReplikate(Wanget al.,, 2009; Wilheln& Landry, 2009; Garbet al.,, 2011)

In dieser Arbeit wd die Methode der RN®eqggenutzt, um den Einfluss des Proteins CcaF1l in einer
Uberexpression auf das gesamte Transkriptom zu untersuchen. DafuRwaphaeroide8.4.1 mit
dem entsprechenden Uberexpresssptasmid pREcaF1(Tabelle 8) oder dem Leervekt(pRK4352)

in biologischen Triplikaten unter mikroaeroben Wachstumsbedingungen angezogen und nach dem
Erreichen der exponentiellen Phase ¢Pgeerntet .2.2.1).Die gesamte RNA wird fir die spatere
Transkriptom Analyse zundchst mit heilem Phenoledo(2.5.1.1) und einer DNadgehandlung
unterzogen, um moéglichBNAKontaminationen (2.5.1.3) zu entfernen. Nach einer &SR der RNA
Proben wird zuséatzlich eine qualitative Analyse der GediNA auf einendenaturierenden TBE
PolyacrylamieHarnstoffel (2.4.3.1) durchgefuhrt.Zeigen sich in allen Proben wed@®NA
Kontaminationen nochRNADegradation, kénnerdie Proben fir die Sequenzierung verwendet
werden. In dieser Arbeit wird die Sequenzierung duiehCore Unit SysMed der Universitat Wirzburg
durchgefuhrt

2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.6.1 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Rekombinant exprimierte Proteine lassen sich sehr gut mittels Affinitdtschromatographie aus einem
Proteingemisch bzw. Zelllysat aufgrund ihrer Wechselwirkungen zu einem Ligaontieen, der an
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einer Matrix immobilisiert ist. In den meisten Fallen wiid klistag, also sechs aufeinanderfolgende
HistidinReste am Coder NTerminus des Proteins, fir die Aufreinigung genutzt. Uber die negative
Ladung des Hiagskann das Protein an den positiv geladenefi-Minen (Liganddinden, die an einer

Matrix immobilisiert sind, wahrend andere Proteine keine oder nur eine geringe Bindung an dem
Liganden aufweisen. Die Bindung des gewiinschten Proteins an dem Liganden kann anschlieRend tber
die Verwendung von Imidazol, Metallionenkomplexbéd (z.B. EDTA) im Puffer oder durch die
Anderung des pAlVerts wieder aufgelost werden und das Protein eluiert.

2.6.1.1 Aufreinigung der RNaseE529iss

Die RNaseE529is; wird wie in 2.2.13 beschrieben i colBL21mit einer finalen Konzentration von

1 mM IPFG(Isopropy# -D-Thiogalactopyranosidiir 3 h bei 37 °C und 180 rpiberexprimiert. Das
Zellpellet wird fur die Aufreinigung in 50l Lysipuffer (Tabelle60) und mit einer Spatelspitze Lysozym
resuspendiert. Fur einen schonenderen Aufschluss der Zellen wird in diesem Fa#nddspress
Verfahren verwendet. Die entstandenen Zellfragmente werden mittels Zentrifugation bei 15.000 rpm
fur 30 min bei 4 °C unéiltrieren vom Lysat getrennt. Fir die Aufreinigung des Proteins wird das
filtrierte Zelllysat auf eine 5 ml HisTrap HP (GE Healthcare) Saule an dem Akta PURE2B5Eystem
Healthcare)geladen, die zuvor mit Lypisffer equiibriert wurde. Die Saule wird mit 10 Saulen
Volumen Wasgbuffer (Lysipuffer mit 50 mM Imidazol) gewaschen und das Protein anschlieRend tber
einen linearen Gradienten von 3 Saudalumen (16100%) mit Elutionguffer eluiert (Lysiguffer mit

500 mM ImidazoljCallagharet al,, 2005a) Die Elutiond-raktionen werden danach mittels SBAGE
(2.4.7)analysiert. Da die RNaseES28; nach der Affinitdtschromatographie relativ sauber war, muss
keine zusatzliche GrolRenashlusshromatographie durchgefihrt werden.

Tabelle60: ZusammensetzunBNaseE528lis; Lysipuffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
Tris HCIpH 7,5 249 [20 mM]

NaCl 29,22 g [500 mM]
ddHO ad 11

2.6.1.2 Aufreinigung von CcaF1

Das Protein CcaRdird wie in 2.2.13 beschrieben i&. coliBL21durch die Zugabe vohaktose-
monohydrat (12.5 f) Gber 16 h bei 16 °C und 180 rpiiberexprimiert Das Zellpellet wird fiir die
Aufreinigung in 50 milysipuffer (Tabelle61) und mit einer Spatelspitze Lysozymsuspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgt Uber das Verfahren des SonifizdEen30 sec mit Power 7apie entstandenen
Zellfragmente werden anschliel3end mittels Zentrifugation bei 20.000 rpm fir 30 min bei 4 °C und
Fitrieren vom Lysat getrennt. Fir den ersten Aufreinigungsschritt des Proteins wird das filtrierte
Zelllysat auf eine 5 ml HisTrap HBFE Healthcare) Saule an dem Akta PURE25 System geladen, die
zuvor mit Lysjsuffer equilibriertwurde. Die Saule wird ebenfalls mit 10 SatNariumen Wascabuffer
(Lysipuffer mit 50 mM Imidazol) gewaschen und das Protein anschlieBend Uber einen linearen
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Gradienten von 3 Saulexolumen (16100 %) mit Elutionguffer eluiert (Lysiguffer mit 600 mM
Imidazol). Die ElutionBraktionen werden danach mittels SBAGEZ.4.7)analysiert. In eine zweiten
Aufreinigungsschritt werden dientsprechenden ElutionBraktbnen zusammengefihrund 500 pl
auf eine Superdex 10/300 GL GréRersmidusssauléGE Healthcarejeladen die zuvor mit SERuffer
(size-exclusiorbuffer; Tabelle6l) equilibriert wurde. Die Elutionfraktionen werda danach mittels
SDSPAGEZ.4.7)analysiert.

Tabelle61: Zusammensetzung Lygidgfer und SE®@uffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
Zusammensetzung 1 | Lypisffer

Tris HCI pH 8 64 [50 mM]

NaCl 29,22 g [500 mM]

KCI 3,79 [50 mM]
MgCix6HO 2,049 [10 mM]
Imidazol 1,36 g [20 mM]

DTT 0,154 g [1 mM]
Tween20 0,02%

ddHO ad 11

Zusammensetzung 1SEcPuffer

Tris HCI pH 8 649 [50 mM]
NaCl 29,22 g [500 mM]
KCI 3,79 [50 mM]
DTT 0,154g [1 mM]
ddHO ad 11

2.6.2 Proteinbestimmung mittels BradforeReagenz

Die Bestimmung der Proteinkonzentration eines Zelllyedts eines aufgereinigten Proteins wird in
dieser Arbeit mittels BradforfReagenz durchgefihrt. Die dabei durchgefiihrte Reaktion basiert auf der
Interaktion des eingesetzten Farbstoffs mit aromatischen Aminosaureresten von Proteinen, was zu
einer Verschibung des Absorptismaximus von 470 nm zu 595 nm flhrt. Diese Verschiebung kann
photometrisch gemessen werden. Anhand einer Eichgerade, die mit einem ReferenzpBatgimes
Serumalbumin;BSA) erstellt wird, kann anschlielend die Konzentration des Atdllysler des
aufgereinigten Proteins bestimmt werden. Fir die Durchfiihrung des Bradiests wird die Reagenz
Roti®@Nanoquant (Roth) nach den Herstellerangaben verwendet.

2.6.3 Farbung von SDBolyacrylamidjelen

2.6.3.1 Coomassid-arbung
Der Nachweis von Proteinbaain einem SD®olyacrylamidel mittels Coomassi€arbung ist eine
der haufigsten Methoden in der Proteinbiochemie. Dabei lagert sich der Triphenylmethanfarbstoff
(Coomassie) in einem sauren Milieu an basische Amimesgste an, sodass die Proteinbanden i
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einem Gel sichtbar werden. In dieser Arbeit wird die @Blue Reagenz (Roth) nach Herstellerangaben
verwendet. Das Gel kann dabei fir mehrere Stunden oder Uber Nacht unter schwenken gefarbt
werden und mit ddbD entfarbt werden.

2.6.3.2 SilberFéarbung

Eine weliere Methode, um Proteine in einem SPSlyacrylamidel sichtbar zu machen, ist die Silber
Farbung. Daflr wird das Gel nach der Gelelektrophorese fiir mindestens eine Stunde lidskEixier
(Tabelle62) geschwenkt. Nach der Inkubation in der Fikisung wid diese abgegossen und das Gel
3x mit 50% Ethanol fur jeweils 20 min gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt agiEttagnol
verworfen und das Gel fir eine Minute unt&thwenken in Lésung T'ébelle62) inkubiert. Danach
wird das Gel 3x fur 20 seqit ddHO gewaschen und anschlielend fur 20 min unter schwenken mit
Lésung 2Tabelle62) inkubiert. Nach der Inkubation mit Losung 2 wird diese verworfen und das Gel
erneut 3x flr 20 sec mit ddB gewaschen. Durch die Zugabe von LosurigaBeg(le62) tritt nun die
Farbeeaktion ein. Diese findet solange statt, bis alle Proteinbanden eine intensive Farbung
angenommen haben. Die FarBeaktion wird durch die Zugabe von Bayer Essigsaure gestoppt.

Tabelle62: Zusammensetzunkgixietésung

Komponente Menge
Zusammensetzung 100 ml Fixiésung

Methanol 50%

Essigsaure (10%ige) 12%

Formaldehyd 0,05% (frisch dazu geben)
ddHO ad 100%

Zusammensetzung fir 500 ml Lésung 1
NaS0s x 5SHO 01lg
ddHO ad 500 ml

Zusammensetzung fur 250 ml Lésung 2

AgNQ 0,59
Formaldehyd 188 pl(frisch dazu geben)
ddHO ad 250 ml

Zusammensetzung fur 250 ml Lésung 3

NaCQ 159

Formaldehyd 125l (frisch dazu geben)
Lésung 1 5mi

ddHO ad 250 ml
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2.6.4 Western Blot Analyse

Bei der WesterBlot Analyse werden die Proteine, entweder aus eine Gesaglitysat oder aus einer
ProteintAufreinigung, zuerst in einer Gelelektrophorese antiproportional zur Gro3e aufget@zaAnt)

und anschlielend durch ein elektrisches Feld in eirsmmidry Blot auf eine PVDF Membran
Ubertragen. Dazu werden sechs WhatriRapiere und eine PVENWembran auf GrolRe des Gels
zugeschnitten und mit Transfauffer (Tabelle63) befeuchtet. Drei von den secfesuchten Whatman
Papieren werden auf die Anodenplatte gestapelt. Auf die Papiere wird anschlielend die mit Methanol
aktivierte PVDMembran und dann das zurecht geschnittene Gel platziert. Auf das Gel werden erneut
drei Lagen feuchtes WhatmdPapier gestpelt und die Kathodenplatte mit der Anodenplatte
befestigt. Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgt bemidryBlot Gber ein elektrisches

Feld beil5 mAfir ca. eine Stunde. Nach dem Transfer der Proteine wird die Membran mittels
Milchpulvetdsung (5% Milchpulver gel6st in 1x PB®een20 0,1%) fur mindestens 30 min unter
Shwenken bei 4 °C abgesattigt. Zum immunologischen Nachweis der geblotteten Proteine wird die
Membran mit einem Antikorper hybridisiert, der spezifisch fir ein Antigen dehizuaveisenden
Proteins ist. In dieser Arbeit wird ein mddonaler PeroxidasgekoppelteAnti-FLAG MZAntikorper
(SigmaAldrich) in einer Verdiinnung von 1:1000 (ifeSMilchpulvelbsung verdinnt) verwendet. Die
Bindung des Antikérpers an dem entsprechendAntigen, welches in diesem Fall das zu
untersuchende Protein ist, findet untékhwenken bei 4 °C Uber Nacht statt. Die Antikolgsung

kann nach der Inkubation beR0 °C gelagert werden und bis zu 10x wiederverwendet werden.
Ungebundene Antikdrpewerden durch mehrmaliges Waschen der Membran mit 1x -B&S8ing
(Tabelle 7) entferntSchlieBlich findet i¢ Detektion der Proteinéiber das SuperSigndl West Pico

PLUS Chemiluminescent Subate Kit (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben statt.

Tabelle63: Zusammensetzung fur 11 1x Trangigffer

Komponente Menge/ [Konzentration]
Tris 3,02 g [25 mM]

Glycin 14,26 g [190 mM]
Methanol 200 ml [20%]

ddHO ad1l

2.6.5 Colmmunoprazipitation(ColP)on Protein

Um Interaktionen zwischen Protein und RNA oder Protein und Proterivozu untersuchen, kann
eine @IP durchgefuihrt werden. Dabei ist das zu untersuchende Protein mit einem bestimmten
Proteintag fusioniert, sodass man das gewtinschte Protein aus delex@i@kt aufreinigen kann. In
dieser Arbeit wird eine @B mit dem Protein CcaF1 durchgefiihrt, welches mit einem 3xRagG
fusioniert ist, um mdogliche RNAder Proteininteraktionspartner zu identifizieren. Fur die I€o
werden 200 mR. sphaeroidegelle, die das entsprechende Plasmid pRKCcaF1FLAG besitzen, in der
exponentiellen Phase mittels Zentrifugation geernt@t2(16). Der Zellaufschluss erfolgt durch 5x
Sonifizierenfur 2 min (ohne Pause) bei Power 70. Die Zellfragmente werden anschliel3end durch eine
Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C fur 30 min von dem Zelllysat getrennt. Nach diesem ersten
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Zentrifugationsschritt wird noch ein weiterer Schritt mittels Ultrazéotyation durchgefuhrt. Das
Zelllysat wird dabei fiir 1 h bei 53.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Fuotfawv@d das Zelllysanit 50
pl magnetischen DynBeadsProtein G (Invitrogen), an dem mokionale antiFLAG M2 Antikdrper
(SigmaAldrich gekoppelt ;d, versetztim Anschluss findet dienmunoprazipitation fur 2 h bei 4C
unter standiger Rotation (Tumbler) statlach der Immunoprazipitation werden die DyBaads an
die nun der zu untersuchende ProtdRNA oder ProteinProteinKomplex Uber einen XFLAG
gebundenhaben dreimal mit kaltem TB3-Puffer(Tabelle46) gewaschen.

2.6.5.1 Colmmunoprazipitation(ColP¥ir RNASeq

Um die an das Protein gebundene RNA zu analysieren, wird elRem@aanschlielender RNgeq
durchgefihrt. Dafur wird der ProteiRNAKomplex wie oben beschrieben aus dem Zelllysat isoliert.
Die DynaBeadswerden nach dem letzten Waschschritt in 400 ul-TBSuffer aufgenommen und mit

400 ul PhenoVersetzt welches mit Wasser gesattigt ist. Durch das Phenol und das Vortexen werden
die Proteine denaturiert und verbinden sich mit dem unpolaren, sauren Phenol zu einer organischen
Phase, wahrend sich die RWAeiner wassrigen Phase ansammelt. Fir eine gutesétiteennung
werden die Proben bei 13.000 rpm und Raumtemperatur flr 15 min zentrifugiert. Die wassrige Phase,
in der sich die RNA befindet, wird nach der Zentrifugation in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefaf}
Uberfuihrt. Dannwerden die Proben mit 400 ul Chdorm:lsoamylalkohol (Verhéltnis von 24:1)
versetzt, gevortext und erneut bei 13.000 rpm und Raumtemperatur fir 5 min zentrifugiert, damit
potenzielle Phenolreste entfernt werden. Die wassrige Phase wird erneut in ein frisches 1,5 ml
Reaktionsgefald tberfiit und die RNA mittels Etharsogefallt .3.6.7). Die von dem ProteiRNA
Komplex isolierte RNA wird anschlieBend tber die Methode delSRYA.5.11) analysiert.

2.6.5.2 Colmmunoprazipitation(ColP¥ur Massenspektrometrie

Um mdgliche ProteifProteintinteraktionen zu untersuchen, wird eine IBomit nachfolgender
Massenspektrometrie durchgefiihrt. Daflr wird der ProtBNAKomplex wie oben beschrieben aus
dem Zelllysat isoliert. Die DysBeadswerden nach dem leten Waschschritt ohne Puffer b&l0 °C
gelagert und koénnen anschlielRend fur die Orbitrap Massenspektrometrie verwendet werden. Die
Analysen deMassenspektirometrie erden in dieser Arbeit in der Proteinanalytik der AG Giinter
Lochnit (Universitat GielReimstitut fur Biochemie) durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

An der posttranskriptionellen Genregulation in Bakterien sind regulatorische RNAs (SRNAs), RNA
Bindeproteine und Ribonukleaseeteiligt, die ein komplexes Netzwerk ausbilden und so die
Anpassung der Genexpression auf sich andernde Umweltbedingungen ermdglichen. In dieser Arbeit
wurden in Hinblick auf die Adaption unter verschiedenen Sireswl Nahrstofflimitierenden
Bedingunga (stationdre Phase) die sRNAs RSs0827 und UpsM untersucht, die eine zentrale
regulatorische Funktion bei der Zellteilung des phototrophen BakteriRmsphaeroidesausiiben
(Grutzner et al, 2021b) Zusatzlich wurde die physiologische Bedeutung der bisher nicht
charakterisierten DUF1127roteine RSP_6037 und RSP_0557 fie g@osttranskriptionelle
Genregulation irR.sphaeroidesnalysiert(Grutzneret al, 2021a) Die Ergebnisse aus beiden Teilen
zeigen neue Erkenntnisse Uber die Anpassoriggichkeiten von Bakterien und verdeutlichen die
Komplexitat der Genregulation R sphaeroides

3.1 Die kleinenregulatorischenRNASStsR gmall RNAtargetssmall RNA) und UpsM

In R sphaeroidesvurde die 72 Nukleotide lange sSRNA RSs0827 erstmals kbgdeidben der RNA
TranskriptSpiegel (RN®eq unter Eisedimitierenden BedingungeriPeuseret al, 2012)auf dem
Chromosom 1 zwischen den GenRBP_223%RNA/IRNA Methyltransferase) urRiSP_224Q0CoA
Bindeprotein) identifiziertAbbildung 107A). Dabei zeigte die SRNA RSs0827 unter Himséerenden
Bedingungen erhdhte zellukrSpiegel im Vergleich zu normalen Bedingun@Rauseret al., 2012)
Aufgrund ihrer Expression unter Eisimitierenden Bedingungen und der Tatsache, dass unter dieser
Bedingung das intrazellulare RO&el stark ansteigt, wurde ihr eine Funktion in der Eisen
Homoostase und der R&¥dwehr zugeordnetPeuseret al,, 2012) Neuere Analysen zeigten, dass die
Spiegel der SRNA RSs0827 auch in der spéaten stationaren Phase stark eri&ersiest al., 2017)
Diese Ekenntnisse machten die sRNA RSs0827 fir weitere Studi@sphaeroidesinteressant.
Vergleichende Transkriptoinalysen (RN®eq zwischen denmR.sphae&oides Wildtyp und einer
NRSs082Deletionsmutante in der exponentiellen Wachstumsphase ergaben, dass die RNA
Transkripte von 76 Genen in der Mutante verringerte Spiegel (Log2 FC Reéipund die Transkripte
von 17 Genen erhdhte Spiegel (Ldg2 Ratio vor 0,6) aufweisen (Dsertation Dr. Katrin Miller).
Weitere Untersuchungen zeigten, dass die SRNA RSs0827 eine Interaktion mit der mRpNé&Evon
eingeht und ihre Stabilitat beeinflus@Eisenhardet al., 2021) RpoHst ein alternativer ECFFaktor,

der eine wichtige Funktion in der Anpassung an Sing@atterstoffstress iR. sphaeroidebesitzt
(Newmanet al, 1999; Anthonyet al, 2004) Jedoch konte bis auf die Interaktion mitpoEkeine
weitere Funktion bzw.Interaktion der trans-kodierten sRNA RSs0827 mit anderen -ZiRNAs
experimentell gezeigt werden, sodass die Funktion der SRNA RSs0827 weitgehend ehklar bli

UpsM (pstream sRNAmraZ RSs0682) ist eine 206 Nukleotide lange sRNA, die in der 5° UTR
(untranslated regiopvonmraZ dem ersten Gen detcw/(division and cell wallGenclusters, lokalisiert

ist. Die Expression der sRNA UpsM wird Uber einen konstitutiven Promotor und einen Rho
unabhangigen Terminator gesteuert (Abbildung 10 Biese Terminator wird bei ungefahr 100
Transkriptionen einmal Uberleseme@dthrough), odasseine basale Transkriptioder dcw Gene
stattfindet (Weberet al., 2016) In der Publikation von Webet al. 2016konnte gezeigt werden, dass
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UpsM in Gegenwart einer BNukleotid (206 nt) langen sRNA durch die EndoribonuklEg&Nase E)

zu einem 130 Nukleotide (130 nt) langen 3" Fragment prozessiert wird. Der genaue Mechanismus der
Prozessierung bzw. die Funktion des stabilen 3" Prozessierungsfragments waren zumkZdip
zZitierten Publikation noch unbekan(@Veberet al., 2016)

A P (Loont |
RpoHIHII
| N_ [T
/ L
tRNA/rRNA Methyltransferase { CoABindepotein
(RSP_2239 A~ (RSP_2240
~
StsR(~72 nt)
B p O
[ Opsv >
{ dew Gertluster
g (206 nt)
RNase *
(130 nt)
/\/\N\/\
dcwmRNA

Abbildung10: GenlLocider sRNAs StsR und UpsMRn sphaeroides(A) StsR ist inmtercistronisclen Bereich

der Gene fur einedRNA/rRNA Methyltransferas&EP_2239und ein CoABindepotein (RSP_2240lokalisiert.

Am 5 Ende befindet sich eine RpoH#bhangige Promoteequenz (Pfeil) und am E&nde einRho
unabhéangigerTerminator (Harnadelstruktur). B) UpsM ist in der 5° UTRirtranslated regiol von mraZ
lokalisiert, dem ersten Gen delksew (division and cellvall) Genclusters. UpsM undtw Gencluster besitzen am

5" Ende einen konstitutiven Promotor (Pfeil). Zwischen UpsM raraZ befindet sich einRhaunabhangiger
Terminator, ér einenreadthrough und somit dieTranskription desicw Genclusters zulésst. Die transkribierte
SRNA UpsM wird unter verschiedenen Bedingungen durch die RNase E (Schere) zu einem stabilen, 13@ Nukleotid
langen RNAragment prozessieft: Prozessierungsstellenodifiziert nachWeberet al., 2016;Grutzneret al.,

2021b)

In dieser Arbeit konnte durcim vivoundin vitro Experimente gezeigt werden, dass die SRNA RSs0827
mit dem 5° Ende der SRNApsM(sRNAsRNA) und dem 5° Ender UTRlesdcw Genclusters (SRNA
MRNA) interagiert. Diese Interaktion fihrt zu einer Strukturveranderuagd einer RNase E
abhangige Prozessierungvodurch die Expression der nachfolgenden GenaldesGenclusteraind

die damit verbundene Zellteilung vorR. sphaeroidesunter verschiedene Stress und
Wachstumsbedingungereguliert wird Aufgrund der neu identifizierten Interaktion zweier sRNAs
wurde RSs0827 in Sts&nall RNAargetssmall RNA) umbenannt{Grutzneret al., 2021b)
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3.1.1 Phanotypische Charakterisierung d&tsRDeletionsnutanted p { G & w 0

Obwohl vergleichende TranskripteAnalysen zwischerR. sphaeroidesVildtyp und der StsR
Deletionsmutante j{StsR) durchgefihrt wurden (Dissertation Dr. Katrin Miuller), gab es keine
eindeutigen Hinweise auf die Funktion dieser SRNA. DaRNMASStsR eine starke Abundanz in der
stationdren Phase aufweist und bekannt ist, dass der Eintritt in die stationdre Phase und der
anschlieBende Austritt durch die Zufuhr neuer Nahrstotiatgrowth Phase) in einer bakteriellen
Kultur sehr genau regulientaverden(Finkel, 2006; Narro Llorenst al,, 2010; Remest al., 2017)

wurde eine phanotypische Charakterisierung mittels Wachstumskurven und Bestimmung der
Uberlebensrate (grvival assay durchgefiihrt (Abbildung 11). Fir die Wachstumskurven wurden der
R. sphaeroide®ildtyp und die nStsRMutante unter mikroaeroben Bedingungen in biologischen
Triplikaten kultiviert. Dazu wurden Ubernachtkulturen (mikroaerob inkubierte Kulturen aus der
exponentiellen Wachstumsphase) auf einesdBon 0,1 mit RAMedium verdiinnt und erneut bed2

°C inkubiert. Das Wachstum beider Stamme wurde anschlieend fir 48 bzw. 72 Stunden durch Messen
der optischen Dichte verfolgt. Jeweils nach 48 und 72 Stunden wurden die stationdren Kulturen erneut
auf eine Ol von 0,1 mit frischem RMedium verdinnt,um die Reaktion der Zellen auf das
Vorhandensein neuer Nahrstoffeutgrowth) zu dokumentieren (Abbildung 11 A). Auf3erdem wurden
die Uberlebensraten voiR.sphaeroideswildtyp undpStsRMutante zu ausgewahlten Zeitpunkten
entlang der Wachstumskurve bestint, da die reine Messung der optischen Dichte keinen Aufschluss
Uber das Verhéltnis lebender zu toter Zellen gibt bzw. eine Veranderung der Bakterien in ihrer Zelllange
die Korrelation zwischen optischer Dichte und Zellzahl verféalschen kann. Dafir wooten Bus der
wachsenden Kultur entnommen und in biologischen Triplikaten und technischen Duplikaten in
geeigneten Verdiinnungen auf B4ar plattiert. Die Platten wurden anschlieBend bei 32 °C inkubiert
und die Anzahl der Kolonien bestimmt (Abbildung 11 B)

Die Wachstumskurven voR. sphaeroide®Vildtyp und pStsRMutante zeigten einen deutlichen
Unterschied zwischen den beiden Stammen (Abbildung 11 A). Wéahrend der Wildtyp nach ca. 20
Stunden mit einer Odg von ungeféahr 1,6 in die stationare Phase eintkdigb die Mutante l&nger in

der exponentiellen Wachstumsphase und erreicht eines®n ungefahr 2,5 beim Ubergang in die
stationdre Phase. Ein noch gré3erer Unterschied zwischen beiden Stammen waroutgtemth

Phase nach 48 bzw. 72 Stunden zu erkennem&ti&RMutante zeigte im Vergleich zum Wildtyp keine
oder nur eine sehr kurze L#&thase, trat also unmittelbarer in ein neues exponentielles Wachstum ein.
Die LagPhase des Wildtyps erstreckte sich hingegerr ibehrerer Stunden (Abbildung 11 A). Der im
stationdren Wachstum undutgrowth erkennbare Ph&notyp der Mutante zeigte auf der Ebene der
Uberlebensrate noch eine deutlichere Auspragung. In der exponentiellen Phase besitzen Wildtyp und
nStsRMutante eine ahtiche Uberlebensrate (Abbildung 11 B). In der stationzmed outgrowth

Phase nach jeweils 48 bzw. 72 Stunden zeigte die Deletionsmutante jedoch &ji3® 28ch hohere
Uberlebensrate als der Wildtyp (Abbildung 11 B). Um diesen charakteristischen Phanstyjer
Wachstumsanalyse und der Uberlebensrate eindeutig auf das Fehlen der SRNA StsiRkiout

Stamm zurickfihren zu koénnen, wurde dgrStsRDeletionsstammdurch eine Plasmiebasierte
Uberexpression von StsRter eigenemPromotor (0BBRStsR) komplemdiert. Auch hier wurde das
Wachstum von Wildtypund KomplementationstammnpStsR pBBRStsR) lber 48 bzw. 72 Stunden
unter mikroaeroben Bedingungen verfolgt. Dabei zeigte der KomplementationstajmtisR
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pBBRStsR) wieder ein ahnliches Wachstumsverhaltenexi¢/ddtyp (Abbildung 11 C). Wurde jedoch

die sSRNA StsR Uber ein PlasmicRinsphaeroidewildtyp Uberexprimiert (WTpBBRStsR), so war die
optische Dichte beim Ubergang in die stationidre Phase deutlich verringert (Abbildung 11 D). Diese
Kontrollen zeigendass der beobachtete Effekt der Deletionsmutante in der stationdren und
outgrowth Phase auf das Fehlen der kleinen RNA StsR zuriickzufiihren ist. Eine Uberexpression von
StsR scheint hingegen die Abnahme der optischen Dichte in der stationaren Phasedzkerers
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Abbildung 11: Einflussder sRNA StsRwf das Wachstum und die Uberlebensrate vdR. sphaeroides(A)
Analyse des Wachstums véh sphaeroide®Vildtyp (schwarz) undR.sphaeroidesnit einer Deletion der SRNA

{ ( & StsRanau) unter mikroaeroben Bedingungen. Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei einer
Wellenldnge von 660 nm in biologischen Triplikaten und der Mittelwert mit Standardebwejy wurde
halblogarithmischiber dieZeit [h] aufgetragen. Nach jeweils 48 und 72 Stunden wurden die Kulturen auf eine
ODy600,1 mit frischem Medium verdiinnt und das Wachstum erneut tiber 24 Stunden beobad)tétnélyse

der Uberlebensrate voR. sphaasidesWildtyp (schwarz) ungiStsRMutante 6 @tsRgrau). Zu den gewéahlten
Zeitpunkten (OGputgrowth) wurdenden WachstumskulturerfAbbildung 11 A) Probeantnommenund in
geeigneten Verdiinnungen auf Rar plattiert. Die Bestimmung der Uberlebensrateotgfe durch das
Auszéahlen der Kolonien.i@®Experimené wurden in biologischen Triplikaten und technischen Duplikaten
durchgefihrt und die Mittelwerte sowie Standardabweichurgn bestimmt. Die Uberlebensrate vorR.
sphaeroideswildtyp (schwarz) wurde auf 100 % gesetzt und die UberlebenstatgrStsRMutante (grau)
entsprechenddarauf bezogen(© Analyse des Wachstums vé&h sphaeroidesVildtyp (schwarz) unghStsR
Mutante, die durch StsRnStsRpBBRStsRgray unter eigenem Rmmotor auf dem Plasmid pBBR_MCS1
komplementiert wurde Die Messung der optischen Dichte unter mikroaeroben Bedingungen erfolgte in
biologischen Triplikaten wie id) beschrieben.) Analyse des Wachstums v@nsphaeroided/ildtyp (schwarz)
sowie vorWildtyp-Zellen, dieStsRWTpBBRStsRjral unterKontolle degigenen Promotois plasmidalPlasmid
pBBR_MCS1liberexprimieren Die Messung der optischen Dichte unter mikroaeroben Bedingungen erfolgte in
biologischen Triplikaten wie i\ beschrieben(modifiziert nachGritzneret al.,, 2021b)
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Um den Effekt der sSRNA StsR auf das Wachstum genauer beschreiben zu kénnen, wurdéa zlisatzlic
Zellmorphologie undlangein der exponentiellen, stationdren unmutgrowth Phasemikroskopisch
analysiert(Abbildung 12
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Abbildung12: Einfluss deisRNA StsRuf die Zellteilung inR. sphaeroidedLinks: Verteilung (Frequenz [%]) der
Zelllangen vomR.sphaeroidedVildtyp (schwarz) un®.sphaeroidegStsRMutante (grau) in der exponentiellen,
stationaren (48 h) uneéutgrowth Phase(3 h) DieLangen von 300 einzelnen Zellenjeder Wachstumsphase
wurden anhand mikroskopischer Aufnahmen (rectms)dem Programm FifiSchindeliret al., 2012)gemessen
und entsprechendyrafisch dargestelltRechts: Mikroskopische Aufnahmen (Phasenkontiiktoskop) vorR.
sphaeroidesVildtyp undR. sphaeroidepStsR in der exponentiellen, stationéarét8 h)und outgrowth Phase
Die weilRerBalken entsprechen einer Lange von 5 (madifiziert nachGritzneret al.,, 2021b)

In der exponentiellen Wachstumsphase weisen sowohRle&phaeroidew/ildtyp als auch digStsR
Deletionsmutante eine dhnliche Zellmorphologie utithge von ungefahr 2;0,4 um auf. Die Zellen

sind elongiert und zeigen typischéaZakteristikasich teilsder und wachsender ZellgiVestfall &

Levin, 2017)Diese @hnliche Zellmorphologie von Wildtyp und Deletionsstamm in denergiellen

Phase (Abbildung 12) spiegelt sich auch in den Wachstumskurven (Abbildung 11A) und der
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Uberlebensrate (Abbildung 11B, 4,5 h) wider, in der sich lRid@haeroideStamme gleich verhalten.

In der stationaren Phase nach 48 Stunden umieichbkibenden Bedingungen veréndert sich die
Zellmorphologie sowohbeim Wildtyp als auctbei der Mutante Abbildung 12) Die Zellerwerden
kleiner und abgerundeter, was auch in frlheren Untersuchungen zur Zellmorphologie in der
stationdren Phase beobachtet wde (Nystrom, 2004) Werden die Zellen nach 48 Stunden mit
frischem Medium versetzt und das Wachstum fur 3 Stunden unter gleichbleibenden Bedingungen
fortgesetzt, so ist eine deutliche Anderung der Zellmorphologie @hthiAge in den mikroskopischen
Aufnahmen erkennbar (Abbildung 1@utgrowth). Wahrend der Wildtyp eine Zelllange (L% pm)

und Morphologie wie in der stationaren Phase aufweist, so zeigt die DeletionmutareeZelllange
ahnlich der in der exponentiellen Phase (2,6 um). Die Beobachtung, dass die Deletion der SRNA
nach 3 Stunden irautgrowth eine verlangerte Zellmorphologie und malRgebliche Charakteristika einer
sich teilenden Zellpopulation aufweist, gaszu den Ergebnissen der Wachstumskurven und der
Uberlebensraten (Abbildung 11 A und B). Die Ergebnisse implizieren dementsprechend einen Effekt
der kleinen RNA StsR auf die Regulation der Zellteilung in stationareutgrdwth Phase.

Neben dem Wachstusverhalten, der Uberlebensrateind de Zelmorphologiewurde zuséatzlich die
Absorption der Pigmerbindendenuntersucht Da inR. sphaeroidealle Zellpigmente an Pigment
bindenden Proteinen gekoppelt sind, gibt die Messung der GeZattgpektren einertinblick in die
Bildung der Photosynthesekomplexe.

exponentielle Wachstumsphase stationére Wachstumsphase (48)
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Abbildung 13: Einfluss dersRNA StsRuuf die Bildung der PhotosynthesekomplexeFir die Messung der
GesamiZellspektren wurderR. sphaeroide®Vildtyp (schwarz) undR.sphaeroidegnStsRMutante (grau) tiber

Nacht unter aeroben und am darauffolgenden Tag unter mikroaeroben Bedingungen kultiviert. Die Absorption
wurde anschlieBend in der exponentiellen (6 h) und stationdren (48 h) Phase gemessen. Die Alsvegption
wurden auf die Olgso(als Maf3 fiir die Zelldichte) normiennd die gemessenen Absorptionsmaxima den Pigment
bindenden Proteinkomplexen (LHI: Lichtsammelkomplex I; LHII: Lichtsammelkomplex 1) zugeoodifeti¢rt
nachBsenhardtet al, 2021)

Fir die Bestimmung der Absorption der Pigmbimtdenden Proteine wurdeWildtyp und nStsR
Mutante Gber Nacht unter aeroben Bedingungen kultiviert. Die Sauerstoffkonzentration betrug dabei
56 mg/l in der Kultur, weshalb die Expression der Gene fur die Ausbildung des

Photosyntheseapparates inhibiert wird. Am darauffolgenden Tag wurden die Kulturen in nndtveae
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Wachstumsbedingungen Uberflihrt, sodass der Sauerstoffgehalt atif ;§/l gesenkt wurde. Dies

fuhrt dazu, dass die Expression der Gene fir die Ausbildung des Photosyntheseapparates induziert
wird undR. sphaeroideseine dunkelrote Farbung annimmbr8it kann man durch Veranderung der
Sauerstoffkonzentration die Ausbildung des Photosyntheseapparates anhand der Messung der
Absorptionsspektren verfolgen. Die Kulturen wurden anschlieBend fir 6 Stunden (exponentielle
Phase) bzw. 48 Stunden (stationare $djaunter mikroaeroben Bedingungen inkubiddte Messung

der Gesam#Zellspektren zeigte fur deR.sphaeroidesWildtyp charakteristische Absorptionen des
Lichtsammelkomplexes 1l (LHII) mit spezifiscidsorptionsmaxima von 800 nm und 855 nm.
AulRerdem warein definiertes Absorptionsmaximum fur den Lichtsammelkomplex | (LHI) bei einer
Wellenlange von 875 nm erkennbar. Oieletion der sSRNANStsR korrelierte hingegen bei der
Messung des GesarZiellspektrums sowolih der exponentiellen als auch in der statdren Phase

mit einer Verringerung der Absorption fur die Lichtsammelkomplexe 1l (LHII) und | (LHI). Jedoch kann
anhand eines einfachen Zellspektrums keine Aussage getroffen werden, ob es sich dabei um einen
direkten @ntisensg Effekt der sSRNA StsR alié Gene zur Ausbildung der Lichtsammelkomplexe
handelt oder ob der beobachtete Effekt indirekter Natur ist.

Um die sRNA StsR und deren Expression naher zu charakterisieren, wurde der Genlokus dieser sRNA
in ausgewahlten Mitgliedern deRhodobacteraceaBamilie bioinformatisch analysiert. Dabei zeigte
sich, dass die Gene fir die sSRNA StsR in allen untersuchten Stammen eirenaBténgigen
Terminator am 3" Ende kodieren. Jedoch konnten nuRbsphaeroide®. capsulatuand Jannaschia

sp. CCSIRpoHI/tabhangige PromoteKonsensussequenzen fur did5 (TTG und -10 CCATQT
Region identifiziert werden (Abbildung Anhallg Um die Expression der sRNA StsR auf die
alternativen " -Faktoren RpoHI/Il zurickfuhren zu kdénnen und sie damit als einesSues
Wachstumsphaseabhangig exprimierte SRNA zu identifizieren, wurden Northern-&Shatlysen mit
dem R. sphaeroided A f RG @ LJ dzy R Sy (i & tppdb K SwLEpEH) baetRpbHI/II 6 p
o mpoHI/1l) Deletionsstammendurchgefiihrt. Die Bakterienkultan wurden dafir entweder unter
SingulettSauerstoffstress'Q,) oder Hitzestress (42 °C) kultiviert und die GesRINA isoliert. Die
anschlieRenden Northern Bldtnalysen zeigten, dass StsRRnsphaeroided/ildtyp ohne Stress nicht
exprimiert wird (t=0)und ihre Abundanz sowohl unter SinguiShuerstoff 10;) als auch unter
Hitzestress nach 30 und 60 Minuten zunimmt (Abbildung 14 A). Im Fall der Deletiqgrottia gpoH)

wird StsR nur unter SinguleBauerstoffstress exprimiert. RpoHI ist ein alteiveit * -Faktor, der
hauptséchlich unter Hitzestress aktiviert wird (Abbildung 1M&sset al, 2009; Nuset al, 2010) Im

Fall der Deletion vorpoHI16 gpoHI) wird StsR unter SinguleBauerstoffstress schwacher exprimiert
als im Wildtyp, d.h. RpoHI kann hier nur eine partielle Bgbtession gewahrleisten (Abbildung 14 B).
RpoHIl ist ein alternativer-Faktor, der Gler das RpofRegulon aktiviert wirdNusset al., 2009; Nuss

et al, 2010) SingulettSauerstoffstress fiihrt inR.sphaerodes zur Dissoziation bzw. zum
proteolytischen Abbau de&nti-" -Faktos ChrR von RpoE (alternatives~akto) und zur Expression
des Rpofabhangigen Regulons (Abbildung 14 B), zu dem gaiiligehért. Da jedoch die Regulons
von RpoHI und RpoHII Uberlapp&vurde auch eine Deletion beider alternativeFaktoen,rpoHlund
rpoHII6 ypoHTYIl), getestet. In der Doppelmutante wird StsR weder unter Singi8atierstoff noch
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unter Hitzestress exprimiert (Abbildung 14 A), was die strikte Abhangigkeit deEg¥&Rsion von
RpoHI/Il dokumentiert.
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Abbildung14: RpoHI/RpoHHabhéangige Expression der sSRNA Stgi Northern BlotAnalyse zur Visualisierung
der RpoHI/RpoH#bhangigen Expression der SRNA StsR. Nach Entrtsn®min-Proben (ohne Stress) wurden
die Kulturen durch Zugabe von20uM Methylenblauund Erzeugungron 80 W/n? WeiRlicht Singulett
Sauerstofftress(*Qz) bzw. durch eine Temperaterhohung (Hitzestress 42 °C)unter Stressgesetzt. 7,5 g
GesamiRNA wurden auf einem 10 %igeanaturierenden TBPolyacrylamieHarnstoffyel aufgetrennt und die
sRNA StsBber einsequenspezifiscies, radioaktiv markierte®ligonukleotidhachgewiesen. Die 5S rRNA dent
als Ladekontrolle.(B) Schematische Darstellung der Aktivierudgr alternativen " -Faktoren RpoE und
RpoHI/RpoHIl bei Hitze (42 °C) und photooxidatives) Stress. Hitze fuhrt zur Aktivierung des alternativen
Faktors RpoHI. SinguleBauerstoff fuhrt zum proteolytischen Abbau des Anftaktos ChrR und dadurch zur
Aktivierung wn RpoE. Aktives RpoE induziert die Expression seines Regulons, zu dem unter anderem auch der
alternative” -FaktorRpoHIigehort (nodifiziert nachGlaeseret al.,, 2011; Griitzneet al., 2021b)

Die Ergebnisse in diesem Abschnitt zeigen, dass die SRNA StsRtStéesgg exprimiert wird und Teil
des RpoHI/tRegulons irR. sphaeroidesst. AuRerdem lasst sich anhand der Wachstumskurven, der
Uberlebensraten und der Zellmorphologie eine Verbindurwgschen der sRNA StsR undr de
Regulation des Zellehstum bzw. der Zellteilung véh sphaeroidegermuten.
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3.1.2 Untersuchungen zunteraktion zwischernden sRNA StsR und UpsM

Die ldentifizierung mdglicher Interaktionspartner eineans-kodierten sRNAjestaltet sich, wie auch

im Fall der sRNA StsR, als schwierig, da nur sehr begrenzte Komplementaritaten zu moglichen Ziel
RNAs zu erwarten sindlasséet al, 2003; Sittkaet al., 2008) Da StsRuf Grundlage der Ergebnisse

aus der phanotypischen Charakterisierung (3.1.1) einen Einfluss auf die ZellteiluRgphaeroides

hat und erste dementsprechende Indizien bereits in der Dissertation von Dr. Lennart Weber erkennbar
waren, wurde die mdglie Interaktion mit einer RNA aus datow Gencluster untersucht.

30 20 Abbildung 15: Interaktionsbereiche zwische
StsR o ! ! CCAUK -5 StsR  und UpsM. Der vorhergesag
3- X(lsl e ﬁﬁ’clzlfﬁulclAl(l:U Interaktion's_bereich von StsR liegt am 5 Enga
5- CG, GAUGE, , GGGACAGUGA ] UpsM Postionen 1-23). Der Interaktionsbereic
UpsM I CAGGE -3 und die freie Hybridisierungaergie wurde mit
° 2 dem Webbasierten ProgramnintaRNA(Mann et

-18.7 kcal/mol al., 2017)vorhergesagt

Bioinformatische Analysen zur Interaktion von StsR mit demGencluster unter Verwendung des
Programms IntaRNA (Maret al. 2017) deuteten auf eine mogliche Bindung von StsR an die sSRNA
UpsM(Weberet al., 2016) Wie schon in Abschnitt 3.1 beschrieben, ist UpsM eine weitere sRRIA in
sphaeroidesdie in der exponentiellen Wachstumsphase am abundantestéBésghoffet al.,, 2011)
Bioinformatischwurde eine Hybridisierungsenergie voii8,7 kcal/mol (Abbildung 15) fiir die
Interaktion beider sRNAs vorhergesagt, wobei StsR mit dem 5" Ende von UpsM (Nukletg8ide 1
basenpaart (Abbildung5).

Wie aus verschiedenen Publikationen bekannt fuhrt die Bindung #iaes-kodierten sRNA an ihre
ZielRNA in den meisten Fallen zu einer Uber die eigentliche Basenpaarung hinausgehenden
Strukturanderung in der ZKRNA, die die Rekrutierung von RN&seovie die Prozessierung bzw.
Degradation der ZieRNAzur Folge ha{Gottesman, 2005; Prévost al,, 2011) In Weberet al. 2016

konnte gezeigt werden, dass das 206 nt lange PrimartranskriptRI#AUpsM unter verschiedenen
Stress und Wachstumsbedingungen durch RNase E gespalten wird, wodurch ein 130 nt langes
3" Fragment entsteht. Da die Prozessierung bzw. Degradation deRKiglein typischer Mechanismus
einertrans-kodierten sRNA ist, wurdeittels Northern BlotAnalysen die Prozessierung der A&A

UpsM in Abhéngigkeit von der Expression tians-kodierten sSRNA StsR untersucht. Dafiir wurde der

R. sphaeroide¥/ildtyp unter mikroaeroben Bedingungen kultiviert und fir 90 min mit verschiedenen
Chemikalien, die Salzstress oder oxidativen Stress auslosen, inkubiert (Abbildung 16 A links). Zusétzlich
wurden R. sphaeroidedVildtyp-Zellen in verschiedenen Wachstumsphasen (Abbildung 16 A, Mitte)
und unter verschiedenen Wachstumsbedingungen (AbbildLd\, rechts) kultiviert. AnschlielRend
wurde GesamRNA aus den Zellen isoliert und fur Northern Blaalysen auf eine Nyleklembran
Ubertragen.Die sRNAs StsR und UpsM (206 nt), sowie das Bpskéssierungsprodukt (130 nt)
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wurden mittels spezifische radioaktiv markierter Oligonukleotidsonden auf der Membran
nachgewiesa.

A mikroaerobe Bedingungen
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Abbildung16: StsRabhéngige Prozessierung von UpsM unter verschiedenen Bedingun@gmorthern Blot
Analyse zur Visualisierung der Sedthéngigen Prozessierung von UpsM unter verschiededieass und
WachstumsbedingungerR. sphaeroidesVildtyp-Zellenwurden entwederin der exponentiellen Phasiéir 90
min unter mikroaeroben Bedingungen uivd Gegenwartverschiedene Stres$aktoren 50 mM NaCl, 10 uM
CddJ, 100 pM Fe@l100 pM ZnSH1 mM HO;, 300 M tBOOH und 250 puM Paraquat(der 42°C)inkubiert
(linker Abbildungsteil)oder vergleichend in der exponentiellen Phase (6 h), nag&hbzw. 48 h(mittlerer
Abbildungteils) bzwunter mikroaeroben(6 h) aeroben(6 h)und phototrophen(6 h) Bedingungenrechter
Abbildungsteil) analysier?,5 pug GesarfRNA wurden auf einem 10 %igen denaturierenden-Faligacrylamiel
Harnstoffel aufgetrennt. Die SRNAs StsR und UpsM (206 nt) sowie das-Rhogiglssierungsprodukt (130 nt)
wurden mittels spezifischre radioaktiv markierterOligonukleotidSondennachgewiesen. 5S rRNA dierdls
Ladekontrolle. B) Vergleich der relativeSignalstarkeson StsRsowie des UpsMProzessierungprodukts(130
nt). Die Signattensitatin Abwesenheit @n Stress bzw. in der exponentiellen Phase wurde aufQfesetzt
die Signahtensitaten von StsR und UpsM (130 nt) unter gmeiligenBedingungen wurde datd bezogenDie
Balken zeigen den Mittelwert und die Standardabweichung aus drei unabhangigenirgenten (nodifiziert
nachGritzneret al, 2021b)

Die Northern BlofAnalyse zeigt in Abwesenheit zellularen Stresses (t=0) keine Anreicherung des
UpsMProzessierungsprodukts (130 nt), wahrend Eisenchlorid {fFd@Gtdroperoxid (tBOOH) und
Superoxid (@) eine leichte und Natriumchlorid (NaCl), Cadmiumdtl¢CdG), Zinksulfat (ZnSP
Wasserstoffperoxid (#,) und SinguletSauerstoff 10;) eine starke Anreicherung des
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Prozessierungsprodukts verursachen (Abbildung 16 A links). Die ProzessigandJpsM
Primartranskripts korreliert dabei mit der Abundather SRNA StsR. Je starker die SRNA StsR unter der
jeweiligen Stressbedingung exprimiert wird, desto starker ist das Prozessierungsfragment von UpsM
(130 nt) im Northern Blot nachweisbar. Diese Ergebnisse werden zusatzlich durch die Quantifizierung
der St®RExpression und Upsirozessierung bestatigt (Abbildung 16 B, links). Die Prozessierung von
UpsM unter Hitzestress (42 °C) stellt jedoch eine Ausnahme dar. Obwohl StsR bei 42 °C am starksten
exprimiert wird, ist weder das Priméartranskript (206 nt) nock &aozessierungfragment (130 nt) von
UpsMdeutlich nachweisbar. Dies wurde schon in der Dissertation von Dr. Lennart Weber beobachtet
und liegt womdglich an einer temperaturbedingten erhéhten RNakgvitat oder Destabilisierung

der UpsMStruktur.Beim Ulergang von der exponentiellen zur stationaren Wachstumsphase, der fiir
die Zellen auch eine Art von Stress aufgrund verknappter N&ahrstoffquellen und Anreicherung von
Sekundarmetaboliten darstellt, ist ebenfalls eine Korrelation zwischen der ExpressicisiRam8 der
Prozessierung von UpsM erkennbar (Abbildung 16 A und B, Mitte, 24 h). Das nach 48 Stunden jedoch
weder das UpsMPrimartranskript noch das Prozessierungsfragment nachweisbar ist, zeigt eine starke
Abhangigkeit der UpshNProzessierung von der sRNASR in der stationdren Phase und wird im
Abschnitt 3.1.4 naher beschrieben. Unter aeroben und phototrophen Wachstumsbedingungen ist
ebenfalls ein erhdhter Sts®piegel mit einer Anreicherung des UpBhbzessierungsprodukts
korreliert (Abb. 16 A und B, chte Abbildungsteile). Dabei sind die Expression von StsR und die
Prozessierung von UpsM unter aeroben Bedingungen am starksten ausgepragt. Unter diesen
Bedingungen stellR. sphaeroideden Stoffwechsel auf eine aerobe Atmung um, wodurch sich die
Gefahr @&r Entstehung von ROS erhéhdje die Zelle schadigen und daher die Aktivierung
verschiedener Schutzmechanismen erfordert. Wie in dem Northern Blot in Abbildung 16A (links)
gezeigt, fihren auch ROS zu einer verstarkten Expression von StsR und AnreidesrisygsM
Prozessierungsprodukts.

In den Northern BloAnalysen der Abbildung 16 ist aufféllig, dass trotz starker Akkumulation des
Prozessierungsprodukts von UpsM (130 nt) keine deutliche Abnahme des Priméartranskripts (206 nt)
erkennbar ist. In den meish Fallen einer sRN#&bhangigen Prozessierung ist auch eine Verringerung
der ZietRNA sichtbar. Dies scheint bei UpsM jedoch teilweise nicht der Fall zu sein. Um zu klaren, was
diesem Effekt zugrundeliegt, wurde die Aktivitdt des konstitutiven Upsivhotos mit einer
transkriptioneller Fusion an das Gen fir das Fluoreszenzprotein mVenus unter verschiedenen
Stressbedingungen untersucht (Abbildung 17).

60000 Abbildung17: Promotoraktivitat von UpsM unter

N e CdCStress R ausgewdhlten Bedingungen.Die Promotoregion
— 42°C Stress =y $ von UpsM wurde in dem Vektor pPHU281 dem
g —~ A Aerob - Gen fir das Fluoreszenzproteirvenus fusioniert.
2 8“’ iioi g Die Promotoaktivitat wurde anschlieBend
QT exemplarisch unter Cd&btress,Hitzesress und
é s0000] s AN - += = unter aeroben Bedingungen mittels
E <= A Fluoreszenmessung (Anregungswellenlange 515
200001—, : : : i nm; Emissionswellenlange 548 nm) ermittelt. Die
° o S ® Fluoreszenz wurde dabei auf die optische Dichte
Zeit [min] bei 660 nm normalisrt (modifiziert nachGrutzner
et al,, 2021b)

100



Ergebnisse

Die Fluoreszemaessungen zeigen dabei, dass dRromotomrktivitat unter verschiedenen
Stresbedingungen ansteigt. Eine verstarkte Promaktivitat wirde erklaren, weshalb trotz
Prozessierung das Level des Primartranskripts (206 nthileibt oder sich nur geringflgig andert.
Gleichzeitig ist erkennbar, dass die Promakivitat von UpsMunter Hitzestress(42 °Chicht ansteigt.
Dies kdnnte auch das verringerte Signal von UpsM (20Bei 42 °C in der Northern Blgtnalyse in
Abbildung 16 A(linkg erklaren. Der genaue Grund fir eine verstéek bzw. gleichbleibende
Promotoraktivitat wurde in dieser Arbeit nicht weiter untersucht

Um den direkten Zusammenhang von UpBkbzessierung und Abundanz der sSRNA StsR zu bestatigen,
wurde der Expressionsind Prozessierungsverlauf beider sSRNA®r SinguletiSauerstoffstress'Q,)

im R.sphaeroidesWildtyp und dernStsRMutante vergleichend analysiert (Abbildung 18). Nach
Entnahme von Zellkulte®Proben zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die GesRMA aus den
Zellproben isoliert und fur die Mihern BlotAnalyse auf eine Membran Ubertragen. Die
entsprechenden sRNAs wurden mit radioaktiv markierten OligonukkSmitlen hybridisiert und
anschlieRenden durchhospheimagingnachgewiesen.

Wildtyp nSskR

‘0, 0 5 10 20 30 60 90 [min] ‘0, 0 5 10 20 30 60 90 [min]

11 7 IEs StsR

.‘ UpsM UpsM
esbes (206 nt) SSacaax (206 nt)

A UpsM " UpsM
Loz EEe S (130 nt)
eI e | 5SRNA A S B s | 5S RNA

Abbildung18: Expression von Stsihd Prozessierung von UpsM Uber die Zeit unter Singutedtuerstofbtress
(*Q). Northern BlotAnalyse vorR. sphaeroidedVildtyp und nStsRMutante unter SinguletiSauerstoftress
(102). Nach Entnahme den ¥t N2 0 Siyf des KiakiReS glurch Zugabe von 0,2 uM Methylenbland
Bestrahlungnit Weillicht(800 W/n?) SingulettSauerstof§tress(*0z) induziert AnschlieRend wurdegellkultur
Proben zu derangegebenerzeitpunkten entnommen und di&esamiRNAaus diesen Probeisoliert 7,5 ug
der GesamtRNA wurderin einem 10 %igen denaturierenden FBBlyacrylamieHarnstoffyel aufgetrennt. Die
SRNAs StsR und UpsM (206 nt) sowie das LRsidessierungsprodukt (130 nt) wurden mittels speziéisch
radioaktiv markiertetOligonukleotidSaden nachgewiesen. 5S rRNA dierils Ladekontrollémodifiziert nach
Gritzneret al, 2021b)

In der Northern Blo#nalyse ist flr den Wildtyp Uber die 9@initige Inkubationszeit eine steigende
Expression der sRNA Sts®wie eine zeitlich etwas versetzte Akkumulation des UpsM
Prozessierungsfragments erkennbar (Abbildung 18 links). In der Deletionmut&igRR] ist hingegen
keine Expression von StsR und keine Prozessierung von UpsM erkennbar (Ali8ldectys). Diese
Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die UpsM RNsbBasIRig prozessiert wird.
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Um die StsRbhangige Prozessierung von UpsM auf eine Bindung zwischen beiden sRNAs
zuruckfuhren zu kénnen, wurden Konstrukte zur Pladbaisierten Uberexpression von StgRrianten

unter Kontrolle des nativen StdRomotors hergestellt. Daflr wurde zum einen die gesamte Sequenz
von StsR (72 nt) und zum anderen nur 28 nt, die die Bindungsregion flir UpsM beinhalten
(Abbildungl9 A oben), in den Vektor pBBRMEZ%Xloniert. Au@rdem wurde ein PlasmiBerivat
hergestellt, bei dem die Stsiequenz an vier Nukleotiden in der vermuteten Bindungsregion zu UpsM
mutiert ist (Abbildundl9 A unten). Die genannten Plasmide wurden in g&tsRStamm konjugiert

und die resultierenden Derivéstamme mit den entsprechenden Kontrollstammen (WildtyBisR

und nStsR pBBR) unter SinguiSuerstoffstress!Q,) inkubiert. Die GesarRNA wurde Uber das
Verfahren der PhendExtraktion isoliert und mittels Northern Blot analysiert (AbbilddsSds).

X
A B N e & &
Q I A vfé‘"
R R Y S
30 20 A > N N Q Q
StsR | I CCAUE -5 'O, 0 90 0 90 0 90 0 90 0 90 O 90 [min]
3- XGCF Ct— CCCUGUCACU .' SR (211
I T - SR (21
5- CG GAUGA GGGACAGUGA 3
C'i | GAAC | CAGG& -3 ;
UpsM . »
-18.7 kcal/mol ﬁ' StsR (28 nt)
UpsM
30 20 .M...“ (206 nt)
StsR mutiert | | UGAZCCAUR -5 - :
R L4l
, UpsM
5- CG GAUGA GGGACAC
UpsM A |  GAAC llJGAACAGGG-s’ -8 - - .... W 1300
° 20
-11.4 kcal/mol 5S rRNA

Abbildung 19: StsRabhangige Prozessierung von UpskA) Der vorhergesagte Interaktionsbereich zwischen
StsR und UpsNRNAist im oberen Teil dargestellt.Darunterist der Interaktionsbereiciir eine StsRMutante
gezeigtbeider vier Nukleotide (rot dargestelli) diesem Bereich mutiert sinderinteraktionsbereich und die
freie Hybridisierungmnergie wurden mit dem Wehkbasierten ProgrammintaRNA (Mann et al, 2017)
vorhergesagt (B) Northern BlotAnalyse zur StsBnhhangigen Prozessierung von UpsM. Die Stéanine
sphaeroidesWildtyp, nStsRund nStsRmit einer Leervektorkontrolle (EVC; pBBR)rden als Kontrollen
verwendet. AuBerdem wurden die Stammé&tsR pBBRSt¢Rberexpressiorder VolllangerStsRRNA[72 nf
vom Plasmid pBBR_MCS2StsR pBBRStsBR (Uberexpression deR8 nt langen UpsMBindungsegion von
StsR; sieheAbbildung 19 A oben) unfiStsR pBBRStsR_m(litberexpressiorder StsRMutante, gezeigt in
Abbildung 19 A unterijp die Untersuchung einbezogen. Die genannten Stdmme wurde(@0 min) und ohne
(0 min) SinguletBauerstofftress (*:0z) inkubiert. Jeweils7,5 ug GesamRNA wurden auf einem 10 %igen
denaturierenden TBPolyacrylamieHarnstoffyel aufgetrennt. Die sSRNAs StsR und UpsM (206 nt) sowie das
UpsMProzessierungsprodukt (130)nvurden mittels spezifischeadioaktiverSonden nachgewiesen. 5S rRNA
diente als Ladekontrollémodifiziert nachGritzneret al.,, 2021b)

Die Uberexpression der Volllangen StsR RNA (pBBRSts&sRStamm zeigt im Gegensatz zu den
StsRDeletionsstammenj{StsR unchStsR pBBR (EVC)] ohne (0 min) Sing8katerstoffstress'Q,)

eine Prozessierung von UpsM, die durch Singi8atierstoffstres ¢O,; 90 min) verstarkt wird. Eine
deutliche Akkumulation des 3" Prozessierungsprodukts von UpsM (130 nt) ist im Northern Blot auch

detektierbar, wennnur die 28 nt lange UpsMindungsregion (Abbildung 19 A oben) von StsR
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Uberexprimiert wird (Abbildung 19 B). Wird hingegen die mutierte StsR RNASiBRStamm
Uberexprimiert, die eine Mutation von vier Nukleotiden in der UpBMdungsregion besitzt
(pPBBRStsR_mut; Abbildung 1uwten), so ist die Akkumulation des 3" Prozessierungsprodukts von
UpsM im Vergleich zum StampStsR pBBRStsR Stamm deutlich reduziert (Abbildung 19 B). Dieser
Unterschied lasst sich auf eine verringerte Bindung oder instabilere Komplexbildung zwischem beid
sRNAs zurtckzufiihren, wenn die Basenpaarung durch die 4 Mutationen geschwachDiesrd.
korreliert mit der geringeren freie Energiel,4 statt-18,7 kcal/mol), die vom Programm IntaRNA
(Mann et al.,, 2017) fur die Interaktion der mutierten StsR RNA WpsM vorhergesagt wird. Die
Ergebnisse der Abbildung 19 unterstutzen die Annahme, dass die SRNA StsR mit UpsM basenpaart und
daher ursachlich die Prozessierung von UpsM induziert. Das Ergebnis macht einen kausalen
Zusammenhang zwischen der Expressiom \BisSR und der Prozessierung von UpsMvivo
wahrscheinlich. Um die direkte Interaktion von StsR zu UpsM auf molekularer Ebene zu verstehen und
die dabei beteiligten Faktoren naher zu bestimmen, wurden zuséatalictigro Experimente wie z.B.
electrophoetic mdility shift assays(EMSAs), Degradatiofsxperimente und Strukturanalysen
(structure probingy durchgefiihrt. Diese Ergebnisse sind im Abschnitt 3.1.3 genauer beschrieben.

Wie in Berghoffet al. 2011 beschrieben ist, ist UpsM eine Hilohangige sRNAdie in der
exponentiellen Wachstumsphase 60 % aller -gpundenen RNAs iR.sphaeroidesausmacht
(Berghoffet al,, 2011) Hfq ist ein hexameres RNBIndeprotein, das als RN&haperon fungieri{Aiba,

2007; Quendereet al., 2020) Daei begunstigt Hfg oft die Duplexbildung bei begrenzter Basen
Komplementaritat zwischen einenrans-kodierten sSRNA und ihrer ZiBNA(Papenfort & Vogel, 2009)
AuRerdem kann Hfg sRNAs vor einem ribonukleolytischen Abbau schitzen, oder in anderen Féllen die
RNase abhangige Degradation einer sSRINRNA Duplex forder(Prévostet al., 2011)

A B
Wildtyp jalalie}
'o, 0 60 9 0 60 90 [min] GesamiRNA ColPRNA
.. W | StsR pRhfg pRAfg
PRIfg  3xFLAG PRIfg  3xFLAG
UpsM & L & L
W e o0 & Fe Y e

i ‘ ! StsR
e (EJ?E)OS ’\rft) “ — (5{5’5 l\rft)
BB See s

Abbildung?20: Die Interaktion von StsR und UpsM ist abhangig von dem R8Baperon Hfq(A) Northern Blot
Analysezur HfgAbhéngigkeit der Interaktion der sSRNAsR und UpsMR. sphaeroide®Vildtyp und nhfg-
Mutante wurdenin Abwesenhei(0 min)bzw.fur 60 oder 90 minin Gegenwart vorgingulettSauerstofétress
(*Q) inkubiert. Jeweils7,5 pg GeamtRNA wurden auf einem 10%igen denaturierenden-PBEacrylamid
Harnstoffel aufgetrennt. Die SRNAs StsR und UpsM (206 nt) sowie das-Rhogiglssierungsprodukt (130 nt)
wurden mittels spezifischie radioaktiv markierter Oligonukleoti8ondennachgewiesn. 5S rRNA dieatals
Ladekontrolle. B) Northern BlotAnalyse von StsR und UpsM nachR®oit Hfq3xFLAGIeweils7,5 pg Gesamt
RNA unddie gesamte Mengeler RNAaus der ColPwurden auf einem 10%igen denaturierenddrBE
PolyacrylamieHarnstoffyel aufgetrennt. Die sRNAs StsR und UpsM (206 nt) wurden mittels spezifische
radioaktiv markierter Oligonukleoti®@ondemachgewieserimodifiziert nachGrutzneret al., 2021b)
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Der skizzierte Kenntnisstand legte nahe, dass die sRNA StsR ebenfallshifgig ist und die
Interaktion mit UpsM Uber das RNZhaperon Hfg vermittelt wird. Um dies zu untersuchen, wurden
die $sR und UpsMSpiegel inR. sphaeroidegVildtyp undeiner davon abgeleiteteqnhfg-Mutante
unter SinguletiSauerstoffstress ;) analysiert (Abbildung0 A). Im Wildtyp ist eine starke
Anreicherung der sRNAs StsR und UpsM nach 60 bzw. 90 Minuten SiSquietstoffstress?(Q,)
nachweisbar. In dephfg-Mutante sind die StsRund UpsMSpiegel hingegen deutlich geringer, was
fur eine Abhangigkeit beider sRNAs von dem RIKAperon Hfg spricht (Abbildung 20 A). Um eine
direkte Interaktion zwischen StsR und kfachzuweisen, wurde ein@olmmunoprazipitation (ColP)
mit Hfg3XFLAG (pRg3xFLAG) bzw. mit Hfg ohne 3xFLAGh{gRals Kontrolle unter Singulett
Sauerstoffstress!Q,) durchgefiihrt (Abbildung 20 B). Anhand der GaiRnte gezeigt werden, dass
sowohl die sSRNA UpsM als auch StsR an Hfg binden. Ob jedoch auch die Interaktion der beiden sRNAs
von Hfg vermittelt wird, kann auf Grundlage dieser Daten nicht geklart werden.

Um die Prozessierung der sRNA UpsM in AbhangigkeiStsR weiter zu charakterisieren, wurden die
Halbwertszeiten des UpsiRrimartranskripts ermittelt. Die Bestimmung der Halbwertszeit kann
entsprechend Aufschluss Uber die Stabilitéat einer RNA geben, da nicht nur die Expression, sondern
auch der Abbauiae wichtige Rolle im zellularen Funktionszyklus einer RNAs spielt. Zu diesem Zweck
wurden derR. sphaeroide/ildtyp unddie nStsRMutante fir 90 min SinguletBauerstoffstress'Q,)
ausgesetzt, um hohe Spiegel von StsR und UpsM (Primartranskript ureksteozngsprodukt) zu
induzieren. AnschlieBend wurde die Transkription durch die Zugabe von Rifampicin gestoppt
(Abbildung 21) und ZellkulttProben zu ausgewdéhlten Zeitpunkten entnomm®&ifampicin ist ein
Antibiotikum, das die Reinitiation der Transkiget durch die bakterielle DNAbh&ngige RNA
Polymerase inhibiert. Unter diesen Bedingungen werden also keine neuenTiRNgkripte
synthetisiert, sodass die Geschwindigkeit des {fRKBaus durch Ze#ligene Ribonukleasen
dokumentiert werden kann. Nach dBrobenentnahme wurden die GesafRiNAs aus den Zellen mit
heiRem Phenol isoliert und fir eine Northern Bhatalyse verwendet. Die Intensitat der Signale von
UpsM (206 nt) wurden mittelphosphaeimaging detektiert, mit dem Programm Quantity One (Bio

Rad) gantifiziert und auf die Signale der 5S rRINA&lekontrolle normalisiert. Die normalisierten
Werte wurden anschliel3end halblogarithmisch gegen die Zeit aufgetragen (Abbildung 21 B) und
anhand der Exponentialfunktion der Ausgleichsgeradede die Halbwertsze fir UpsM (206 nt)
rechnerisch ermittelt.

Die berechneten Halbwertszeiten des UpSmartranskripts (206 nt) sind fiir den Wildtyp und die
nStsRMutante sehr ahnlich. Im Wildtyp betragt sie 7,4 + 0,9 min und im@&sRMutante 5,9 + 0,6
min.
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A B
Wildtyp NnSskR -»- Wildtyp
Rif. 0 25 5 7,5 1012515 0 25 5 751012515 [min] 003, nStsR
SsR F [T s
< ‘N\‘.'--_ 0
UpsM 5 10 )
- - - - — .-‘--— “ |06 nt) 3
3
<
1 T T 1
UpsM 0 5 10 15
| § § K (130 nt) Zeit [t
SR | | e s 5a s 06 min
. NnStsR - UpsM (206 nt): 5,9 £ 0,6 min

Abbildung21: Analyse der Halbwertszeit von UpsM in Abhéngigkeit von St@R Northern BlotAnalyse zur
Bestimmung der Halbwertszeit von UpsM in Abhéngigkeit von Btssphaeroide®ildtyp undnStsRMutante
wurden 90min unter SingulettSauerstof§tress(!Oy) kultiviert. Die Transkription wurde durch die Zugabe von
Rifampicin (Rif.) nach der Entnahrees Aliquots zunZeitpunktt=0 gestoppt.ZellkullturProben wurden
anschlieBend anuggewahlten Zeitpunkteentnommen.Jeweils7,5 pg GesamRNA wurden auf einertO %igen
denaturierenden TBPolyacrylamieHarnstoffyel aufgetrennt. Die sSRNAs StsR und UpsM (206 nt) sowie das
UpsMProzessierungsprodukt (130 nt) wurden mittels spezifisctaglioaktiv markierter Oligonukleoti8onden
nachgewiesen. 5S rRNA dierdls ladekontrolle. B) Die prozentuale Abbaurate [%] von UpsM (206 int)
Kulturen desR.sphaeroidedVildtyps und der nStsRMutante wurde auf der Grundlagdiologische Triplikate
bestimmt, aufdie Ladekontrolle 5S rRN#ormalisiertund halblogarithmisch gegediie Zeit [t] dargestelltDie
Halbwertszeit von UpsM (206 niurde mhand der Exponentialfunktion der Ausgleichsgerade berechnet.

3.1.3 Invitro Untersuchungen zulnteraktion der sSRNA StsR und UpsM

Auf Grundlage der in Abschnitt 3.1.2 beschriebemenivoUntersuchungen war eine Uiber das RNA
Chaperon Hfg vermittelte Interaktion detranskodierten sRNA StsR mit der ZARNMA UpsM
wahrscheinlich. Das Programm IntaR(Nfannet al., 2017)sagt eine Basenpaarung von StsR mit dem
5" Ehde von UpsM vorher (Abbildung 15). Eine Bindung von StsREnmi& kénnte dementsprechend

zu einer Strukturveranderung in UpsM fiihren, wodurch die Prozessierungsstelle fir die
Endoribonuklease E (RNase E) zugénglich wird und die Prozessierung dd%ibdstvlnskripts (206

nt) ermoglicht wird. Um diese Hypothese néher zu untersuchen, wundertro Experimente wie
electrophoretic mbility shift assay$EMSAS), Strukturanalysestrictureprobing undDegradations
Experiment durchgefihrt. Diese Ergebses werden in dem nachfolgenden Abschnitt naher
beschrieben.

Um eine direkte Interaktion beider SRNAs auch experimentell nachzuweisen, wurden EMSAS mit
unterschiedlichenin vitro Transkripten durchgefiihrt. Der Trenneffekt beruht dabei auf dem Gré3en
und Stuktur-abhangigen Laufverhalten von Molekilen und Molekilkomplexen in einer Gelmatrix. Im
Vergleich zu einer ungebundenen bzw. freien Nukleinsdure tritt bei einer Interaktion zweier
unterschiedliche Molekiile, in diesem Fall StsR und UpsM, eine Laufversaiband shif) auf, d.h.

der gebildete Komplex lauft im Gel langsamer als die ungebundenen sRNAs.
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Abbildung22: Analyse deiin vitro Interaktion von StsR und Upshvittels electrophoretic mobility shift assay
(EMSA)(A) Der vorhergesagte Interaktionsbereich zwischen StsR und UpsM ist links dargestellt. Rechts ist der
Interaktionsbereictmit komplementiren Mutationen von jeweilsvier Nikleotiden in StsR und UpsM (StsR: rot;
UpsM: blau)gezeigt Der Interaktionsbereich und die freie Hybridisieruemgsrgie wurden mittels IntaRNA
(Mann et al, 2017)ermittelt. (B) Auf der linken Seite sind EMSAnit verschieden langen Upsihh vitro
Transkripten (20&it*, 76 nt* oder 30 nt*) von oben nach unten abgebildet. Die EMSAs mit dem mutierten StsR
in vitro Transkript (StsRmut), dem mutierten UpsiMl vitro Transkript (UpsM(20ét)mut*) oder beiden
mutierten in vitro Transkripten sind auf der rechten Seite von oben nach unten dargestellt. Fir jeden EMSA
wurden die verschiedenen, mit-32P-UTP intern markierten UpsM* (15 nM)in vitro Transkripte mit
aufsteigenden Konzentrationen nicht radioaktharkierter sSRNA StsR (1:1 [15 nM], 1:10 [150 nM], 1:100 [1,5
pM]) far 20 min bei 32 °CzwecksDuplexbildung inkubiert. AlfegativKontrolle wurden die jeweiligen
Transkripte von UpsMtur mit HzO ¢) oder miteinem100fachenUberschuss der SRNA PcrZ (1,5 uM) inkubiert.
Als PositivKontrolle wurde das jeweilige UpsMh vitro Transkript im Verhaltnis 1:100 [1,5 pM] mit dem
jeweiligen StsRn vitro Transkript (+) inkubierthachdem beide RNA©rher gemeinsam renaturiert worden
waren Die Auftrennung erfolgte in einem nativen 6 %igen -PBiacrylamidel und die Detektion mittels
phosphaimaging(modifiziert nachGritzneret al., 2021b)

Um die Interaktionsstelle von StsR am 5° Ende von UpsM einzugrenzen, wurden fur den EMSA

verschieden lange, intern mit*?P-UTPmarkierte (*)in vitro Transkripte von UpsMerwendet. Dafir
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wurde zum einen eiim vitro Transkript mit 206 Nukleotiden (UpsM(206 nt)*), welches der gesamten
Sequenz von UpsM entspricht, und zum andeirevitro Transkripte mit 76 Nukleotiden (UpsM(76

nt)*) bzw. 30 Nukleotiden (UpsM(30 nt)*) sy@hi A & A SNII = R-pr&imated y6 bSWNHEOI Sy p Y
Nukleotiden von UpsM entsprachen. Die verschieden langen Transkripte von UpsM wurden mit
aufsteigenden Konzentrationen nicht radioaktiv markierter SRNA StsR im Verhaltnis von 1:1 (15 nM),
1:10 (150 nM) und.:100 (1,5 uM) zwecks Komplexbildung inkubiert (Abbildung 22 B links). Sowohl das
gesamte UpsM Transkript (UpsM(208)*) als auch die verkirzten Transkripte UpsM(76 nt)* und
UpsM(30 nt)* zeigten schon in einem aquimolaren Verhdéltnis von UpsM und StERe(te
Laufverschiebungshift) und damit eine Interaktion beider sRNAs (Abbildung 22 B links). Der
Gelretardationseffekt wurde bei steigender Konzentration an StsR (1:10 oder 1:100) deutlich verstarkt.
Die negativen Kontrollen, bei der UpsM entweder giitem 106fachen Uberschuss der sRNA PcrZ
(Mank et al, 2012)oder mit HO ¢) inkubiert wurde, zeigten im Gel keinehift bzw. keine
Komplexbildung (Abbildung 22 B links). Somit lasst sich der Interaktionsbereich zwischen StsR und
UpsM auf das 5" Ende von UpsM festlegen, wie esdeomProgrammintaRNA(Mannet al,, 2017)
vorhergesagt wurde.

In der Norttern BlotAnalyse der Abbildung 19 B wurde gezeigt, dassvoder Austausch von vier
Nukleotiden in der UpsNBindungsregion von StsR zu einer Verringerung der Prozessierung von UpsM
fuhrt. Um diese verringerte Prozessierung von UpsM auf eine verminttggeaktion zwischen StsR

und UpsM zuriickzufiihren und den Interaktionsbereich zwischen UpsM und StsR zu charakterisieren,
wurden weitereEMSAslurchgefihrt. Dazu wurde das 206 nt lange, radioaktiv markierte Upsitro
Transkript (UpsM(206 nt)*) mit eime mutierten, nicht markierten Transkript von StsR (StsRmut; die
mutierte StsRSequenz ist in Abbildung 22 A rechts rot markiert) oder ein radioaktiv markiertes,
mutiertes Transkript von UpsM (UpsM(206 ntymut*; die Sequenz ist in Abbildung 22 A rechts blau
markiert) mit einem nicht mutierten Transkript von StsR inkubiert (Abbildung 22 B rechts). In beiden
Gelen war trotz steigender Konzentrationen des nicht markierten-RidAskripts (1:1; 1:10; oder
1:100) eine weniger effiziente Laufverschiebung zu erkanwas auf eine schwachere Interaktion der
Transkripte hindeutet (Abbildung 22 B rechts). Als Kontrolle wurde zuséatzlich ein EMSA mit dem
mutiertenin vitro Transkript von UpsM (UpsM(206 nt)mut*) und dem mutiertenitro Transkript von

StsR (StsRmut) dthigefiihrt; in diesem Fall wurde die Basenpaarung durch kompensatorische
Mutationen wiederhergestellt (Abbildung 22 B rechts unten). In dem Gel ist zu erkennen, dass die
Kombination der beiden kompensatorisch mutierten Transkripte die Komplexbildung wieder
stabilisiert bzw. effizienter macht.

Die EMSAs unterstiitzen die vorhergesagte Basenpaatemgeiden sRNAs, zeigen jedoch lediglich
eine Interaktion der beiden sRNAs, aber keine Prozessierung von UpsM, die von der Interaktion mit
StsR und der Katalyse rdh Endoribonuklease E (RNase E) abhangig ist. Um einalBi&fyige
Prozessierung zu beweisen, wurde ein Degradatiexymeriment mit der katalytischen Untereinheit

der RNase E als coliCallagharet al, 2003; Callaghaet al., 2005a)durchgefiihrt. Die katalytische
Untereinheit der RNasE besitzt in diesem Fall 529 Aminosauren (529 aa) und wurBledaliBL21

von dem Vektor pQE30 Uberexprimiert sowie anschlieBend mittels Affinitditschromatographie
aufgereinigt (Abbildung 23 AL allagharet al., 2003; Redket al,, 2003; Callaghaet al., 2005b) Fur

das Degradation&xperiment wurderil5 nMin vitro transkribierte und intern radioaktiv markierte
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UpsM* RNA(206 nt) mit nicht markiertem StsRranskript in Verhaltnis 1:5 (75 nM StsR) fur 20 min

bei 32 °C inkubiert, um eine Komplexbildung der beiden sRNAs zu erméglichen. Um die Prozessierung
zu induzieren, wurden nach der Komplexbildung 50 nM der katalytischen Unteitalieh&Nase E aus
E.colihinzugegeben. AnschlieRend wurde der Reaktionsansatz tber einen Zeitraum von 3 min bei 37
°C inkubiert, mit einem FormamidarnstoffMix abgestoppt und auf einem%igen Polyacrylamid
Harnstoffgel aufgetrennt. Als Nega#fontrole wurden 15 nMntern32P-markiertesUpsM-Transkript

nur mit der katalytischen Untereinheit der RNase E (ohne StsR) inkubiert.

A B
UpsM UpsM + StsR
(2:5) .
kba M 0 1 2 3 0 1 2 3 [min]
UpsM* E
22"2‘ ik = 206nt) o
, - - <_RNase E 3
(529 aa) 2
45 UpsM* < ] UpsM
@a3ony =z | *°-P
31 - @ {1 -=UpsM +StsR
- UpsM*
215 K 1 —
(76 nt) 0 1 2 3

Zeit [min]

Abbildung 23: In vitro Prozessierung von UpsMn Abhangigkeit von StsR(A) SDSPAGE (12 %) der
aufgereinigten katalytischen Untereinheit der RNag€&lagharet al., 2003; Redket al., 2003)ausE. coli (B)
Links ist dasn vitro Degradations€Experiment von UpsM mit der RNase E gezeigtni¥sintern radioaktiv
markiertes UpsMin vitro Transkript (UpsM*) wurde als Kontrollemit 50 nM der katalytischerRNase E
Untereinheit (Abbildung 23 A) Uber den Zeitrawon 3 min bei 37 °C inkubiert. Zusatzlich wurde die
Prozessierung von UpsM durch die RNase E in Abhé&ngigkeit der sSRNA StsR durchgefithradioaktiv
markierte UpsMRNA(UpsM* 15nM) wurde zun&chstfiir eine Komplexbildung mit kalten StisRvitro Transkript

im Verhéltnis 1:5 [75 nM] fur 20nin bei 32 °C inkubiert. Anschlieend wurden 50 nM der katalytischen
Untereinheit der RNase E (Abbildung 23h&kzugegeben. Die Proben wurden auf ein 6 %iges Polyacrylamid
Harnstoffiel aufgetragen und mittelphosphorimaging analysiert. Rechts ist der prozentuale Abbau i
UpsM* RNA(206 nt) Uber biologische Triplikatggemittelt, halblogarithmisch gegen die Zeit [t] dargestellt
(modifiziert nachGrutzneret al., 2021b)

Die Inkubation von UpsM* mit StsR (1:5) zeigte eine deutliche Abnahme von UpsM* {206dnt
parallel eine Zunahme der beiden spezifischen Prozessierungsprodukte, wéahrend in Abwesenheit von
StsR keine substanzielle Prozessierung bzw. Degradation von UpsM* innerhalbmilgiiti§en
Inkubation nachweisbar war. Bei dem definierten Prozessiespiroglukt, welches bei der Inkubation

von UpsM und StsR entsteht, sollte es sich um das 130 nt larfgag@hent von UpsM handeln, das
auch hier wie in den Northern Blots als Doppelbande auftritt (Abbildung 23 B). Das bei der Spaltung
entstehende 76 nt lang5” Fragment, das in den Northern Blots sehr wahrscheinlich aufgrund eines
schnellen zellularen Abbaus nicht detektierbar ist, kénnte bei dem in Abbildung 23 B gezeigten
DegradationsExperiment am unteren Rand des Gels erkennbar sein. Das Degradati@nsnent
(Abbildung 23 B) zeigte also eindeutig, dass die Prozessierung von UpsM eaitrcivon der SRNA

StsR und dem Enzym RNase E abhangig ist. AuBerdem macht das Ergebnis deutlich, dass neben StsR
und RNase E keine weiteren Faktoren fir die Prozessievon UpsMerforderlich sind. Ob die
Interaktion der beiden sSRNAs vivojedoch durch das RNBhaperon Hfg vermittelt wird, kann auch

anhand dieses Experiments nicht geklart werden.
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In friherenin vivo Experimenten (Webeet al. 2016) wurde die RNadeSchnittstelle in UpsM an
Position 7779 lokalisiert (Abbildung 24 A), also auf Grundlage der Strukturvorhersage dfmtdh M
(Zuker, 2003)n einer basengeparten Region am 5° Ende von UZaMer, 2003)RNase E ist jedoch

eine Endoribonuklease, die einzelstrangige Bereiche in eineriMRINK Ul praferiert. Daher sollte der
Prozessierungsbereich in der freien UpsM RNA fur das Enzym unzugéangligtbbidtung 24 A). Das
Programm IntaRNf@Mannetal, 2017)a I 34 @2 NKSNE R a &terRikaen Rositianen wb ! Y.
1-23 von UpsM interagiertAbbildung24 A, schwarze Linie). Diese Basenpaarung zwischen StsR und
UpsMkdnnte daher zu einer Entwindung der genannten helikalen Struktur in UpsM flihren, wodurch
die Prozessierungsstelle in der UpsM RNA ungepaart und somit fir die RNase E zuganglich vorliegen
wurde (Abbildung 24 A)Jm diese Hypothese zu tberprifen, wurde Biethode desstructure probing
angewandt. Dabei kdnnen chemische und enzymatische Reagenzien (Nukleasen) verwendet werden,
um experimentell die einzelund doppelstrdngigen Sequenbereiche eines RMekils zu
identifizieren. Die Ergebnisse solcher expemteller Analysen in Korrelation mit den mathematisch
basierten Algorithmen aus der RMArukturvorhersage ermoglichen genauere Aussagen zur Struktur
eines RNMMolekuls in Losung.

Fur die experimentelle Analyse der Up&ttuktur wurde einin vitro Transkipt von UpsM mit
unterschiedlichen Konzentrationen der Einzelstrapgzifischen Nuklease S1 (1 U; 0,5 U oder 0,1 U)

in An und Abwesenheit von StsR inkubiert. Liegt ein Sequenzabschnitt in UpsM als Einzelstrang vor,
so kann die Nuklease S1 in dieser Redie RNA spaltettlber eine PrimeExtension (cDN:Synthese)

mit einem radioaktiv markierten Oligonukleotid kdnnen die entstehenden Spaltstellen nachgewiesen
und kartiert werden, da an diesen Positionen Abbruchprodukte bei der eBthese entstehen. Um

die Spaltstellen der Sequenz zuordnen zu kénnen, wurde parallel eine limitierte NukleGpaliiihg
RAZINOKISFNKNI ® wbl aS ¢m &AOKYSARSG wb! dln d&hlST AFAa
Ergebnissen destructure probing(Abbildung 24 B) ist zu erkermedass die UpsM RNA in
Abwesenheit von StsR (Spurerb)B3ein anderes Bandenmuster liefert als in Gegenwart von StsR
(Abbildung 24 B;Bacher molarer StsRberschuss, Spurend 10facher StsRJberschuss, Spuren 9

11) . Daraus lasst sich schlieRen, diiesKomplexbildung von UpsM und StsR die Struktur von UpsM
verandert, wodurch bestimmte Bereiche der UpsM RNA verstarkt einzelstrangig vorliegen. Deutlich
mehr Banden sowie starkere Bandbensitaten sind bei einem Hachen molaren Uberschuss von
StsRrelativ zu UpsM (SpurenBL versus @) erkennbar (Abbildung 24 B). Es treten deutlich sichtbare
Banden an den Positionen 77, 79, 80, 81, 82, 83 und 84 auf (Spurgnrét markiert), die in
Abwesenheit von StsR deutlich schwacher sind (SpugnBadasst den Schluss zu, dass der Bereich

der Nukleotide 7784 der UpsM RNA in Abwesenheit von StsR doppelstradngigen Charakter besitzt und
in Anwesenheit von StsR eher einzelstrédngige Konformationen anniBietgeannten Nukleotide
liegen genau in der Regidler RNase-Schnittstelle. Das Ergebnis ds#ructure probindieferte somit

den finalen Beweis, dass es bei einer Interaktion zwischen UpsM und StsR tatsachlich zu einer
Strukturveranderung kommt, die die RNas8d¢hnittstelle freilegt (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Strukturdnderung der sRNA UpshMurch die Interaktion mit der SRNA Stsi) Die Abbildung
zeigt diein silico (Mfold) vorhergesagte unéh vitro (structure probing partiell bestatigteStruktur der UpsM
RNA (B) Abbildung B zeigt dagtructure probingexperiment. Dién vitro transkriberte UpsMRNA alleiff600
nM], UpsMund StsRRNAIn einem molaren Verhéltnis von 1:5 [600 nM UpsM und 3000 nM StsR] oder UpsM
und StsRRNAIin einem molaren Verhaltnis von 1:10 [600 nM UpsM und 6000 nM StsR] wigdeils mit
NukleaseS1 inkubiert. Der Nachweis dBiNASpaltungererfolgte Giber PrimerExtension(cDNASynthesg Die
Proben wurden auf ein 8 %igesequenziagel aufgetragen unddie Produkte der cDN&ynthesemittels
phosphaimagingdetektiert. (© Die Abbildung zeigt dia silico(Mfold) vorhergesagt&truktur des UpshbtsR
Komplexes sowie die mittelgructure probingkartierten Schnittstellen. Rot unterlegte Nukleotide: RNase T1
Schnittstellen; blau unterlegte Nukleotide: Nuklease-S&hnittstellen; violett: Positionen, i@ von beiden
Nukleasen gespalten werdémodifiziert nachGritzneret al.,, 2021b)
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3.1.4 Einfluss von StsR auf UpsM und désv Gercluster in derstationdren Phase

Unter Laborbedingungen zeigt eine bakterielle Kultur die typischen Wachstumsphasen, bestehend aus
exponentieller Phase, Ubergangsphase und stationéarer Phase. Die stationare Wachstumsphase wird
erreicht, wenn das Kulturmedium kaum mehr Mstbffe enthalt, infolgedessen die optische Dichte

der Kultur weitgehend konstant bleibt, d. h. genauso viele Zellen absterben wie entstehen. In der Natur
sind eponentiell wachsende Bakterien selten zu finden, da Mikroorganismen den gré3ten Teil ihrer
Lekenszeitaufgrund von Nahrstofimitierenden Bedingungeim der stationaren Phase verbringdn.

der stationaren Phase sind Mikroorganismen nicht nur Nahrstofflimitierungen, sondern auch anderen
Stressfaktorenausgesetzt(Kolter et al, 1993; Filloux, 2012)wie z. B. hohe Konzentrationen
anorganische Sairen, osmotischer und adtativer Stressoder Anderungen des pWerts (Ferenci,

2001; Geferet al, 2014) Die Zellteilung von Mikroorganismen muss daher unter verschiedenen
Stressbedingungen und beim Ubergang von der exponentiellen zur stationaren Wachstumsphase sehr
gut reguliert seifGoodrichBlairet al., 1996; Berthoumieugt al., 2013)

A B =) * O
Wildtyp nStsR U > mraz /
. AP . AN
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Abbildung25: Wachstumsphaserabhangige Expression von UpsM, StsR um@Z (A) Northern BlotAnalyse
zur Wachstumsphaseabhangigen Expression (exponentielle Wachstumspfege], 24 h und 48 h) von UpsM
und StsR inR. sphaeroidesWildtyp und R. sphaeroidesnit einer Deletion der SRNA StgRStsR unter
mikroaeroben Bedingungerleweils7,5 ug GesarmRNA wurden auf einem 10 %igen denaturierenden-TBE
PolyacrylamieHarnstoffiel aufgetrennt. Die sRNAs StsR und UpgRD6 nt) sowie das UpsM
Prozessierungsprodukt (130 nt) wurden mittels spezifischiadioaktiv markierter Oligonukleoti8onden
nachgewiesen. 5S rRNA diertls Ladekontrolle.B) Im oberen Teil der Abbildungind schematisch de
chromosomale UpshiraZLdkus sowie die Positionender Primer Pfeilkbpfg fur die gRIPCR dargestelltm
unteren Teil der Abbildung sind die mittels RTR quantifizierten zellularen Spiegel \WpsM, readthrough
Transktipt (Durchlesedes UpsMTerminatorg und mraZin dernStdfR-Mutante im Vergleich zum Wildtyp in der
exponentiellen (exp.) und stationdaren Wachstumsphase (24 h und 4frgestellt Die Verdnderungen der
relativen Expression (Log2 FC) wurdauf Grundlagebiologische Triplikate und technisctre Duplikate
guantifiziert und auf sinl normalisiert, einespikein RNAvon gleichbleibender Qualitat und Konzentration
(modifiziert nachGrutzneret al., 2021b)

Die sRNA StsR zeigte in Northern Bloid RNAegAnalysen(Remeset al, 2017)ihre starkste
Expression unter verschiedenen Stresswie spatstationaren und aeroben Wachstumsbedingungen
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(Abbildung 16 und Abbildung Anhang 2). Wie schon in den Ergebnissen der Abschnitte 3.1.1 und 3.1.2
beschrieben, wurde aufgrund der Interaktion beidsRNAs ein Zusammenhang zwischen der
Expression der sRNA StsR und der Regulation der Zellteilung.v&phaeroidesermutet. Dabei

koénnte die sSRNA StsR Uber die Interaktion mit UpsM einen Einfluss aldvdistreamliegendendcw

Gene besitzen. Um diexpression und den Einfluss von StsR auf UpsM in der stationdren Phase zu
untersuchen, wurde ein Wachstumsexperiment Ritsphaeroideg/ildtyp undnStsRMutante tber

48 Stunden durchgefihrt. In der exponentiellen Phase sowie nach 24 und 48 h wurden Proben
entnommen und die GesarRNA mittels PhendExtraktion isoliert. Die RNA wurde anschliel3end fur
eine Northern BlotAnalyse (Abbildung 25 A) sowie quantitatreattime RTPCRExperimente (QRT

PCR); Abbildung 25 B) verwendet.

In der Northern BlofAnalyseist zu erkennen, dass die Abundanz der sRNA StdR Bphaeroides
Wildtyp Uber einen Zeitraum von 48 Stunden zunimmt, was mit friherersRi@nalysen in Einklang

steht (Remeset al,, 2017) UpsM hingegen zeigt in der exponentiellen Wachstumsphase die starkste
Abundanz, die nachd2Stunden abnimmt. Nach 48 Stunden sind sowohl das Primé&rtranskript (206 nt)
als auch das Prozessierungsfragment (130 nt) im Northern Blot nicht mehr nachweisbar. In dem StsR
Deletionsstamm j{StsR) ist jedoch das UpdRtimartranskript (206 nt) auch nach &unden noch
detektierbar. Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass die SRNA StsR eine wichtige Bedeutung fir die
Prozessierung und den Abbau von UpsM in der stationaren Phase besitzt (Abbildung 25 A).

Die Expression der sRNA UpsM wird Uber einen konstitutReomotor am 5° Ende und einen
Terminator am 3" Ende reguliert. Die Terminatorstruktur erlaubt in 1 % aller Transkriptionsereignisse
einenreadthroughund eine Expression delownstreamkodiertendcw Gene(Weberet al., 2016)

Um den Einfluss der sSRNA StsR aufrdad-throughund die Expression der nachfolgenddswGene

zu untersuchen, wurde die gRPICR mit RNA aus der exponentiellen und der stationaren Phase (24 h
und 48h) mit Primern durchgefuhrt, die spezifisch fipdll, UosM_mraZoder mraZsind (Abbildung

25 B oben). Die qRHCR zeigte, dass sich die UgSpegel in der exponentiellen Wachstumsphase
nicht wesentlich zwischen Wildtyp updtsRMutante unterscheiden (Log2 FC 0,15). Nach 24 Stunden
wurde jedoch ein Log2 FC von 0,75 und nach 48 Stunden von 2,85 ermittelt (Abbildung 25). Dies
bestétigt, dassish in dernStsRMutante deutlich hdhere Upshbpiegel anreichern, was in Einklang

mit den Northern BlofErgebnissen der Abbildung 25 A steht. Fir die Transkripte UpshZ bzw.
mraZverhalt es sich &hnlich. (Abbildung 25 B). In beiden Fallen wird nacki2ddg2 FC von ungeféahr

0,8 bzw. nach 48 Stunden von 1,5 erreicht. DieBRR zeigte somit, dass in der stationdren Phase (24
bzw. 48 h) sowohl die Spiegel von UpsM als auch von Upsd bzw. mraZin der nStsRMutante
gegenuber dem Wildtyp deutlich ebht sind (Abbildung 25 B). Dies bedeutet, dass StsR sowohl die
Abundanz von UpsM als auch die der Upsk&Z readthrough bzw. mraZ Transkripte in der
stationdren Phase reguliert.

Zur Klarung der Frage, ob eine SédiRangige Prozessierung nicht nur in dgsM RNA, sondern auch
in der 5-UTRdesreadthrough mRNATranskripts stattfindet, wurde GesarRNA aus Wildtypund
nStsRZellenisoliert, die nicht (0) oder fir 90 min (90°) SinguleSauerstoffstress'(Q,) ausgesetzt
waren. Den Einfluss von StsR digf5-UTRdesreadthroughmRNATranskripts wurde anschlieend
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mit einer RTIPCR und Primern Uberprift, die an das 5° Ende von UpsM (vor der Prozessierungsstelle)
und immraZLeseraster binden (Abbildung 26 oben). Zur besseren Visualisierung wurden die Proben
nach der R'PPCR auf ein 10 % Polyacrylamidgel aufgetragen und mit Ethidiumbromid geféarbt
(Abbildung 26 unten). Dabei ist deutlich zu erkennen, dass nach 90 min SkBauetistoffstressQ,)

das Level deseadthrough mRNATranskripts im Wildtyp deutlich niedriger ist als in gestsR
Mutante (Abbildung 26 unten), wahrend letztere nach 90 min Singdatterstoffstress etwa gleiche
readthroughTranskriptSpiegel wie il\bwesenheit von SinguleBauerstoffstress aufweist. Somit hat

die sRNA StsR auch einen destabilisierenden Effekt auf die 5 UrERdibsoughmRNATranskripts.

Ob dieser Effekt auch durch eine Strukturverdanderung der 5° UTR und RMNd@®ingigen
Prozessierung verursacht wird, konnte auf Grundlage dieser Daten nicht abschlieRend geklart werden.

Abbildung 26: sRNA StsR beeinflusst t
Menge desreadthrough Transkripts. Im
oberen Teisindder UpsM_mraZLokus sowi
die Bindungsregionen der Primgir die RT

—Eﬁ‘{)j)—m PCR dargestellt. Untesind die qRIPCF
/ Produkte mit Primerpaaen fur Stsk

> Dpsm iz T UpsM_mraZund rpoZ(Kontrolle)dargestellt

Die GesamiRNA wurdeisoliert, nachden

+RT RT ’}?S‘,L‘,’J')e Zellen deRR. sphaeroidew/ildtyps sowie cer
nStsRMutante keinem (0 min) bzw. 90

Wildtyp pStsR Wildtyp nStsR Wildtyp nStsR

0. 0 9 9 0 9 0 9% 0 9 0 9 Im minltigem (90 min) Singulet
2 _ [min] Sauerstofftress (1Oz) ausgesetzt worde
| StsR waren Die RIPCR wurdanschlieBendnit

_ (+) und ohne ) reverse Transkriptase (F
| UpsM_mraZ und in einer weiterenKontrolle ohne RNA
: RNA)durchgefuhrt. Die Proben wurden ¢
rpoZ ein 10%iges Polyacrylangdl aufgetrage
und mit Ethidiumbromid gefarbimodifizier
nachGritzneret al.,, 2021b)

Die RNASpiegel ausgewahlter Gene disv Genclusters wurde zusatzlich mittels gRCR fir deR.
sphaeroide®ildtyp und dienStsRMutante analysiert, sodass weitere Informationen zu Effekten der
StsR RNA auf ddswGencluster gewonnen werden konnten (Abbildung 27). Dafir wurden Zellen aus
der exponentiellen, stationaren (48 h) undtgrowth Phase (90 min) geerntet und die GesdriNA
isoliert. Das Fehlen der sSRNA StsR in dem Deletionsstamm fiihrte dabei vor allenoutgdewth

Phase zu signifikant erhéhten mRNranskriptSpiegeln dedcw Gene (Abbildung 27). Eine erhdhte
Expression dedcw Gene in deroutgrowth Phase wirde die irAbschnitt 3.1.1 beschriebenen
Phanotypen des StdReletionsstamms bestétigen. Die Ergebnisse zeigen, dass das Fehlen der sRNA
StsR in dempStsRStamm zu erhohten zellularen Mengen an UpsM RNA reattthrough
Transkripten derdcw Gene fihrt. Es erklart abcdas verdnderte Wachstumsverhalten dBr.
sphaeroideg StsRMutante in der stationaren undutgrowth Phase, das sich in den Wachstumskurven
(Abbildung 11 A), den relativen Uberlebensraten (Abbildung 11 B) sowie in der Zellmorphologie
(Abbildung 12) manifgiert. Es entsteht ein Gesamtbild, nach dem die SRNA StsR uber die Induktion
der Prozessierung in der UpsM RNA bzw. im 5° UTRddthrough Transkripts deslcw Genclusters

eine Schlusselrolle in der Regulation der ZellteilungRr@phaeroidespielt.
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Abbildung 27: Veranderungen in der Expressiomon Genen desdcw Gerclusters in verschiedenen
WachstumsphasenDie Expressionsveranderusigausgewahlte Gene deslcw Gerclusters (nraW, ftsL, murk
mraY, murG ftsZund envA wurden fir den Wildtyp unddie nStsRMutante mittels qRFPCRyuantifiziert Die
beiden Stammevurden unter mikroaeroben Bedingungen in der exponentiellen Phase, in der stationdren Phase
(48 h) und 90 mimach einemoutgrowth (nach 48 h mit frischm Medium verdinnt und fir 90 min unter
gleichbleibenden Bedingungen kultiviert) geerntet. Die GedaNA wurde isoliert und nach einem DNase
Verdau fur digRFPCR verwendet. Die Veranderungen der relativen Expressitiog2 FC) sind asinl, eine
spikein RNA, normalisiert. DiBunkte illustrieren die einzelnen Messwerte und ihre Verteilunigigtogisden
Triplikaen und technischen Duplikah. Die Signifikanz wurde mittelsTest berechnet und ist exemplarisch fur
mraW in der Abbildung dargestellt (* signifikant §g0,05); n.s. nicht signifikant (g 0,05); modifiziert nach
Gritzneret al., 2021hb)

3.1.5 UpsM beeinflusst die Expression ddcw Gene intrans durch eine Interaktion mitmraY
und ftsw

In den bisher gezeigten Nogn Blots ist zu erkennen, dass das UgRNmartranskript (206 nt)
prozessiert wird und ein stabiles 130 nt langes 3" Fragment von UpsM nachweisbar ist, wohingegen
das entstehende 5° Fragment aufgrund einer schnellen Degradation nicht detektierbar ikte &min

sich die Frage, ob das prozessierte 3" Fragment von UpsM die funktionelle Form von UpsM ist und
maoglicherweise irtrans auf andere RNAranskripte wirkt. Es wurde deshalb erneut eine IntaRNA
Suche(Mann et al, 2017)nach ZieRNAs des UpsM 3" Fragment (130 nt) dow Gencluster
durchgefiuhrt. Diese Suche ergab eine mdgliche Interaktion des 3" Fragments mit den mR{8W von

und mraY(Abbildung 28 A und B links).
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Abbildung 28: In vitro Interaktion von UpsM(3" Fragmentmit ftsW und mraY mRNATranskripten Auf der
linken Seite ist der vorhergesagte Interaktionsbereich zwischen défmagment von UpsM unden (A) ftswW
bzw. (B) mra¥Y mRNAs(oben: ohne Mutatiory unten: mit den griin bzw. gelb markierteMutationen). Der
Interaktionsbereich und die freie Hybridisieruegergie wurde mittels IntaRNA(Mann et al, 2017)
vorhergesagtAuf der rechten Seite sind die EMSAs mit einemnt&hgen UpsMn vitro Transkript (UpsM(130
nt)*) dargestellt welches intern mit -*2P-UTPmarkiert wurde unddem 3”Prozessierungsprodukton UpsM
entspricht.DasUpsM130 nt¥ in vitro Transkript(15 nM)wurde mitsteigenden Konzentrationefi:1 [15 nM],
1:10 [150 nM], 1:100 [1,5 pMBn @A) ftsW bzw. mitftsWmut RNAoder (B) mraYbzw. mra¥Ymut RNAinkubiert.
AlsNegativKontrolle wurde die Upsk230 nt) RNAmit H:O ¢) oder miteinem100-fachenUberschuss der SRNA
Pcrz (1,5 puM) inkubiert. ABositivKontrolle wurdedie UpsM(130 ntf RNA (15 nM)mit einem 100-fachen
Uberschuss [1,5 uMler ftsW oder mraYRNA(+)inkubiert, nachdem beide SRNAs zusammen renatuwerten
waren Die Auftrennung erfolgte in einem nativen 6 %igen -PBlacrylamidel und die Detektion mittels

phosphaimaging

(modifiziert nachGriitzneret al., 2021b)
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Um eine mdogliche Interaktion und damit eine Funktion von Upsiiains nachzuweisen, wurde ein
EMSAMRSY oW CNI3AYSyd @2y ! Llaa 06! Llaa-mnRNAdGsWHEaW F 0 dzy R
mraYdurchgefihrt. Dafir wurde interéfP-markierte UpsM(13Mt)* RNA (15 nM) mit aufsteigenden
Konzentrationen an nicht radioaktiv markiertemvitro Transkripten voritsW und mraYim Verhaltnis

von 1:1 (15 nM), 1:10 (150 nM) und 1:100 (1,5 uM) fir 30 min bei 32 °C zwecks Komplexbildung
inkubiert. Anschliel3end wurden die Proben auf ein 6 %iges natives Polyacrylamidgel aufgetragen und
mittels phosphaoimaginganalysiert Abbildung 28 A und B, GRilder jeweils oben rechts). In beiden
Gelen ist ein deutlichershift von UpsM(130 nt)* und damit eine konzentrationsabhangige
Komplexbildung zwischen dem UpsM 3" Fragment undfe&d bzw. mraYRNAs zu erkennen. Dies
bestétigt n beiden Fallen die vorhergesagte RNA:RMN@éraktion. Zusatzlich wurden EMSAs mit
UpsM(130 nt)* und in der putativen Bindungsregion mutierten Sequenzvariantefisiéi(fts\Wmut)

und mraY (mra¥mut) RNAs durchgefiihrt. Diese Gele zeigten im Vergleich zwideh mutierten
Sequenzen voftisWundmraYerst bei hoheren Konzentrationen einshift des RNA:RNKomplexes,

was eine durch die Mutationen abgeschwachte Interaktion impliziert (Abbildung 28 A und B, Gelbilder
jeweils rechts unten). Als weitere Kontrolleurde ein UpsMTranskript eingesetzt, das die 76- 5
terminalen Nukleotide des UpsMrimartranskripts reprasentiert (Abbildung Anhang 3). Diese
BindungsExperimente zeigten keineshift, was die UpsM 3" Fragmespezifischen Interaktionen mit
denftsWund mraYRNAs bestatigt.

Um den Effekt der sRNA StsR auf die ExpressioftsWiind mraY in vivau testen, wurden von Jonas
Kretzund Dr. Matthew Mclntosh transkriptionelle Fusionen ¥aW und mraYanmVenudergestellt.

Dabei wurdendie kodierenden Regien dieser Gene mit ihrenativen RibosomeiBindungsstellen
zwischen einen konstitutiven Promotor und asl mVenusReporterLeseraster kloniert

(pPPtrp ftsW::mVenusund pPPtrp mraY.::mVenu$. De entsprechenden Plasmidonstruktewurden

in den R.sphaeroidesWildtyp- dzy’ R R S yStamn{ Ko#jugiert Die Fluoreszenz denVenus
Reportergene wurde anschlieBend bei einer Anregungswellenlange von 515 nmeinad
Emissionswellenlange von 548 nim der exponentiellen und stationédren (48 Wachstumsphase
gemessen. Die Fluoreszenzmessung in der exponentiellen Phase ergab keine signifikanten
''YiSNBEOKASRS 1 6A & dKitlnge (Grikzhekeiia P021dmynRier stétiindren Phase
KAy3aS3Sy 61 N RAS C{ de2 NB & 109y Ii d3nfgbhe duliat R iga Waldtyp
(Grutzneret al, 2021b) was fur eine relative Destabilisierung der mRNAm@enusReportergens im
R.sphaeroideVildtyp spricht. Das Ergebnis impliziert einen negativen Regulationseffekt von StsR auf
mraYund ftsW, bei dem StsR in der stationédren Phase die Praaresg) von UpsM vermittelt und das

3" Fragment von UpsM tUber eine Interaktion mitaYund ftsW deren Expression abschwécht. Somit
bestétigen diese Ergebnisse, dass die SRNA StsR die Expressiowrt#reamgelegenen Gene des

dcw Genclusters auf zwei Ebenen in der stationdren Phase abschwéacht, zum einen durch Reduktion
der UpsMdcw readthrough Transkripte und zum anderen durch ihren Beitrag zur Generierung des
l'lJAa oW CNI3IYSyidaz RIF& &S iyaSndBwW des devikGeBelustets LINS & a A
abschwacht.
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Um die Ergebnisse der Repor#ssays zu bestéatigen, wurde das 3" Fragment von UpsM (130 nt) Uber
den Vektor pBBRICS2 [Plasmid pBBRUpsM(130 ntRirsphaeroide®/ildtyp-Zellen Gberexprimiert.

Der UberexpressiorStamm und der originale Wildtyptamm wurden unter mikroaeroben
Bedingungen kultiviert, in der exponentiellen Phase geerntet und die GeRaiAt mittels Phenel
Extraktion isoliert. Die mRN3piegel voritsW und mraYin den beiden Stammen wurden mittels gRT

PCR analysiert. Wie die Ergebnisse in Abbildung 29 zeigen, verringert eine Uberexpresssion des UpsM
oW CNJI 3Y S y-SpegeRafSW ofimdbn!bg2FC fold chang@ von-2,3und vonmraYum den

Log2 F@on-3,6. Die Gen#isZundenvAaus dendcwGencluster zeigten dagegen keine substanziellen
Anderungen.

Abbildung 29: Die Uberexpression des UpsM
3" Fragmens [UpsM(130 nt) reduziert die Spiege
WT vs. pBBR_UpsM(130 nt) der ftsW und mraZ mRNAs.Die Veranderungder
MRNASpiegel vonftsW und mraY wurde fur der
24 R.sphaeroide®Vildtypund einen DerivaStamm, de
das 130 nt lange UpsM 3" Fragments plasmida
[PBBR_UpsM(130 nt)iberexprimiert mittels gqR¥
PCR quantifiziert Die GesamRNA wurde nact
Kultivierung unter mikroaeroben Bedingung
isoliert und nach DNasBehandlung fir die qRACI
verwendet. Die Veranderung der relativen Expres
QQZQ@ (Log2 FC) der jeweiligen Gene ist sinl, einespike
N in RNA, normalisiert. Die Balken zeigen
Mittelwert und die Standardabweichunguf del
Grundlage biologische Triplikate und technischr
Duplikate thodifiziert nachGritzneret al,, 2021b)

Log2 FC [WT vs
pBBRUpsM(130nt)]

Die Ergebnisse bestatigen die Annahme, dass die sSRNAn&iteRt Einfluss auf die Expression von

ftsW und mraYnimmt. Die sSRNA StsR, die in der stationdren Phase besonders stark exprimiert wird,

lost die Prozessierung des UpgMNRA YNNI NI YA NA LG & oOownc yido 1Tdz SAyS
Das 130 nt langestabile Prozessierungsfragment kann anschlieend mit den mRNAssV/énind

mraY interagieren und deren Expression negativ beeinflussen. Der genaue Mechanismus, wie das
'lJAa oW CNI3IYSyid RAS 9ELINBaaAz2y RSN o&arRgf DSy S
nicht im Detail geklart werden.
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3.2 Die DUF1127 Proteine Ccalbr{servedCcsRassociatedfactor) und RSP_0557

Mittels TranskriptomAnalysen RNAeaqundribosome profilinywurden in bakteriellen Genomen eine
Vielzahl kurzer offener Leseraster (ORM N reading framésidentifiziert, die fur kleine Proteine
kodieren und in der Vergangenheit aufgruimder geringen Grof3e nicht annotiert wurdéHobbset

al., 2011; Storzet al, 2014) Diese neu identifizieren Proteine ko&nnen unterschiedlichen
Proteinfamilien angehdren und eine Vielfalt an physiologischen und zellularen Funktionen besitzen
(Andrews & Rothnagel, 2014; Stoer al, 2014; Orret al, 2020) In der Pfam Datenbank sind
mittlerweile ca. 18.00 unterschiedliche Proteinfamilien gelistet, von denen ca. 4.500 noch keine
Funktion zugeordnet werden konn{&tGebaliet al., 2019) Ein Grol3teil jener Proteine, fir die noch
keine zellulare Funktion beschrieben wurde, besitzen eine BbtRgin of unkowriunction) Doméane
(Goodacreet al,, 2013) In dieser Arbeitvurden zwei solcher Proteine mit unbekannter Funktion aus
R.sphaeroidesintersucht, und zwaRSP_6037 und RSP_0557 aus der DUFAI#&infamilie

100 nt

PRpoHI/HII

| ) e ) e e L

N

CcsR4 (~80 nt)
CcaFi71aa)

Abbildung 30: Schematische Darstellung des CIN1 Lokus Wusphaeroides der das DUF112Protein ccaF1
(RSP_6037und vier CcsR RNAs kodieRas Gen fur das DUF1127 ProteinaF1(RSP_6037ist rot markiert,
wahrend die koderenden sequenzen fir die SRNAs Cg¢#RBlau dargestellt sind. Am 5 Ende des Protein/sRNA
Operons befindet sich eine RpoHkBbhangige Promotorsequenz, der Pfeil markiert den Transkriptionsstart; am
3" Ende des Opens ist ein Rhainabhéngiger Terminator (Haarnadelstruktur) kodiert (modifiziert nach
Billenkampet al., 2015)

Das DUF1127 Protein RSP_603irdwim Gegensatz zu den anderen DUF1127 Proteinen in
R.sphaeroideds Yy SAYSY hLISNRBY YAlG @A SN &exariniét Ebbilddy o/ dzO]
30; Billenkampet al,, 2015; Reinkensmeier & Giegerich, 20I&igse sRNAs besitzerRrsphaeroides

zwei Haarnadelschleifen, die jeweils das ungepaarte-BnitieDalgarnea 2 G A D/ 4 p W! / [ | & AY
den Schleifen aufweisen und eine wichtige Funktion in der StressantwoRR \aphaeroidegusiben
(Billenkampet al., 2015) Die genomische Anordnung aus Proteingen mit einer DUF2&®&i&ne und

a/ dzO | 2 Hénernwinirde von Reinkensmeier und Giegerich (2015) als @Nde(ved intergenic
neighborhoal 1) Lokusezeichnet. Da die meistens ORFs, die eine DUF1127 Domane besitzen, einen

/' Lbm [21dza FdzA 5! CMMHT tNRGSAY dzyR a/ dzO1 22d wb!
entsprechenden Orthologe als CcakdngervedGcsRassociatedfactor) bezeicinet (Abbildung 30).

Um den CIN1 Lokus und dessen Konservierung in der Gruppé-Beteobakterien naher zu
charakterisieren, wurde von Dr. Fabian Billenkamp eine taxonomische Analysecaleé$CcsR

Operons durchgefuhr{Sneath & Sokal, 197.3pie Analyse ergab, dagucellaceagblau) zwei
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unterschiedlicheccaf:CcsRLoci kodieren, die typischerweise aus decaFGen und einer einzelnen
CcsR RNA in der-3TR bestehe Bei denRhizobiaceadhellgriin), Rhodobacteraceagrot) und
Phylobacteraceaédunkelgriin) gibt es einen ahnlichen Lokus, der eine oder mehrereKosén in
der 3*UTR vorccafkodiert. Sinorhizobiunhingegen nimmt eine Sonderstellung in dem Stammbaum
ein, da die CcsR RNAs in deUBR vorccaHokalisiert sind und zweicafGene hintereinander liegen
(Abbildung 31).
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Abbildung 31. Phylogenetischer Baum der konservierten Regionen veocafl aus verschiedenenh-
Proteobakterien. Dargestellt istein phylogenetischer Stammbaum dexaF1iCcsR Las Er wurde von

Dr. Fabian Billenkamp mit der UPGMAethode (Sneath& Sokal, 1973grstellt. Dieser phylogenetische Baum
desccaF1CcsR Uas korreliert mit dem phylogenetischen Baum der 16S rRNA (nicht gezeigt). (fett: mehr als
eine CcsRRNA, #RhodobacteiTyp mit 5tccaFiCcsR4-3', § SinorhizobiurTyp 5*CcsRi-ccaflk ccaf23', $
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seltener ccafl-Typ 5'‘CcsRi-ccaf:CcsR8' [n: beliebige Anzahl] blau: Brucellaceag dunkelgrin:
Phylobacteraceaehellgriin:Rhizobiaceaerot: Rhodobacteracegenodifiziert nachGritzneret al,, 2021a)

Neben denccaF1(RSP_6037Gen besitzR. sphaeroidedrei weitere Gene in seinem Genom, die ein
Protein mit einer sogenannten DUF1127 Domé&ne kodieren. Dazu gehdrt unter anderem das Gen
RSP_055%velches ebenfalls im Zuge dieser Arbeit sowie in den Masteeiten von Silan Lobsack

und Anna Latz in Hinblick seine FunktiomRinsphaeroideantersucht wurde. Das Gen f&®SP_0557

wird im Gegensatz zacaF1nicht mit den CcsR RNAs-tcanskribiert und gehért dementsprechend

auch nicht zu dem von Reinkensmeier und Giegerioh¥pPbeschriebenen CIN1 LokBRSP_055ist

im intercistronischen Bereich der GerRrSP_055RuvC Holliday junctionEndonuklease) und
RSP_0558ribosomale L11 Methyltransferase) auf dem Chromosom 1 lokalisiert und kodiert 70
Aminosauren (Abbildung 32). Das Protein RSP_0557 wurde erstmalig im Zusammenhang mit der SRNA
Pos19 photooxidative stress inducedRNA 19) charakterisiertMiller et al, 2016) Aus
vorrangegangenen Experimenten war bekannt, dass dasR&# 055@inen RpoHI/Habhangigen
Promotor am 5 Ende und einen Rnabhangigen Terminator am 3" Ende besitzt.

100 nt
I??poHI/HII
holliday junction * ribosomale L11

Endonuklease Ruv(

Methyltransferase
(RSP_0596 % (RSP_0558

RSP_0557
(70 aa)

Abbildung32: Schematische Darstellung der chromosomalen uskon RSP_0557Genomischédrganisation
des Gens fur dadDUF1127 ProteilrRSP_055%on R. sphaeroidesAm 5" Ende des Gens befindet sicheein
RpoHI/ltabhéngige Promatrsequenz (Pfeil) und am 3" Endst ein Rhceunabhéngiger Terminator
(Haarnadelstrukturkodiert.

3.2.1 Charakterisierung des DUF1127 Proteins CcaF1

Proteine mit einer DUF1127 Doméane sind Argmeiche Proteine, die weniger als 100 Aminoséuren
besitzen. Zudem bestehen sie in den meisten Fallen aus einer einzigen Rixdend@e(Krauset al,,

2020) wobei die DUF1127 Domaéane in der Regelb@5Aminosduren umfas. In der InterPro
Datenbank sind mittlerweile mehr als 17.000 Proteine mit einer DUF1127 Domane in tUber 4.000
Bakterienspezies gelistet, wovon die DUF1127 Proteine zumeis(6i@ %) und-Proteobakterien (30

%) vorkommen(Mitchell et al, 2019; Krauset al, 2020) Das Protein CcaFl (RSP_6037) Rws
sphaeroideshesitzt 71 Aminosauren, wahrend die DUF1127 Doméane aus nur 33 Aminosauren besteht
und sich am Qerminus des Proteins befindet (Abbildung 34 A). Eine Faltungsvorhersage. von
sphaeroidecaF1 mit dem Webserver PHY R&&lleyet al, 2015)ergab eine 70 %ige Homologie zu

der RNABindedoméne des Smaug Proteins @resophila melanogastegiDahanukar & Wharton,
1996; Smiberket al., 1996; Dahanukaet al, 1999; Smiberet al., 1999) Diese Konservierung der
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DUF1127 Domaéane und ihre Homologie zum Smaug ProteiD.amelanogastegilt auch fur andere
h-Proteobakterien (Abbildung 33). Es ist bekannt, dass das Smaug ProtBinnielanogastedie
Translation der sogenanntennos mMRNAs inhibieren und den mRMAbau in der
Embryonalentwicklung forder(Greenet al,, 2002; Benoiket al,, 2009) Bei der Strukturvorhersage der
DUF1127 Proteine zeigte sich auRerdem eine hohe Ahnlichkeit zu der $&Me (alpha motif
Doméane. SAM Doménen sindan einer Protin-Proteininteraktion beteiligt und kommen in
eukaryotischen und einigeprokaryotischerProteinenvor (Schultzet al, 1997; Greeret al., 2003)
Studien inD. melanogastehaben gezeigt, dass die RiBindedoméne des Smaug Proteins auch eine
SAM Sulbomaéne besitzt, die ebenfalls mit RINflekilen interagier{Kim & Bowie, 2003Es kann
also davon ausgegangen werden, dass die DUF1127 Domadane in Prokaryoten ebenfalls eine RNA
bindende Funktion aufweist oder eine Interaktion mit anderen Proteinen eingeht.

D. melanogaster SMAUG ryEfprrrTEDFosvifvrreasarfrc-
R. sphaeroides 2.4.1 CcaFl 71 aa
R. capsulatus SB1003 CcaF1l 67 aa
S. meliloti 1021 CcaFl 47 aa
S. frediif HH103 CcaFl 66 aa
R. sphaeroides KD131 CcaF1 50 aa
R. sphaeroides ATCC17029 CcaFl 71aa
R. spaheroides WS8N CcaF1 71aa
R. denitrificans OCh114 CcaFl 78 aa
P. denitrificans PD1222 CcaFl 99 aa
A. vitis S4 CcaFl 48 aa
A. melitensis 16M CcaFl 40 aa
Jannaschia sp. CCS1 CcaFl 124 aa
L. vestfoldensis SKA53 CcaFl 71 aa
Sulfitobacter sp. EE-36 CcaFl 70 aa
S. stellata E-37 CcaFl 72 aa
R. lequminosarum WSM1325 CcaFl 49 aa
Ruegeria sp. TM1040 CcaFl 74 aa
R. pomeroyi DSS-3 CcaFl 75 aa
P. gallaeciensis DSM17395 CcaFl 73 aa

Abbildung 33: Konservierte Aminoduresequenz zwischerder RNABindedomane derSmaugProteine aus
D.melanogasterund der DUF1127 Doméanaus verschiedenenh -Proteobakterien. In der Abbildung ist ein
AminosaureequenzAlignment (amino acid aa) der RNABindedoméne des Smaug Proteins von
D.melanogastemit derDUF112Domanevon CcaF1 Proteinen aus verschiedehdproteobakteriengezeigt.
Die zwischen r8aug Doméaneund bakteriellen DUF1127 Doméameabsolut konservierten Aminoséuren sind
dunkelot unterlegtund zu mindestens 75% konserviereninosaurensind hellrot unterlegt (modifiziert nach
Grutzneret al,, 2021a)

Anhand von Northern Bleuind RN/AegAnalysen konnte gezeigt werden, dass die Prozessierung des
ccaF1CcsR# Vorlaufertranskripts in diecaF1mRNA sowie die einzelnen CcsR RNAs von der
Endoribonuklease E (RNase E) abhang(Biitnkampet al., 2015; Forstneet al,, 2018; Spankat al,,

2021) Da an der Prozessierung von RNAnskripten meistens weitere Proteine als stabilisierende
oder destabilisierende Faktoren beteiligt sind und ein funktioneller Zusammenhang zwischen CcaF1
(RSP_6037) und CcsR RNAs naheliegend war, wurde der Eiedli3dFiL127 Proteins CcaF1 auf den
Metabolismus der CcsR RNAs untersucht.
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A
R. sphaeroideg.4.1 CcaF1l (RSP_6037 DUF1127

NT- MAYANTTRIGHHGLGDRVSALVASLAQRRIYRQTVRELNSLTTRELSDLGIHRSiIameEAAYGL- CT
R. sphaeroides KD131caF1 (RSPKD131_040 DUF1127

NT- MASVKALAQRRIYRQTVRELNSLTTRELSDLGIHRSMIAMEAAYGL- CT
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Abbildung34: EinflussdesDUF1127 Proteist CcaFauf die zellularen Spiegaler CcsR RN&\(A) Gezeigist die
Aminosaureequenzdes DUF1127 Prote;CcaFl auf. sphaeroides2.4.1 (RSP_6037) uncgihomologen
Proteinsaus R.sphaeroidesKD131 (RSPKD131 0402). Die zwischen beiden Proteinen konservierte DUF1127
Domane isdurch Fettdruckhervorgehoben. B und O Die verwendetenPlasmidKonstruktesind auf der linken
Seite dargestellt, wobei diecaF1GeneausR. sphaeroide2.4.1 (71 aalind R. sphaeroideKD131 (50 aa) iRot
und dieentsprechendersRNAs CcsRilin Blau dargestelltsind Auf der rechterSeitesind die Northern Blot
Analyse des R. sphaeroidesWildtyps und der R.sphaeroides Stamme mit den entsprechenden
Uberexpressionplasmiden gezeigt; die Ges&NA wurde aus Zellen ier exponentiellen Wachstumsphase
isoliert. Jeweils7,5 pgder GesamtRNA pro Spurwurdenin 10 %igen Agarosgelen (untere Gek) aufgetrennt.
DiesRNAs CcsR1, CcsR2, CcsR3/4 und-€eaRden mit pezifischa, radioaktiv markierten Oligonukleotid
Sondendetektiert. 5S und 14S rRN#entenals Ladekontrolle (modifiziert nachGritzneret al,, 2021a)

CcsR1
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Da furR. sphaeroidedasccaF1CcsR# Operonessentiell ist und dementsprechend keine Deletion
mdoglich war, wurden fir weitere Untersuchungen Uberexpressionsstamme mit unterschiedlichen
Plasmidbasierten Derivaten des Operons dRssphaeroide.4.1 hergestellt (Abbildung 34 B links).
Die Uberexpession erfolgte konstitutiv tiber den 16S rRNA Promotor des Vektors pRKMaBRet

al., 2012). Zusatzlich wurden Uberexpressionsplasmide mit dem homologen ¢af1 (50
Aminosauren) und dem sRNA Cluster CesRLIsR. sphaeroide&KD131 kloniert, der ein naher
Verwandter vorR. sphaeroide®.4.1 ist (Abbildung 34 C links). Die entsprechendiasmide wurden

in R. sphaeroide®.4.1 konjugiert und die Transkrifpiegel der einzelnen CcsR RNAs und des CcsR1
4 Vorlaufertranskripts mittels Northern Bldtnalyse in exponentiell, unter mikroaeroben
Bedingungen gewachsenen Kulturen analysiert (8bhg 34 B und C, rechts). BRNAs CcsR1, CcsR2,
CcsR3/4sowie das Vorlaufertranskrip€csR# wurden mit ezifisclen, radioaktiv markierten
OligonukleotidSonden detektiert. Die ribosomalen RNA Spezies 5S und 14S dienten als
Ladekontrollen, da diese hetitutiv und weitgehend unabhéngig von den experimentellen
Bedingungen in jeder Zelle exprimiert werden.

Die Northern BlotAnalyse zeigte, dass die Expression des G£ASRINACIusters Uber den 16S rRNA
Promotor (pRKCcsR) zu erhdhten zellularen Spiegeller einzelnen CcsR sRNAs (Abbildung 34 B,
oberer Northern Blot) sowie des CcsRYorlaufertranskripts fuhrt (Abbildung 34 B, unterer Northern
Blot). Die Uberexpression desaF1Gens zusammen mit den sSRNAs CesRiRIKcaF1 CcsR#4)
verursachte hingegenkeinen substanziellen Anstieg der Mengen an CcsR RNAs und
Vorlaufertranskript. Wurde dasccaFl Gen allein tber den 16S rRNA Promotor @iRK)
Uberexprimiert, so nahmen die Spiegel der vom Chromosom exprimierten CcsR RNAs ab. Im Fall der
Uberexpression es ccaF1Gens zusammen mit den CcsR RNAs im Kontext eines Konstrukts, bei dem
das ATGostartcodon des ccaFl Gens gegen ein TE&Hoppcodon ausgetauscht wurde
(pRKcaFmut_CcsR#), war ein ahnlicher Effekt wie bei der Uberexpression des CcsFCRBIArs

allein (pRKCcsR) zu erkennen, d.h. es waren erhthte Spiegel der einzelnen CcsR RNAs und des
Vorlaufertranskripts nachweisbar. Die gezeigten Northern Blots dokumentierten, dass die zellularen
CcsR RNS&piegel direkt oder indirekt von dem Protein CcaF1 blmist werden (Abbildung 34 B).

Das Protein CcaF1 aRs sphaeroide2.4.1 besitzt 71 Aminoséauren, wobei die DUF1127 Doméane aus
33 Aminoséauren besteht und amT@rminus liegt; zusétzlich besitzt das Protein CcaF1 weitere 27
Aminosauren am Nerminus (Abbildung 34 A). Das homologe CcaF1 ProteR.spisaeroide&D131
umfasst hingegen nur 50 Aminosauren mit nur 6 zusatzlichen AminosaurerTaminus. Ansonsten

ist die Aminosduresequenz der beiden homologen G&abteine identisch (Abbildung 34 A). Bei einer
Uberexpression des Proteins CcaF1RuwsphaeroidesD131 (50 Ainosauren) irR.sphaeroide®.4.1

zeigte sich ebenfalls eine moderate Verringerung der einzelnen&usBel (Abbildung 34 C, oberer
Northern Blot) sowie eine relativ starke Reduktion des CdsRarlaufertranskripts (Abbildung 32,
unterer Northern Bdt). Dies bestatigt die Annahme, dass die 33 Aminosauren der DUF1127 Doméane
der CcaFProteine einen entscheidenden Effekt auf die veranderten CcsRIpN4el haben.
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In einer friheren Studie konnte gezeigt werden, dass das-GiN#eron Hfq einen Einfis auf die
TranskriptSpiegel der sRNAs CcsRhbat (Billenkampet al, 2015) Wie bereits erwahnt ist Hfg ein
RNAChaperon, das eine zenteaRolle in der sSRN¥ermittelten Genregulation spie(Quenderaet al.,,

2020) Dabei kann Hfq trotz begrenzter Badeomplementaritat die Duplexbildung zwischen einer
SRNA und der entsprechenden mRNAmnigeln und die sSRNA vor einem ribonukleotlytischen Abbau
schitzen(Andrade & Arraiano, 2008; Lee & Feig, 2008; @eelh, 2016) Um zu testenpb das RNA
Chaperon Hfg die Funktion des Proteins CcaFl beeinflusst, wurden verschiedene
Uberexpressionplasmide (Abbildung 35 links) in eiRersphaeroideStammmit einer Deletion des
Genshfgolpfgd 1 2y 2dzaA SNI & 5Hif Serivatdtam@ie Wley BriSdNlie&yd umter
mikroaeroben Bedingungen kultiviert und in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet. Die
GesamiRNA wurde mittels Phendxtraktion isoliert und die RN3piegel der sSRNAs CcsR1, CcsR2,
CcsR3/4 und des CcsRYorlaufertranskripts rittels Northern BlotAnalyse untersucht. Hier lasst sich
feststellen, dass die CcsR RNA 3y | £ S hig Naddm RIFemeim schwicher waren als fiir den
Wildtyp, jedoch ahnlich wie fir den Wildtyp (Abbildung 34 B) fhrt die UberexpressiataesGens
zusammen mit den sRNAs CcsR{pRKcafl CcsR#) zu keiner nennenswerten Verringerung der
CcsR¥ sRNASpiegel. Die Uberexpression desaFiGens allein (pRiaFD K| G GS hfdy RSY
Stammhintergrund jedoch nur einen geringen Einfluss auf die Ccsispidifel (Abbildung 35). Die
Ergebnisse deuten auf eine wichtige Funktion von Hfq in der @daingigen Regulation der CcsR
RNASpiegel, allerdings blieben die molekularen UrsacheiGaundlage der gezeigten Northern Blots
unklar.

N
PRKCCsRA: S
o (’0
16S rRNA
’ ’ , ’ CcsR1
pRkccaF1l CcsR4:
16S TRNA CesR1
Lzl £)-£) £ £) CosR2
CcsR3/4
pRkccaF1
16SVANA 5S rRNA

lammp?

pRkccaFInut_CcsR#4:
169 TRNA

: — Vorlaufertranskript

ATG
TGA

CcsR4

Abbildung35: Einfluss von Hfg und DUF1127 Protein CcaF1 &fotsR RNS&Spiegel Auf der linken Seite ist
ein Uberblick tiber die Plasmibonstrukte gezeigt, die in dé sphaeroideStammnhfq konjugiert wurden. Das
GenccaFlausR.sphaeroide®.4.1 (71Aminosaurei ist inRot und die SRNAs CcsRsindin Blau dargestellt.
Auf der rechtenSeiteist die Northern Blotnalysevon R. sphaeroided®Vildtyp und R.sphaeroideamit den
entsprechenden Uberexpressigriasmidenin der exponentiellen Wachstumsphase gezeiggweils7,5 ug
GesamiRNApro Spumwurdenin einem10%igen denaturierenden TBElyacrylamieHarnstoffiel (obere Ged)
oder 10 pg GesamRNApro Spurin einem 1% Formaldehydgarosgel (untere Ged) aufgetrennt.Die SRNAs
CcsR1, CcsR2, CcsR3/4 und Géskirden mit pezifischa, radioaktiv markierten Ol@nukleotidSonden
nachgewiesenDie 5S und 14S rRldientenals Ladekontrolle (modifiziert nachGritzneret al,, 2021a)
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Um auszuschlieRen, dass eine Uberexpression von CcaF1 die Promotoraktivitét des eigenen Gens und
dadurch die CcsR RMiegel beeinflusst, wurde dieromotoraktivitdt mit und ohne gleichzeitige
Uberexpression von CcaFl gemessen. Dazu wurden 100 Basenmasiream des ccaFi
Transkriptionsstarts ~ transkriptionell mit dem  Fluoreszenzprotein  eCFP  fusioniert
(PBE::Rar11000p0€CFPPenget al, 2016)und dieses Plasmid zusammen mit dem Plasmiccp&tKin

R. sphaeroidesonjugiert (Abbildun@6). Anschlie3end wurde die Fluoreszenz und damit Aktivitat des
nativen ccaF1Promotors in der exponentiellen Phase unter mikroaeroben Bedingungen bei einer
AnregungsWellenlange von 434 nm und einer Emissidtellenlange von 477 nm gemessen.
Zusatzlich wurde die Fluoreszenz unter Hitzestress (42 °C) gemessen, da eine besonders starke
Expression der CcsR1 RNAs unter Hitzestress beobachtet vibigd(ing Anhand). Als Kontrolle

diente die Messung der Autofluoreszenz der Leervektorkontrolle (pRK4352(ECV)) ohne eine
Promotor:eCFP Fusion, die auf P@0gesetzt wurde. In der exponentiellen Wachstumsphase wurde

ein Fluoreszenzanstieg von-36 % im Vergleich zur Konite gemessen. Dies entspricht der basalen
Promotoraktivitat bei einer Wachstumstemperatur von 32 °C. Unter Hitzestress stieg die gemessene
Fluoreszenz um 790% an, was einer verstarkten Promotoraktivitéat bei 42 °C entspricht (Abbildung
36). Da zwischened Leervektorkontrolle (pRK4352 (ECV)) und dmaF1Uberexpressionsstamm
(pRKcaF} kein signifikanter Unterschied in der Fluoreszenz beobactet werden konnte, kann also ein
Einfluss des Proteins CcaF1 auf die Promotoraktivitat des eigenen Operons aasgesctverden.

Dies legt im Umkehrschluss nahe, dass das Protein CcaF1l einen mdglichen Einfluss auf die RNA
Prozessierung undbegradation der CcsR RNAs ausubt, was sich auf Grundlage der Northern Blots in
Abbildung 34 bereits vermuten liel3.

exponentielle Wachstumsphasgs2 °C) 30 min Hitzetress (42°C) 60 min Hitzetress (42°C)
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Abbildung 36: Promotoraktivitdst des ccaF1CcsR¥ Operons. 100 Basenpaare (bplupstream des
Transkriptionsstarts des GensaFlwurden mit dem Fluoreszenzprotein eCFP fusionigBH:Pecar11000p€ CFP;
Penget al,, 2016)und zusammen mit derRlasmid pRecaflin R. sphaeroidekonjugiert Die Fluoreszenz wurde
in der exponentiellen Wachstumsphasater Standardbedingunge(82 °C)sowie unter Hitzestress (42 °C)
gemessenAnregungd34 nm; Emission 477 nnund auf die optische Dichte normalisiert. Die Autofluoreszenz
der Leervektorkontrolle ohne PromateCFP Fusion wurde auf 100 % gesetzt und die Fluoreszaazder
Promobr:eCFPFusion entsprechend angepasstDas Experiment wurde in biologischen Tradkk und
technischen Duplikaten durchgefuihrGezeigt sind didittelwerte mit StandardabweichungDie Signifikanz
wurde mittels tTest berechnet (* signifikant g 1 ;2hs. midht signifikant (& 1 ;Inodifiviert nachGritzner

et al, 2021a)
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Aus der Literatur ist bekannt, dass die EndoribonukleasgRNase E) in vielen Bakterien an der
Prozessierung und damit Freisetzung zahlreicher sRNAs aus 5" oder 3" UTRs bdlditigédst al.,

2003; Moritaet al., 2005; Deutscher, 2006)orthern BlotAnalysen und RNgegDaten zeigten, dass

die Prozessierung desaF1CcsRY Vorlaufertranskripts in diecaFImRNA und die einzelnen CcsR

sRNAs von der RNase E abhéangig ist (Abbildung Anhang 5), wahrend die Polynukleotidphosphorylase
(PNPase) fiur die Degradation der sRNAs und&/ddéufertranskripts verantwortlich igBillenkampet

al., 2015; Forstneet al,, 2018; Spankat al., 2021) Die RNase E praferiertfhsphaeroidevor allem

AUreiche, einzelstrangige Abschnitte als Erkennungsseq(ieiistneret al, 2018) Fur die sRNA

/| Oawm fAS3IGE RAS t NRIT SaaAiSNUGUIECE (B CcERR inldef Sqqu@enz9 y R S
PMUCY / = FNNJ / Oawo -ABWU RENR { ByNaSy Oa waACWE. UR 8idNJ { S dz
Funktion und den Einfluss der RNase E desl DUF1127 Proteins CcaF1 auf die Prozessierung des
ccaF1CcsR# Vorlaufertranskripts genauer zu untersuchen, wurden Northern-Bialysen mitR.
sphaeroidedVildtyp, einer Mutante mit thermosensitiver heterologer RNase E Substitutih ')

und WildtypZellen, die CcaF1 (p&daF) Uberexprimieren, durchgefuhrt. Das Wachstum der Zellen
erfolgte unter Standardbedingungen bei 32 °C sowie bei Hitzestress (42 °C), jeweils unter
mikroaeroben Bedingungen. Die GesaRiAs wurden fur die Northern Blginalysen mit hei3em

Phenol aus den Zellen isolieRiir dieDetektion derccaF1CcsR# und CcsR4 Vorlaufertranskripte

wurden spezifische, radioaktiv markierte PRRdukte verwendet, die komplementar zu den
entsprechenden Transkripten waren.

Wildtyp rng"= o) pRKcaF1
42°C 0 15 60 90 0 15 60 90 O 15 60 90

|I"m.lll
Vorlaufertranskript
L | T

CcsR1

[min]

Vorlaufertranskript
ccaF1CcsR14

5S rRNA

Abbildung37: Einfluss von RNase E und CcaF1 auf die Prozessierung der CcsRIRfisn BlotAnalyse der
ccaF1CcsR¥ und CcsR4 Vorlaufetranskripte sowie der CcsR1 RNA iR. sphaeroidesNildtyp, der
thermosensitiven RNase E Suhgiitnsmutante(rne®c®) und inwildtyp-Zellen, die da€caFplasmidstandig
(pRKcaF) uberexprimieren. Die entsprechenden Kulturen wurderr bei 32 °C (t = 0 min) oder Gegenwart
Hitzestress(42 °Chis zu 90 min lang inkubiert; digtzegestressten Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
geerntet und die GesarRNA isoliertJeweilsl0 ug GesamRNApro Spumwurden in einem 1 % Formaldehyd
Agaroseel (obere Ged) bzw. 7,5 pg GesamRNApro Spurin einem denaturierenden TBEolyacylamid
Harnstoffiel aufgetrennt (untere Ge). Zum Nachweis descaF1CcsR# und CcsR4 Vorlaufetranskrips
wurden spezifisol, radioaktiv markierte PGBondenund fir die sRNA CcsR1 eiradioaktiv markierte
OligonukleotidSondeverwendet. Die 5S und45 rRNAdienten als Ladekontrollarfodifiziert nachGritzneret
al., 2021a)
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ImR. sphaeroided/ildtyp ist Uber die Zeit unter Hitzestress (42 °C) eine AnreicherurggdEACcsR1

4 und CcsR4 Vorlaufertranskripte zu erkennen (Abbildung 37), was die verstarkte Promotoraktivitat

und Expression des Operons unter Hitzestress bestatigt (AbbildunG@&hzeitig erkennt man, dass

S48 I dzOK Tdz SAYSNI ! yNBAOKSNHzyI RSNJ/ Oawm wb! 12Y)
Vorlaufertranskripts in die einzelnen sRNAs spricht. In der thermosensitiven RNase E
Substitutionsmutante rieF<°s) st eine verstarkte Anreicherung dercaF1CcsR#4 und CcsR4
Vorlaufertranskripte detektierbar, jedoch keine Akkumulation der sSRNA CcsR1. Dies dokumentiert,
dass die Prozessierung der Primartranskripte RNasdhBngig ist, da in der Mutante mit
thermosensiiver RNase Substitution bei 42 °C weder eine Prozessierung der Vorlaufertranskripte
noch eine Freisetzung der einzelnen sRNAs stattfindet. Im Fall der Uberexpression des DUF1127
Proteins CcaFl (pBt@F) ist das Erscheinungsbild intermediar zwischen ®ild und
Substitutionsmutante. So sind die Spiegel der Vorlaufertranskripte gegentber dem Wildtyp erhdht
(allerdings geringer als bei der Substitutionsmutante) und die SRNA CcsR1 ist detektierbar, allerdings
mit geringerer Signalstarke als im Wildtyp. Sdmaitnicht nur die RNase E, sondern auch das DUF1127
Protein CcaFl einen Einfluss auf die Prozessierung und Freisetzung der CcsR RNAs aus dem
ccaF1 CcsR# Primartranskript. Das kleine CcaF1 Protein kdnnte dabei Uber eine Interaktion mit dem
RNAMolekil ocer mit der RNase E die Prozessierung beeinflussen. Der genaue Mechanismus bzw. das
Zusammenspiel von RNase E und CcaF1 erfordert jedoch weitere Untersuchungen.

In den Northern Blots konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression des-AC&iRdters
(pRKCcsR1) zu einem erhdhten RN3piegel der einzelnen CcsR sRNAs fiihrt (Abbildung 34 B). Die
Uberexpression des Proteins CcaF1 (@RK) hingegen fiihrt zu einem verringerten CcsR fSigel

und zu einer Anreicherung der Vorlaufertranskripte (Abbildun® 3¢hd 37). In Billenkarnet al.2015

konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression der CcsR RNAs (pR{QeaR sphaeroidesu

einer hdoheren Resistenz gegenlber verschiedenen Stressbedingungen fuhrt. DiersgNiasen

Uber eine direkte Bindung an die mRNA vibfiR die fur ein Transkriptionsregulator kodiert, den-C1
Metabolismus. Um zu testen, welchen Einfluss das DUF1127 Protein CcaF1 auf die Stressresistenz von
R. sphaeroidebat, wurden verschiedene phydbgische Experimente durchgefihrt (Abbildung 38).
Eine Wachstumsanalyse unter mikroaeroben Bedingungen bei 32 °C offenbarte, dass die
Uberexpression des CcsRRNACIusters (pRKCcsRILin der exponentiellen Phase zu einer langeren
Verdopplungszeit von ,5 h gegenuber 3,5 h fir den Wildtyp fuhrt (AbbildB&A). Die
Uberexpression des gesamten Operons @@RK1CcsRH#) bzw. des Proteins CcaFl (p&i€)
resultierte hingegen in einer &hnlichen Verdopplungszeit wie fiur den Wildtyp und die
Leervektorkontrde (3,9 bzw. 3,4 h). Allerdings filhrte die Uberexpression des Proteins CcaF1
(pRKcaF) zu einer verlangerten Ldghase von uber 7 Stunden (Abbildung 38 A). Obwohl sich die
einzelnen Uberexpressionsstamme in ihrer -Phgise und Verdopplungszeit mehr odeinder
unterschieden, erreichten sie jedoch alle die stationare Phase nach ca. 20 Stunden bei &hnlichen
optischen Dichten (Abbildung 38 A).
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Abbildung 38: Einfluss des DUF1127 ProteinGcaFlauf das Wachstum und die Stragsistenz von
R.sphaeroides (A) Analyse des Wachstundes R. sphamides Wildtyps und der Derivatstamme mien
entsprechenden Uberexpressigriasmiden (Siehe Abbildung 4 bei 32 °C undunter mikroaeroben
Bedingungen. Die Messung der optischen Dichte (OD) erfolgte bei einer Wellenlange von 660 nm in biologischen
Triplikaten. Der Mittelwert mit der Standardabweichginist halblogarithmisch gegentber der Zeit [h]
aufgetragen. B) Analyse der Stresssistenzder in @) verwendeten Stdmme anhand vdtemmhofests in
Gegenwart eineorganischen Perox&dd(700 mM tBOOH)bzw. einesSuperoxid (300 mM Paraquat). @
Diagramme zeigen didlittelwerte mit Standardabweichungbasierend auf biologischen Triplikaten und
technischen Duplikaten.(J Analyse der Uberlebensratder verschiedenerR. sphaeroidesStimme unter
organischen Peroxidtress (300 mM4BQ0OH). Die Uberlebensrate ohne Zugabe des Stressors (t = 0 min) wurde
auf 100 % gesetzt und die Uberlebensrate nach den entsprecheBiessexpositionszeiteamhand dercolony
forming units(CFU) berechneDas Experiment wurde in biologischen Triplikated technischen Duplikaten
durchgefuhrt dargestellt sindlie Mittelwerte und ihreStandardabweichuren (modifiziert nachGritzneret al,,
2021a)
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ZurUntersuchung der Stressresistenz wurden Hemmdsifiund Analysen der Uberlebensrate fiir die
Uberexpressionsstamme R.  sphaeroides pRKCcsR4, pRKcaF1CcsRY4, pRKcaFl und
pRKcaFinut CcsR# im Vergleich zumR. sphaeroidesVildtyp und der Leervektorkonbtle
[PRK4352 (EVCO)linter organischen Peroxigtress (tBOOH) undSuperoxidtress (Paraquat)
durchgefiihrt (Abbildung 38 B und C). Die Uberexpression des-8csRACIusters (pPRKCcsR)Lund

die Uberexpression des gesamten Operons mit einer MutatiorciR1StartCodons zu einem Stopp
Codon (pR&caFInut CcsRH) resultierte sowohl in einer verstarkten Stressresistenz im
Hemmbhoftest (Abbildung 38 B) als auch in einer erhohten Uberlebensrate realtiR zaphaeroides
Wildtyp mit und ohne Leervektor (Ab8iing 38 C). Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Northern
Blots der Abbildung 34 B, so erkennt man, dass es eine Korrelation zwischen der erhohten
Stressresistenz und den erhohten Spiegeln der sRNAs -@agiBtl Eine Uberexpression der sSRNAs
fuhrt folglich zu einer héheren Stresstoleranz. Die Uberexpression des Proteins CcafehfjRiigt

im Hemmbhoftest und in den ermittelten Uberlebensraten hingegen eine verringerte Stressresistenz
bzw. eine verringerte Uberlebensrate (Abbildung 38 B und C). Dies korreliert mit der Northern Blot
Analyse in Abbildung 34 B, die reduzierte Ce$RNASpiegel bei Uberexpression von CcaF1 zeitigte.

Die Ergebnisse aus den verschiedenen Northern-Btatysen demonstrieren, dass das DUF1127
Protein CcaF1 bei Uberexpression (p&ik) einen Einfluss auf die Prozessierung ces-1 CcsR#
Vorlaufertranskipt hat, wobei es zu einer Verringerung der CcsR-Bpliégel kommt (Abbildung 34

und 37). Daraus resultiert eine niedrigere ResistenzRogphaeroidegegenuiber oxidativem Stress
(Abbildung 38 B und C) und womdoglich eine verlangertePlbage in der Washumskurve (Abbildung

38 A). Jedoch geben die Northern Blots und die physiologischen Untersuchungen keinen eindeutigen
Hinweis, ob das Protein CcaF1 mit den sRNAs oder dem Vorlaufertranskript direkt dm&ddles

Protein interagiert, oder ob es sichlasi um einen indirekten Effekt handelt.

3.2.2 DerEinfluss von CcaF1 auf das Transkriptom Wrsphaeroides

Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass das DUF1127 Protein CcaF1 einen Einfluss auf
RAS t NRIT S$aaA SNHzy TcaklzdRR \tonaSftkamskdyt IbesitztRubid dariiber die
Stressresistenz beeinflusst. Da regulatorische Proteine meistens mehrere Funktionen in einer Zelle
besitzen, wurde der Effekt des Proteins CcaF1 nicht nur auf die SRNAsAGogRsucht, sondern

auch auf das gesamte arrskriptom von R. sphaeroides Dafur wurden eine RNA
Hochdurchsatzequenzierung (RNeq und anschlieBende DESeq2 Analyse mit Gefiia
Praparationen ausR. sphaeroidesZellen durchgefihrt, die das Plasmid pBaEl bzw. die
Leervektorkontrolle [pRK4352 \(E)] tragen. Fir die RSAg wurden die beiden Stammen
biologischen Triplikaten unter mikroaeroben Wachstumsbedingungen kultiviert und nach dem
Erreichen der exponentiellen Phase ¢@B 0,6) geerntet. Die GesarRINA wurde mit heiRem Phenol

isoliert undanschlieRend einer DNafehandlung unterzogen, um mogliche DKd@ntaminationen

zu entfernen. Bevor die Proben zur Sequenzierung verwendet wurden, wurde die Qualitat der Gesamt
RNA auf einem denaturierenddBEPolyacrylamieHarnstoffel tberprift (Abbildung Anhang 6). Die

groRen ribosomalen RNAs (16S rRNA und 14S rRNA) zeigten dabei keinerlei Degradation und wurden
daher in die RN&Sequenzierung gegeben (Core Unit SysMed, Universitat Wirzburg). Die Auswertung
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der Daten (Tabelle 64 und 65; Abbildung 3€)Avurde in Zuge dieses Projekts von Dailiiehon
Spanka durchgefiihrt und ist im Detail in Gritzeeal 2021 beschrieben.
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Abbildung 39: Einflussdes ProteinsCcaF1 auf das Transkriptom véh sphaeroides(A) Die Korrelatioraller
Gene aus der DESeddalyse vorR. sphaeroidepRKcaFlund R. sphaeroidepRK4352 (EV@jurde mittels
MM Plot dargestellt. Der Korrelationskoeffizient ist nach Pearson beredi@uttoberet al., 2018) Jeder Punkt
entspricht dabei einem Gen aus der DESAqalyse. B) Volcano Plot fur den Vergleich der Rdé4Datender

beiden StammeGene mit signifikanter Veranderung der Abundanz sind rot (angepas3t8 NIi X nnp Z
MM 2 R Shddemem™ 100) und rosa (angepasstp?r SNI  Xn X nm3 2 REMiegardiok mn n 0
dargestellt Graue Punkte: angepasstpfWert >0,05.(Q Scatter Plot fiur die Gruppierung der biologischen

Triplikate[R. sphaeroidegRK4352 (EV@hd pRI€caF1 modifiziert nachGritzneret al.,, 20213.

Die Korrelation aller Gene aus der DESAgalyse vonR. sphaeroidepRK4352 (EVQ)nd R.

sphaeroidepRKcaFlwurde in einem MMPIot dargestellt (Abbildung 39 A). Da sich die einzelnen
Replikate der beiden Stamme unterschieden, entstand keine perfekte Korrelation zwischen beiden

Stammen, sondern eine leichte Streuung der Datenpunkte. Der Volcano Plot in detuAbli#9 B
vergleicht die statistische Signifikanz in Form dé§grts p-value X

readZahlen (Log2FCiold chang@. Fur die Erstellung des Volcano Plots wurden nur Gene
bertcksichtigt, derebbasemearrusétzlich bek100 lag. Debasemearbeschreibt, dass in der finalen
Auswertung nur Gene verwendet werden, die im Durchschnitt edladsin beiden Stammen mehr als

n) it der Veranderung der

100 readsaufwiesen. AulRerdem wurde die Obergreneat{off Wert) fur den Log2FC aki1 bzw.x

+1 mit einem pWert von >X0,05 gewahlt, um potenziell falsgiositive Gene auszuschlieRen. Mit

diesen gesetzten Parametern wurden nur noch 1487 von 4R11spharoides Genen in die

Datenauswertung einbezogen. Die Reproduzierbarkeit der biologischen Triplikate wurde anhand eines
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Scatter Plots dargestellt, der eine hohe Reproduzierbarkeit zwischen den einzelnen Proben zeigt
(Abbildung 39 C).

Tabelle64: Veranderungler mRNASpiegel (Log2FRatiox 1)tentsprechend der DESedaalyse
von R. sphaeroidegRK4352 (EVC) uRd sphaeroidegRKcaF1

Lokus Gen Funktion Log2FC
RSP_6037 ccaF1 hypotetisches Protein 3,16
RSP_3387 TRAPT Transporter 2,81
RSP_2115 envA UDR3-O-acyl NAcetylglucosamirDeacetylase 2,8
RSP_3509 expEl HemolysinTyp Calciumbinde Region 2,49
RSP_4255 Mechanosensitive (M3honenkanalprotein 2,09
RSP_3095 RNAPolymerase' 70-Factor 2,05
NA 3" Ende RSP_3595 1,91
RSP_3094 putative TransmembranAnti-" - Factor 1,83
RSP_0904 sitA ABCMnN?Z* Transporter 1,59
RSP_1468 DNAMethyltransferase 1,59
RSP_4139 parA parAlike-Protein 1,57
RSP_7535 NA 1,54
RSP_2402 putative TonRBabhangigévitamin B12outer membraneRezeptor 1,52
RSP_2360 putative HK97amily Protein 15
RSP_0906 sitC ABC Nh2* Transporter 1,49
RSP_0905 sitB ABC M#* Transporter 1,46
RSP_7578 NA 1,45
RSP_2086 Putative antibiotischeMonooxygenase 1,42
RSP_7545 NA 1,41
RSP_3093 vorhergesagtes lmbrarprotein 1,41
RSP_1909 Secretin 1,38
RSP_2809 ABCTransporter 1,32
RSP_1182 putative outer membrandrotein 1,3
RSP_3328 hypothetical protein 1,26
NA RSspA01 1,23
RSP_1494 putative aspartate aminotransferase 1,23
RSP_3092 hypotetisches Protein 1,19
NA SorX; RSs2461 1,17
RSP_2110 murB UDRN-AcetylenolpyruvoylglucosamiReduktase/Dehydrogenase 1,15
NA NA 1,13
RSP_0019 hypotetisches Protein 1,09
RSP_2827 cobN Kobaltochelatase 1,08
RSP_0126 hypotetischesProtein 1,07
RSP_6098 hypotetisches Protein 1,07
RSP_2218 hypotetisches Protein 1,06
RSP_3808 hypotetisches Protein 1,02
RSP_7680 NA 1,04
RSP_3865 Transkriptionsregulator 1,04
RSP_3071 putative HydroxypyruvatReduktase/Glyceratekinase 1,03
RSP_3072 sndH putative l-SorbosoneDehydrogenase 1,02
RSP_3574 hutH putative Histidin Ammonialtyase 1,01
RSP_1807 hypotetisches Protein 1,0

131



Ergebnisse

Tabelle65: Veranderung der mRN8piege(Log2FCRatiox1) entsprechendler DESeg2nalyse/on
R.sphaeroidepRK4352 (EV@Qhd R.sphaeroidepRKcaF1

Lokus Gen Funktion Log2FC
RSP_2207 deoD Purine-NukleosidePhosphorylase -2,6
RSP_3620 cold-shockDNABindeprotein -2,3
RSP_4347 rRNA -1,9
RSP_4294 rRNA -1,9
RSP_1844 hypotetisches Protein -1,7
RSP_6085 hypotetisches Protein -1,6
RSP_1952 cold-shockDNABiIndeprotein -1,5
RSP_0718 rpsU 30S ribosomasProtein S21 -1,5
RSP_3621 cold-shockDNABIndepprotein -1,5
RSP_7191 hypotetisches Protein -1,4
RSP_4352 rRNA -1,4
RSP_2913 ABC F& Sderophore Transporter -1,3
RSP_2736 pgi Glucose6-Phosphatlsomerase -1,3
RSP_6235 hypotetisches Protein -1,3
NA NA RSs0058 -1,3
RSP_1140 ilvEl Verzweigtkettige Aminoséuren Aminotransferase -1,2
RSP_1883 ABCPolyamine/Opine Transporter -1,1
RSP_4285 hypotetisches Protein -1,1
RSP_1884 ABCPolyamine/Opine Transporter -1
RSP_7363 hypotetisches Protein -1

Die DESeq2 Analyse zeigte, dassadie-Zahlen von 42 GenenisphaeroidepRIKcaFlm Vergleich
zuR. sphaeroidegRK4352 mit einem Log2FC wonl erhoht sind (Tabelle 64). Die mRNA fir das Gen
ccaFI(RSP_6037) besitzt mit 3,2 den groRten Log2FC in der DESeg2 Analyse, was SinncoaElit, da
verstarkt Uber den 16S rRNA Promotor des PlasmidvektorsgalREexprimiert wird (Tabelle 64).
AuBerdem zeigten die mRNAs fir den RNA Polymera3® Faktor (RSB095) und den
entsprechenden Arti -Faktor Faktor (RSP_3094) erhthte Spiegel mit einem Log2FC von 2,05 bzw.
1,83 (Tabelle 64)Aus einer vorherigen Studie ist bekannt, dass der alternativ@ Faktor inR.
sphaeroidegine Rolle beim Ubergang von der erpntiellen in die stationdre Wachstumsphase spielt
(Mclintoshet al., 2019) Neben demmalternativen’ -70 Faktor und dessen Anti70 Faktor waren auch

die mRNATranskriptSpiegel fusitA sitBundsitCin der DESeq2 Analyse gesteigert (Tabelle 64). Diese
Gene kodieren ifR.sphaeroidesin Mangan (M#') TransportetSystem. Neben den bekannten RNAs
zeigten auch acht mRNPanskripte erhOhtereadZahlen, die hypothetische Proteine kodieren
(Tabelle 64)Dazu gehort unter anderem au&tSP_0019as ebenfalls ein Protein mit einBlJF1127
Doméane kodiert. Zusatzlich zu den kodierenden mRNAs waren auchealiZahlen fir drei
Transkripte nicht kodierender RNA3" Enden von RSP_35%SspA01 und SorX) der DESeq2
Analyse erhoht (Tabelle 64). SorX ist eine sSRNA, die in der Studie voetRer2916 charakterisiert
wurde. Die sSRNA SorX wird aus der 3" UTRmagsR1l Gens prozessiert und reguliert den Polyamin
Transporter unter Singulebauerstoffstras und organischen Hydroperox&ress Uber eine direkte
Bindung(Penget al,, 2016)
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AuBerdem zeigte die DESeq2 Analyse, ddies RNATranskriptMengen von 20 Genen in
R.sphaeroidepRKcaFlm Vergleich ziR. sphaeroidegRK4352 mit einem Log2FC v&il reduziert

sind. Dazu gehtren unter anderem die ribosomalen RNAs (RSP 4294RSP_4352) und 16S
(RSP_4347Ylie einen Log2FC vod,9 bzw. 1,4 zeigten (Tabelle 6Zusatzlich zeigten aualirei
mMRNAs flr DNAindende coldshock Proteine RSP_3620, RSP_3621 und RSP)198@ sechs
MRNAs, die hypothetische Proteine kodier&EP_1844, RSP_6085, RSP_7191, RSP_6235, RSP_4285
und RSP_7363einen Log2FC va-1 (Tabelle 65). In dieser Gruppe war auch eine bisher nicht
charakterisierte SRNA (B®58), mit einem Log2FC ven3 in der DESeq2 Analyse (Tabelle b%.
SRNAs CcsRi die in den Northern Blots ein geringeres SidrealJberexpression von CcaF1 zeiy
(Abbildung 34)konnten aufgrund des gewahlten\Werts (pvalue) von >X0,05in denfinalen Daten

nicht bericksichtigt werderDies ist auch der Fall fir verschiedene tRNAs und weitere sRNAs, die
durch dengesetztencut-off Wert nicht in die finalen Daten eiosen.

Die RNSegDaten zeigen, dass das Protein CcaFl durch eine Uberdgprassht nur einen
regulatorischen Einfluss auf die Spiegel der CcsR RNAs besitzt, sondern auch auf andpeziRNA
aus dem Transkriptom voR. sphaeroidesZu diesen gehéren unter anderem mRNAs, rRNAs undr
sRNAs (Tabelle 64 und 65), die unterschikdlighysiologische Funktionen in der Zelle haben. Jedoch
lasst sich anhand der RR&gDaten nicht sagen, ob das Protein CcaFl durch-BiNdung einen
direkten Einfluss auf die entsprechenden RNAnskripte nimmt oder nur einen indirekten, Uber
andere Faktoen in der Zelle vermittelten Einfluss auf die entsprechenden-RifdAskripte hat.
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3.2.3 ldentifizierung von CcaFlhteraktionspartnern

Da die DUF1127 Doméane eine 70 %ige Homologie zu derrbiRéééhden Smaug Protein aus
D.melanogastetbesitzt, war eine Interaktion des Proteins CcaF1 mit verschiedenenNdNékilen

in R. sphaeroideslenkbar. Die RN#egDaten im Abschnitt 3.2.2 zeigten, dass CcaF1 die Spiegel
verschiedener RN&pezies wie mRNAs, rRNAs und sRIR#t®elle 64 und 65) im Transkriptom vi@n
sphaeroidedeeinflusst. Jedoch konnte anhand der F¥¢4Daten nicht geklart werden, ob CcaFl
direkt an die entsprechenden RMMolekile bindet oder diese indirekt reguliert. Um zu verifizieren,
dass CcaFl mit smir DUF1127 Doméne grundsatzlich RNAs binden kann und um mdgliche
Interaktionspartner zu identifizieren, wurde eine -@omunoprazipitation (ColP) mit anschliel3ender
RNASequenzierung durchgefihrRigSeq. Fur die ColP wurde das Protein CcaFl mit einem N
terminalen 3xFLA@g bzw. ohne 3xFLAfg unter Kontrolle des 16S rRN&omotor (RSP_4352) in
das Plasmid pRK4352 kloniert (gB&FELAG_NT bzw. p&iaF). Die entsprechendeR. sphaeroides
Stamme wurden bei 32 °C und mikroaeroben Bedingungen bis zu@ervon 0,6 kultiviert. Das
Protein und die gebundene RNA wurde nach dem ZellaufschlusantiELAG M2 Antikdrper
prazipitiert, die an magnetische Dyn8eads gebunden waren. Die gebundene RNA wurde
anschliel3end tber eine Phergktraktion von CcaF1 dmnderen Proteinen getrennt und mit Ethanol
gefallt. Um auszuschlieBen, dass die prazipitierte RNA nach [Eéas@dlung noch DNA
Kontaminationen enthalt, wurde eine HPICR mit spezifischen Primern fir die sRNA CcsR1
durchgefuhrt (Abbildung 40).

Abbildung 40: Qualtitatskontrolle der ColP RN

Gesamt mittels RFPCR Die isolierteRNA aus de CdP:

ColPRNA _~ RNA von CcaF1 mit 3xFLA&y und CcaF1 ohne 3xFLs
Q\?Q Q tag als Kontrollesowie GesamRNAausdem Zelt

QQ‘? &£ 5 AR Lysat wurderin eine RTPCR mit und ohne revel
:_’ :_’ © Transkriptase (RBingesetzt umdie Wirksamke

des DNaseVerdats und die Qualitdt der RNA v
der RNASequenzierung ziiberprifen Die RTPCI
- - wurde mit spezifischen Primefir die SRNA Ccs
vy durchgefuhrt. Die Proben wurden auf ein #ige:
Polyacrylamidel aufgetragen und nach de
Elektrophoresamit Ethidiumbromid geidrbt.

Die EthidiumbromieFarbung des Gels zeigt, dass nur in der Probe mit dem prézipitierten Protein
CcaF1FLAG und in Gegenwart der reversen Transkriptase eine deutliche Bande auftrat, wahrend in den
Proben ohne reverse Transkriptase keine sicteha8Banden entstanden. Dies Ergebnis bestatigt, dass

die Proben nach dem DNa$terdau keine DNKontaminationen mehr enthielten und somit den
Qualitatsanforderungen fir die RNRequenzierung entsprachen (Core Unit SysMed, Universitéat
Wirzburg).
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A Regulatorische, nicht kodierende RNlFanskripte:
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Abbildung 41: Identifizierung von RNATranskripten als Bindungspartner von CcaFl mittels -Co
Immunoprézipitation)ColPund RNASequenzierung (RBeq. (A) Beispieleco-immunoprazipitierte RNAvon
CcaF1 mit 3xFLA@g (CcaF1FLAGEw. ohne 3xFLA@&g (CcaFl) als Kontrollelie mittels RNSeq(Rifseq
identifiziert wurden Die Diagrammein beiden Teilbbildungen zeigen dieread coverage plotsaus dem
Integrated Genome Browsédiir (A) ausgewahlte regulatorische, nicht kodierende RNanskripteund (B)
ausgewahlte mRNAranskripte. i Gelbilder darunteeeigen jeweilsdie Analyse der prazipérten RNAmittels
RTFPCR. Fur die FACR wurdefeweils gespezifische Primer verwendeatie RFPCRProduktewurden auf ein
10 %iges Polyacrylangel aufgetrage undnach der Elektrophoresait Ethidiumbromidangeféarbt Griitzneret
al., 2021a)
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In der Sequenzierung der R¥Aoben aus der ColP wurden mehrere regulatorische, nicht kodierende
RNAs als Interaktionspartner von CcaF1 identifiziert (Abbildung 41 A). Zu dieser Gruppe gehdren die
sRNAs CcsR1, UpsM, PcrZ sowie die 6S RNA. CcsR1 istiferdieshitccaF 1co-transkribiert wird

und deren Prozessierung durch Uberexpression von CcaF1 beeinflusst wird (Abbildung 34 B und 37).
Die ColP bestéatigte somit die Annahme einer Bindung von CcaF1 an die CcsR RNAs. UpsM ist jene sRNA,
die aus der 5" UT®n mraZtranskribiert wird und einen regulatorischen Einfluss auf die Zellteilung
von R. sphaeroidekat (Weberet al, 2016; Griitzneet al., 2021k Abschnitt 3.1 PcrZ ist eine sSRNA,

die unter bestimmten Bedingungen die Gene flr die Ausbildung des Photosyntheseapparatestregulie
(Manket al,, 2012) Die 6S RNA hingegen ist keine typische sRNA, sondern redigi€ranskription

uber eine Interaktion mit demhousekeepingHoloenzym der RNRolymerase beim Ubergang der
Zellen von der exponentiellen in die stationdare Wachstumspl{sgassarman, 2007; Elkiret al,

2017) AulRerdem wurden die katalytische RNAtereinheit der RNase P und die RKdmponente

des signatrecognition particle (SRP) in dieser ColP identifiziert. Neben den regulatorischen, nicht
kodierenden RNAs wurde in der ColP auch eine begrenzte Anzahl vidd-Tn&hskripten als
Bindungspartneron CcaF1 identifiziert (Abbildung 41 B). Dazu gehéaedy sitA pufBAund pucBA
catAkodiert eine Katalasm R. sphaeroidesin Enzym, das Wasserstoffperoxid@)j zu Wasser und
Sauerstoff umsetzt und somit eindalitige Schutzfunktion gegentber ROS in der Zelle ausitibdtst

ein mMRNATranskript, das miitBund sitCeinen TransporKomplex fir Mangatonen (Mrt*) kodiert.
Mangarlonen sind Cofaktoren fur die Superoxdismutase, die ebenfalls eine wichtige IRdlei der
zellularen RO&ntgiftung spielt. Die mRNAwIfBAund pucBAkodieren inR. sphaeroideRigment
bindende Proteine des Photosyntheseapparats (Abbildung 41 B).

Kodierende mRNAranskripte ohne Anreicherung in der-emunoprazipitation:
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Abbildung42: Exemplarische Beispieleon RNATranskripten die in der Cdmmunoprazipitation (ColP)und
RNASequenzierung (Ripeq nicht als Bindungspartner von CcaFl identifiziert wurdeinalyse co-
immunoprazipitierte RNA von CcaF1 mit 3XFLA&y (CcaF1FLAG) und ohne 3xFit#gCcaF1) als Kontrolle
mittels RNSeq(RipgSeq. Die Diagrammeeigen exemplarisciead coveraglots aus demintegrated Genome
Browserfiir kodierende RNATranskripte, die keine Anreicherung in der Coéiyten Die Gelbilder darunter
zeigen jeweils die Analyse der prazipitierten RNAs mittelBREH. Fir die FFICR wurden jeweils genspezifische
Primea verwendet Die RFPCRProdukte wurden auf ein 10 %iges Polyacrylagetlaufgetragen unchach der
Elektrophoresenit Ethidiumbromid gefarbt.

136



Ergebnisse

Dieread coverage plotsaus demintegrated Genome Browssidin Abbildung 42xemplarisch fir
die mRNATranskmte bchH pnp und mraZgezeigt, die in der @B mit CcaF1FLAGcht angreichert
wurden bchH kodiert ein Enzym,das an der Synthese der Bakertiochlorophylblekile in

R.sphaeroidedeteiligt ist,pnp kodiert das RNAbbauende Enzym PNPase unthZist en mRNA

Transkript aus derdivision and cell walGercluster, dasan der Zellteilung beteiligt sind. Diie den

Abbildungen 41 und 4@ezeigten Beispiele verdeutlichathass CcaF1 RMAolekilenicht unspezifisch
bindet. Jedoch kanrauf Grundlage delCdP-Ergebnisse keindussagelber die Struktur oder

SequenzAbhangigkeit deRNABindung durch Ccakfetroffen werden Die iCLIPMethode wére z.B.
geeignet, uneine spezifische Bindungssequenz zwischen Protein und&Néntifizieren (Abschnitt
3.2.6).

Die in der ColP von CcaF1lFLAG angereicherten RNAs wurden zuséatzlich mit@GRgRAlidiert
(Abbildung 43). Die Analyse bestétigte, dass das Protein CcaF1 dieRipRkygidentifizierten RNA
Transkripte bindet. (Abbildung 43).

Abbildung43: Validierung derin der Rifsec
identifizierten RNABindungspartner vo
CcaFImittels gRFPCRDie gRTPCR wurd
mit den RNAProben der Ci&° durchgefihrt
Die nicht kodierenden (schwarz) un
kodierenden (grau) RNAranskripte wurde
mit jeweils spezifischa Primepaarer
nachgewiesen Es wurde anschlie3end
30 fold changgFC] auslem Verhaltnigler RNA
Mengen in delColRProbe von CcaF1FLAG
jenen inder Kontrolle (CcaF1 ohrg@xFLAE
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(modifiziert nachGrutzneret al., 2021a)

Um die Ergebnisse aus der ColP besser beurteilen zu kdnnen, wurden neben der Darstellung der
Ergebnisse inmtegrated Genome Browsdre read-Zahlender stark angereicherten Gene tabellarisch

gelistet (Tabelle 66). Dabei werden nur RNAnskripte bertcksichtigt, die insgesamt duxdOreads

und eine 16fach hohereread! YT | Kf T A a0KSY RSy -taghi2oFrs yW /WD IOC N M2 K
3xFLAGag(Koy G N2t f SOW NBLINNaAaSYGASNI gdz2NRSYy ®

137



Ergebnisse

Tabelle66: In der colP angereichgrﬂéNATranskripte, die insgesamt durafilO readsund eine 10
fach hohereread! y T I Kt T gAa0KSyYy RSy -t INGWES yWw/WdIOC \C et AST woE
OY2YUNREffSOW NBLINNASYGASNI 46dz2NRSY @

Lokus Gen Funktion ReadRatio
RSP_2779 catA Katalase 219,35
RSP_0904 sitA ABC MA* Transporter 77,29
RSP_1943 hypotetisches Protein 61,36
RSP_1944 Uroporphirynlll GMethyltransferaseBroheme Synthase 60,3
RSP_0908 sitD ABC M#A* Transporter 57,83
RSP_1942 Qulfite/ Nitrite Reduktase 46,87
RSP_0129 metN ABC EMethionineTransporter 36,75
RSP_0906 sitC ABC M@A* Transporter 34,7
RSP_0905 sitB ABC M@A* Transporter 34,48
RSP_1940 hypotetischesProtein 32,1
RSP_0132 metQ ABC EMethionineTransporter 29,3
RSP_1941 cysH PhosphoadenosifiPfhosphosulfatReduktase 28,53
RSP_0130 metl ABC EMethionineTransporter 28,08
RSP_1109 cysK1 Cystensynthase 25,85
RSP_3696 cysA ABCaulfate/ThiosulfateTransporter 25,35
RSP_3594 antifreezeProtein 20,09
RSP_3860 ABC3ulfate/MolybdateTransporter 18,92
RSP_2738 Rhodaneseabhéangigelulfurtransferase 17,41
RSP_3697 cysP ABCulfate/MolybdateTransporter 17,19
RSP_3698 cysT ABC3ulfate/MolybdateTransporter 16,98
RSP_3699 cysW ABC3ulfate/MolybdateTransporter 16,26
RSP_3861 ABCulfate/MolybdateTransporter 15,75
NA 3" Ende RSP_3595 14,65
RSP_3119 Konserviertes, hypotetisches Protein 14,19
RSP_3509 expE1l HemolysinTyp Calciurbinde Region 13,36

Die Quantifizierunger RNA nach der ColP zeigte die starkste Anreicherung fir die mMRNA des Katalase
GenscatA (RSP_2279) mit einenead-Verhaltnis von 219Es ist auRerdem interessant, dass in der
ColPviele Transkripte identifiziert wurden, die am Cystein/Methionin/Schwifetabolismus vorR.
sphaeroidedeteiligt sind: RSP_1944 (Methyltransferase), RSP_1942 (Sulfite/Nitrite Redukyast),
(RSP_1941, Phosphoadenosin/Phosphosulfat Reduktags1(RSP_1109, CysteinsynthasgjsA

cysP cysT cysW(RSP_3693699), RSP_3861 (ABC Sulfat/Thiosulfat Transporter), RSP_3859 (ABC
Sulfat/Molybdate Transporter)netN, metQ und metl (RSP_0129, RSP_0130, RSP_0132, Methionin
Transporter). AuRerdem wurden fiinNR-Transkripte gefunden, die durch Uberexpression von CcaF1

in ihren zellularen Spiegeln verandert werden (Tabelle 64 und 65; in der Tabelle 66 rot hervorgehoben).
Dies konnte einen direkten Zusammenhang zwischen der Bindung und Regulierung dieser RNA
Trarskripte durch CcaF1 widerspiegeln. Leider konnte dies nicht fur alleTRIA&kripte gezeigt
werden, die in der ColP als mdgliche Interaktionspartner von CcaF1 identifiziert wurden, was mit dem
cutoff Wert der DESeq2 Analyse der F¢4Daten in Zusammening stehen konnte.
Nichtsdestotrotz legen die Daten aus der DESeq2 Analyse (Abschnitt 3.2.2) und der ColP den Schluss
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nahe, dass das Protein CcaFl Uber eine direkte Bindung an verschiederEraRbBlkipte das
Transkriptom vorR.sphaeroidebeeinflusst.

Bei der Stukturvorhersage der DUF1127 Domane stellte sich neben der hohen Ahnlichkeit zu der RNA
bindenden Smaug Doméane au®. melanogasterauch eine hohe Ahnlichkeit zu der Protein
interagierenden SAMs{eril alpha motif Doméane heraus. Es ist bekannt, sl&$eine Proteine eine
wichtige Rolle fur die Strukturierung und Stabilisierung grol3erer Proteinkomplexe spielen kénnen, wie
zum Beispiel der Photosynthesekomplexe oder bestimmter Transportsysteotgbset al, 2011;
Andrews& Rothnagel, 2014; Stortt al., 2014) Da CcaF1 einen Einfluss auf die Prozessierung des
ccaF1 CcsR# Vorlaufertranskript besitzt, wird eine Interaktion von CcaF1 mit{RM¥&essierenden
Enzymen vermutet. Um dies zu testen, wurde erneut eine ColP von CcaF1 mit-8adr(@caF1FLAG)

und ohne 3xFLAGg (CcaF1) durchgefliihrt. Die Proben wurden nach der ColP auf ein 12 %iges SDS
Gel aufgetragen, um mdgliche Protdimteraktionspartner mittels Silbefarbung zu identifizieren
(Abbildung 44). Die Silbérbung des SB&els zeigt in der CcaF1lFLAG Probe [edoar
Proteinbanden der schweren (55 kDa) und leichten (25 kDa) Antikdrperkette (AK) und als schwache
Bande das Protein CcaF1FLAG (15 kDa). Als Kontrolle wurde zusétzlich ein Western Blot durchgefihrt,
um die Identitat der putativen CcaF1FLAG Bande irsidleerFarbung zu bestatigen.

Dynabeads Dynabeads Dynabeads Dynabeads
+ AntiFlag AK + AntiFlag AK
D
o @QQ\ ®§ O ©
S F& 5SS N
> NN SN NN o
¥ o8 & £ 5 X M A A A
GRS kba & & M & & & & ¢ <&
3l =
bk 4— AK - E <4—— CcaF1FLAG
55—
! ‘3‘2— b4 <+—— CcaFIFLAG
<+— AK 25— "
| B G 15— P . S < CcaF1FLAE

Abbildung 44: Colmmunoprazipitation (ColP) von CcaF1 zur Identifizierung moglicher Protein
Interaktionspartner. (A) 12 %ige SDSPAGE mit anschlieRender Sils&irbungvon Proben augler CdP von
CcaF1 mit 3xFLA@g (CcaF1FLAG) und ohne 3xFit#dgyCcaF1) als KontrolleB)(Western Blot der GBvon
CcaF1 mit 3xFLA@g (CcaF1FLAG) und ohne 3xFit#dg3CcaF1) als Kontrolle. Das ProteiaFléLAG wurde
mittels spezifischePeroxidasegekoppeler Anti-FLAG M2Antikdrper nachgewiese(ip: Input; M: Maker; W:
WaschFraktion;AK: Antikdper; modifiziert nachGritzneret al.,, 2021a)

Um die Mdglichkeit auszuschlie3en, dass Interaktionspartner von CcaF1 moglicherweise durch Silber
Farbung des SB&els nicht anfarbbar sind, wurdeKoperation mit Prof. Dr. Gunter Lochnit (Institut
fur Biochemie, Universitat Giel3en) eine massenspektroskopische Analyse der CcaF1FPAGh€EIP
durchgefihrt. Dabei wurde mit dem hochsten Masddert das Protein CcaF1 identifiziert (Tabelle
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67). Es korten jedoch keine weiteren Proteine mit einem ahnlich hohen oder héheren Madfeot
identifiziert werden, die auf eine Interaktion von CcaF1l mit einem anderen Protein oder Protein
Komplex schlieen lassen. Es wurden lediglich einige Proteine identifdierginen wesentlich
geringeren MascoeWert als CcaF1 besitzen. Von diesen Proteinen ist bekannt, dass sie in der Zelle mit
unterschiedlichen Proteinen spezifisch oder unspezifisch interagieren kénnen (GroEL) oder RNA
Bindeproteine (TufA, ribosomale Prate) sind.

Tabelle67: Auswertung dehigh resolutionMassenspektrometrie (LESIHRMS) von CcaF1 mit
3xFLAGag (CcaF1FLAG)

Lokus Gen Funktion ScoreMascot
RSP6037 ccaFl Hypotetisches Protein 1410
RSP_1714 tufA HongationFaktor TU 227
RSP_2311 groEL Chaperonin GroEL 162
RSP_Q44 rplS Grol3e ribosomale Untereinhditl9 87
RSP1725 rpIN Grof3e ribosomale Untereinhditl4 70
RSP_701 rpld Grof3e ribosomale UntereinhditlO 57
RSP1700 rplL Grof3e ribosomale Untereinhdif7/L1Z 55

3.2.4 Nachweis einer gekten Interaktion zwischenCcaFLnd CcsR RNAs

Die in den Abschnitten 3.2.1 und 3.2.3 beschriebenen Ergebnisse lassen auf eine Bindung des Proteins
CcaF1 tber die DUF1127 Domane an die CcsR RNAs schlie3en. Die Interaktion zwischen CcaF1 und CcsR
RNA kdnnte dabei die Prozessierung bzw. die StabilegedRNATranskripts beeinflussen.

Fir den Nachweis einer RNBAndung von CcaF1 eignen sich ENERpPerimente Daflr wurde neben
derin vitrotranskribierten RNA rekombinant exprimiertes und aufgereinigtes GBasikin bendotigt.
Damit Aggregationen deProteins wahrend der Aufreinigung vermieden werden, wurde CcaFl1 mit
einem MBP (maltosebindingprotein) und His- (Histidin)tag fusioniert (Abbildung 45 C). Der MBP
tag sorgt fur eine Stabilisierung des Proteins und lber degtigskann das Protein mittels Affinitats
Chromatographie aufgereinigt werden. Um densHiilBRtag von dem Protein CcaF1 zu entfernen, da
dieser im EMSA zu einer unspezifischen Bindung mit-RaMskripten fihren kénnte, wurde
zusatzlich zwischen HisIBRtag und CcaF1l Protein eine TPYbtease Schnittstelle integriert
(Abbildung 45 C). Die Sequenz fir das-MBRTEVWCcaF1 FusiorRrotein (51 kDa) wurde in den
Vektor pET24c kloniert und iE. coliBL21 transformiert. Die Uberexpression des Proteins fand
anschie3end durch die Zugabeon Lactosemonohydrastatt. Nach dem Zellaufschluss wurde das
Protein HisMBRTEVCcaF1 zuerst Giber den Hiag mittels AffinitdtsChromatographie (5 ml HisTrap
HP) und anschlieRend Uber eine GroRenaussci@hssmatographie aggereinigt (Abbildung 45 A und

B). Fur die GréRenausschiSsromatographie wurden die Elutiofsaktionen 131135 ml aus der
Affinitats-Chromatographie vereint und auf eine Superdex 10/300 GL GréRenausschlusssaule geladen.
In einem letzten Schritt wurde déHis-MBRtag (43 kDa) proteolytisch durch die TPYbtease von
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dem Protein CcaF1 getrennt, sodass am Etatereine Protein CcaF1 (8 kDa) ohne jeglichen Fusions

tag erhalten wurde (Abbildung 45 C).
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Abbildung45: Aufreinigung von CcaF1 mittels Affinitétsnd Gré3enausschlusShromatographie(A) Auf der
linken Seite ist da€hromatogramm der Higag Affinitéts-Chromatographie fur die AufreinigunigsHis-MBR
TEVCcaF1 FusiorRrotein gezeigt und auf der rechten Seite das dazugehorig€s8D326ig) mit den Elutions
Fraktionen 127135 ml, welches mit Coomassie gefarbt wewr@) Auf der linken Seite ist das Chromatogramm
der GroRenauschlussChromatographie von Hi$VIBRTEVCcaF1 dargestellt und auf der rechten Seite das mit

Coomassie gefarbte SHERl (12%ig) mit den

entsprechenden EluticRsaktionen 1119 ml (mAU: milli

absorbance unifs (O Der schematische proteolytische Verdau vor-MIBRTEVCcaF1 mittels TERrotease ist
auf der linken Seite und das SB8I (12%ig) mit den Proben vor und nachrdd EVProteaseVerdau auf der
rechten Seite dargestel{modifiziert nachGritzneret al.,, 2021a)
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Daselectrophoretic mbility shit assay(EMSA) beruht auf einem antiproportionalen Laufverhalten
von freier RNA und RNA, die Teil eines Prek@mplexes ist. Der RNAoteinKomplex zeigt dabei
ein langsamers Laufverhalten im Gel als die freie RNA, es kommt also zu einer Laufverscstidtjung (
wenn sich ein RNRroteinKomplex formiert.

Fur einen Nachweis der Interaktion zwischen CcaF1 und RNA wurden intéri?mlyTPmarkierte

T7in vitro Transkripte von CcsR1 (82 nt) sowie dem Vorlaufertranskript @cé&Rbnt) synthetisiert.

Die radioaktiv markierten RNAs (15 nM) wurden anschlieBend mit aufsteigenden Konzentrationen (0O,
2,5, 10, 50, 100, 200 und 500 nM) des aufgereinigten CRedtéins inkubiert und auf einem nativen,

6 %iges TBEolyacrylamidgel aufgetrmt (Abbildung 46 links). Bereits bei niedrigen CeaF1
Konzentrationen (20 nM) wurde eine Komplexbildung von CcaRanskript und CcaF1 beobachtet
(Abbildung 46 links). Bei einer Proteinkonzentration von 500 nM lag die CcsR1 RNA vollstandig an
CcaF1l gebuten vor. Bei dem EMSA, in dem das CebR/Mbrlaufertranskript verwendet wurde
(Abbildung 46 rechts), bildete sich zusatzlich ein Intermediat des PsatéikKomplexes (mittlere
Bande). Dies legt die Vermutung nahe, dass mehr als ein CcaF1 Protein (oeiek&maplex) an das
CcsR¥ Vorlaufertranskript binden kann. Auch bei anderen MBW#leproteinen wie z.B. Hfg wurden

in EMSAs solche Intermediate mit einer 1:1 Stochiometrie (Protein:RNA) bei geringen
Proteinkonzentrationen beobachtet. Bei hoheren Protenkentrationen bindet offensichtlich mehr

als ein CcaFMolekul pro RNAranskript, was die zweite, langsamer laufersieft Bande erklart
(Updegroveet al,, 2011; Updegrovet al., 2016)

CcaFiCcsR1
Komplex N CcaFlCICSRl
Komplex
S
CcsR1 CcsR#4

Abbildung 46: EMSA zum Nachweis einén vitro Interaktion von CcaFl und CcsR1 bzw. CcdRRNA
Transkript. Die EMSawurden mit 15 nM intern 32P-markierten CcsR1(82 nt) bzw. CcsR# (415 nt)in vitro
Transkripten durchgefuhydiemit aufsteigenden Konzentrationen des gereinigten Ce&Fdteins (2, 5, 10, 50,
100, 200 oder 500 nM) inkubiewurden. Die Proben wurden anschlieReadf einem nativa 6 %igen TBE
Polyacrylamidel aufgetrennt und mittelphosphaimaginganalysiert(modifiziert nachGritzneret al., 2021a)

Um eine unspezifische Bindung von CcsR1 an CcaF1 auszuschliel3en, wurde ein Koriddsi#ons

durchgefihrt (Abbildung 47). Dafir wurde einerseits radioaktiv markiertes Gosktto Transkript

mit steigenden Konzentrationen des Proteins CcaF1 wie in Aiigild6 inkubiert. Zusétzlich wurde in

7 parallelen Ansatzen die radioaktive CcsR1 RNA mit der hdchstentQoatehtration (500 nM)

prainkubiert. In diese Ansatze wurden nach der ProMAKomplexbildung steigende

Konzentrationen (1, 2, 5, 10, 25, 50,010M) nicht radioaktiv markierter CcsR1 oder J&¥RAals

Y2YLISGAG2N 3S3S06 Sy o inbitkoSrarigkigdd: ird abfstegSnsdn &dntehtrati®nér

fuhrt im Fall einer spezifischen Bindung zu einer Kompetition der radioaktiv markierten und der nich
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NI RA2F{GAD YIENJASNIGSY wb! & dzYy RAS . AyRdzy3a +y [ OF
um so starker wird die radioaktive RNA im Fall eines spezifischen Kompetitors aus dem Komplex
verdréangt wird. Abbildung 47 A zeigt solch eine spezifisBeY LISGAGA2Y YAG ol €t GSN
Y2YUNREES 6dzZNRS 6AS TasNdonpdtiton®oal{ !t (\8alG / O@Elwimi SWN!
durchgefihrt (Abbildung 47 B). StsR ist eine sSRNA, die in der ColP (Abschnitt 3.2.3) nicht nachgewiesen
wurde und daher kein8indung mit CcaF1 eingehen sollte. Wie aus Abbildung 47 B ersichtlich ist die

StsR RNA nicht in der Lage, die radioaktiv markierte CcsRaAuRNFem RNARroteinKomplex zu

verdréangen. Die Ergebnisse der Abbildung 47 lassen daher auf eine spezifischg Bord@eaF1 und

CcsR1 schliel3en.

A okaltedCcsR1 RNA

CcaF1 /_l
|

CcaFiCcsR1
wn- L Komplex
et T

B okalted StsR RNA

CcaF1 /_l

CcaFiCcsR1
Komplex

CcsR1

Abbildung47: Kompetition des CcaF1:CcsR1 Komplexes mit kalten CcsR1 oder StsFDRNEMSAS wurden
mit intern 32P-markierem CcsR1 (15 nM)in vitro Transkript durchgefiihit das mit aufsteigenden
Konzentrationen des aufgereinigten Proteins CcaF1 (2, 5, 10, 50, 100, 200 od&f)50Rubiertwurde (jeweils
linken Spuren 3B; Spur 1: ohne CcakFRusatzlich wurden sieben parallele Anséatze pipettiert (jeweils die 7
rechten Spuren der gele),eb denen die RNA mit dehdchsten CcaFiKonzentration (500 nM) zwecks
Komplexbildung prainkuiert wurde. AnschlieBend wurden in diese AnsatmigendeMengennicht radioaktiv
markierter 0 & { € D (0 & & &denStsBB) RNAgegeben Nach einer weiteren Inkubation wurderiedProben
wurden auf einem native, 6 %igen TBRolyacrylamidel aufgetremt und mittelsphosphaimaging analysiert
(modifiziert nachGrutzneret al., 2021a)

Aus der Literatur ist bekannt, dass Ih melanogastedas smaug recognition elemenSRE) eine
Haarnadelschleife bildet, die fir die Bindung des Smaug Proteins anodiedRNA und deren
wS3dz F A2y SAOKGAT Aaded 9a 12yyidS IdziSNRSY 3IST SA
CNGGNu einer verringerten Bindung des Smaug Proteimsdie nos mRNA fuhrenDahanukar &
Wharton, 1996; Smibest al, 1996; Dahanukaat al, 1999; Smiberét al, 1999) Da die SRNA CcsR1
von R.sphaeroideseine &hnliche Sequenz mit einer Nukleotidabfolge@GGGA in der ersten
Haarnadelschleifddop 1) besitzt, wurde letztere als mogliche Bindungsregion des DUF1127 Proteins
CcaF1 untersucht (Abbildung 48 A). Dafiir wurden ebenfalls EMSAs mit der i@&dsiRh RN#owie
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£ NRFYydSy YXGGGAdaghzSINTih§dflihrtp(Abbildung 48). Die verschiedenen -RNA
Transkripte wurden wieder intern mith-*2P-UTP radioaktiv markiert und mit steigenden
Konzentrationen (0, 2, 5, 10, 50, 100, 200 und 500 nM) des Proteins CcaF1 inkubiert. Die Proben
wurden anschlieBeth auf 6%igen TBIPolyacrylamidgelen aufgetrennt und die Gele mittels
phosphoimagingnalysiert (Abbildung 48).
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Abbildung48: EMSAAnalysen zuin vitro Interaktion zwischen CcaF1 und mutierten CcsR1 Ranskripten.

(A) Die EMS#wurden mit intern®?P-markiertenin vitro Transkripten vorCcsR1 (Wildtyp CcsR1 Sequenz), CcsR1
mit einem Austausch von 2 Nukleotiden (6GC)n der Haarnadelschleife (loop 1) bzw. CcsR1 mit einem
Austausch von 4 Nukleotiden (GGGBCCG) itoop 1 durchgefiihrt.Diein vitro RNATranskripte wurda mit
steigendenMengen(2, 5, 10, 50, 100, 200 or 500 nkt) CcaFinkubiertund anschlieBenduf einem native, 6

%igen TBPolyacrylamidel dargestellt und mittelsphospheimaginganalysiert Auf der linken Seite ist jeweils

die vorhergesagte Struktur des Ccd&dp 1 ohne und mit Mutatioen dargestellt (nodifiziert nachGritzneret

al., 2021a) (B) Berechnug der Dissoziationskonstanke anhand der EMSAs aus dem AbbildungstgillerKo-

Wert gibt an, bei welcher Konzentration ein Gleichgewicht zwischen freier und gebundener RNA (halbmaximale
Komplexbildung) vorliegt
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Der EMSA mit der Wildtyp CcsR1 RNA zeigte bei einer -RoaEéntration von 500 nM einen
vollstandigen shift der RNA in die Komplexbande (Abbildung 48 A). Die berechnete
Dissoziationskonstanteép, die der Proteinkonzentration bei halbmaximaler Bindung d&¥A
entspricht, betrug etwa 24,5 nM (Abbildung 48 B). Wurden in der Haarnadelschleife 1 der sSRNA CcsR1
(loopm 0 RA S -ppoSiraies Guanin®in Cytosine (BGCC) mutiert, so war die Komplexbildung

bei der hdchsten Proteinkonzentration (500 nM) nur ngartiell (Abbildung 48 A). Dietsprechende
Bindungskurve zeigte nur noch emé&ndpunkt von etwa 50% und die Ccdddnzentration bei
halbmaximaler Sattigung der Bindung lag nur noch bei etwa 175 nM (Abbildung 48 B). Wuldep die

M bdzl f SSEEAROKp W SA G SNBEIGHWtRE dIwar yin EMSA kaum noclskeiin

der RNA erkennbar (Abbildung 48 A). In diesem Fall erreichte der Endpunkt der Bindungskurve weniger
als 10% und die CcaRbnzentration bei halbmaximaler Sattigung der Bindungsiig etwa 700 nM
(Abbildung 48 B), was einem dramatischen Affinitatsverlust entspricht. Die Ergebnisse verdeutlichen
RAS SaaSy i A-CAGCGA Sequerizidifs fRr §i& CepHung an die CcsR1 RNA. Dabei lasst
sich jedoch nicht abschlieRend klaen 2 6 R A S-CGGEH daS gfrékte Bikungsmotiv fir CcaF1l
darstellt oder ob die eingefihrten Mutationen tber die Veranderung der Sekundarstruktur der CcsR1
RNA (Abbildung 48 A, Strukturen auf der linken Seite) die Bindung des Proteins CcaF1l negativ
beeinflussen.

Die in diesem Abschnitt gezeigten Ergebnisse bestatigen, dass es sich um eine spezifische Bindung
zwischen dem Protein CcaF1 und der sSRNA CcsR1 bzw. demtGamRilifertranskripts handelt. Es

konnte zudem gezeigt werden, dass Mutationen in eiesten Haarnadelschleife der CcsR1 Rdigp(

1) die Bindung des Proteins CcaF1 stark beeintrachtigen. Die Bestimmung eines Bindungsmotivs des
Proteins CcaF1 in der sRNA CcsR1 bzw. in den andereBiffiwAgspartnern des Proteins erfordert
jedoch weiterfinrende Ansatze wie z.B. iCLIP, eine Methodeindievoauf globaler Ebene Aufschluss

Uber RNABindungspartner und Bindungssequenzen geben kann. AuRerdem ermdglicht die EMSA
Methodik keine genaue Aussagen Uber diécBiometrie von Protein und sRNA in Rein-RNA
Komplexen.

3.2.5 CcaF1 beeinflusst die Stabilitat vafrsR1 undnderer RNATranskripte

Aus den bisherigen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass das DUF1127 Protein CcaFL1 in einer
maoglichen Kombination mit der RNase E und tber eine direkte Bindn die RNA einen Einfluss auf

RAS t NRT S&aA S NUzycaaFIoCesRI VodavfErikafstripta ausiilt.Die RNase E ist in
Gramnegativen Bakterien eine essentielle Endoribonuklease, die eine zentrale Rolle in RNA
Prozessierung und RNx¥bbau spigl (Mackie, 2013)Da die Prozessierung und der Abbau von -RNA
Transkripten oft ineinander Ubergehen und deshalb sehr gut reguliert sein missen, konnen RNA
¢CNFYAINRLIIS 25 yIOK ! YsStioSRAYyIdzyd FNNI AKNBE al! ]
abgebaut werden.Um den Einfluss des Proteins CcaFl nicht nur auf die Prozessierung des
Vorlaufertranskripts sondern auch auf die Stabilitat der einzelnen CcsR RNAs zu testen, wurde die
Halbwertszeit der CcsR1 sRNA bestimmt (Abbildung 49 A). Daflr wurd@isgdiaeroided/ildtyp

und der CcaFdUberexpressionsstamnR(sphaeroidepRKcaF) in der exponentiellen Phase unter
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mikroaeroben Bedingungen kultiviert. Durch die Zugabe von Rifampicin wurde die Transkription
gestoppt, sodass keine neuen RNranskripte initiiert werén konnen und die Geschwindigkeit der
RNADegradation durch die Zedigenen Ribonukleasen beobachtet werden kann. Fur die Northern
Blot-Analyse des RNAbbaus wurde GesanrRNA mittels PhendExtraktion isoliert, in einem 10 %igen
denaturierenden TBHarndoff-Gel aufgetrennt und auf eine Nyldvlembran transferiert. Die
Northern BlotSignale der RNA wurden auf die 5S rRNA (Abbildung 49 und 50) oder 14S rRNA
(Abbildung 51) normalisiert, da die ribosomalen RNAs unabhangig von den experimentellen
Bedingungen ime hohe Stabilitat besitzen. Der prozentuale Abbau der RNA wurde halblogarithmisch
gegen die Zeit aufgetragen und die Halbwertszeit anschlieRend augxgementialfunktion der
Ausgleichsgeraderrechnet (Abbildung 49 B).

A B
- Wildtyp
Wildtyp 1008~ Wildtyp pRKccaF1
Wlldtyp pRK:C&lFl < 4'——}::‘ ‘t\:: ————————————
= -
Rif. 0 5 10 15 20 30 0 5 10 15 20 30 [min] < P
TR CesR1 10 y
_ _ S
BIG
1

0 _ 20 30
. Zeit [t]
Wildtyp CcsR18,3 £ 0,5 min
Wildtyp pRKcaF1CcsR14,3 + 0,2 min

Abbildung 49: Einfluss des Proteins CcaF1l auf die Stabilitdt der CcsR1 @)NAorthern BlotAnalyse zur
Bestimmung der Halbwertszeiler RNACcsR1 inR. sphaeroidedVildtyp und R. sphaeroidespRkKcaF1
(Uberexpression vo&caFLin der exponentiellen Wachstumsphase. Beinitiation derTranskription wurde
durch die Zugabe von Rifampicin (Rif.) nach der EntnaloneZellen zunZeitpunkt Omin gestoppt. Weitere
Proben wurderzu den agegebenen Zeitpunkten enbmmen.Jeweils7,5 pug GesamRNApro Spumwurden auf
einem 10 %igen denaturierenden FB&lyacrylamieHarnstoffjel aufgetrennt.Die SRNA CcsRdowie die5S

rRNA (Ladekontrollejurden mit pezifischa, radioaktiv markierten Oligarkleotid-Sonden detektiert (B) Die

prozentuale Abbaurate von CcsRi%]in R.sphaeoidesWildtyp undR.sphaeoidespRKcaFlwurde ausdem

Mittelwert biologische Triplikae berechnet, aufdie Ladekontrolle 5S rRN#Aormiert und halblogarithmisch
gegen die Zeit [t] dargestellt. Die Bestimmung der Halbwertszeiton CcsRlerfolgte anhand der
Exponentialfunktion der Ausgleichsgeragaeodifiziert nachGritzneret al,, 2021a)

Es ist deutlich erkennbar, dass bei einer Uberexpression des Proteins CcaEtaFjRHie
Halbwertzeit und somit die Stabilitat der SREAsR1 um die Hélfte von ca. 8 auf 4 Minut&s0(%)
abnimmt (Abbildung 49 B). Das Ergebnis dokumentiert den Einfluss des Proteins CcaF1 auf die Stabilitat

der sRNA CcsR1.
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) Wildtyp
Wildtyp pRKcaF1
RIf. 5 10 15 20 30 [min] 0 5 10 15 20 30 [min]
e o o Wildtyp 8,3 + 0,5 min
’*ﬁ W8 oo | CosRL MM & Wildtyp pRKccaF1 4,3+ 0,2 min
i Wildtyp 10,2 + 1,5 min
i Wildtyp pRkcaF1 4,3 + 0,5 min
Wildtyp 20,6 + 2,3 min
Wildtyp pRKcaF1 5,5+ 4,3 min
) Wildtyp
Wildtyp pRKcaF1
Rif. 0 5 10 15 20 30 [min] 0 5 10 15 20 30 [min]
Perz Wildtyp 77,3+ 7,5min
Wildtyp pRKcaF1 86,5+ 9,3 min
tRNA Wildtyp 63,6 £ 6,3 min
Gly Wildtyp pRiccaF1 57,8 + 4,6 min
SRP Wildtyp 34,5 + 3,6 min
RNA Wildtyp pRKcaF1 22,3+ 2,2 min
| 55 rRNA|

Abbildung 50: Einfluss des Proteins CcaFl auf die Stabilit&rschiedener nicht kodierender RNASs.
Northern BlotAnalyse zur Bestimmung der Halbwertszeit verschiedenieht kodierende RNAs m
R.sphaeroidednildtyp und CcaFiUberexpressionsstamnDie Reinitiation derTranskription wurde durch die
Zugabevon Rifampicin (Rif.) nach der Entnahwen Zellen zuniZeitpunkt Omin gestoppt. Weitere Proben
wurdenzu den angegebenen Zeitpunkten antnmen.Jeweils7,5 pg GesamRNApro Spumnwurden auf einem
10 %igen denaturierenden THlyacrylamieHarnstoffjel aufgetrennt. Die Detektion der nicht kodierenden
RNAs erfolgte durchpgzifische radioaktiv markierte Oligonukleotifonden Die 5S rRNA wrde als interne
Ladekontrolle verwendet. Die Halbwertszeit wuralgf Grundlagebiologische Triplikatewie in der Legede zu
Abbildung 49 beschrieben berechr(@todifiziert nachGritzneret al., 2021a)

Weitere Halbwertszeiten wurden fir jene nicht kodierenden RM&nskripte bestimmt, die in der

ColP als Bindungspartner identifiziert wurden (Abbilgld1). Die Uberexpression des Proteins CcaF1
(pRKcaF) zeigte dabei einen Einfluss auf die Stabilitdt der UpsM und RNase P RNAs (Abbildung 50
oben). Bei der sSRNA UpsM, die eine zentrale Rolle in der ZellteilundR.vephaeroidespielt,
reduzierte sictdie Halbwertszeit von 10 auf 4 Minuten (Abbildung 50 oben). Fiir die katalytische RNA
der RNase P, die zusammen mit der RNaseNR (1 SA ydzy § SNBEAYKSA G FNNJ RAS
von tRNAs essentiell igMohanty et al., 2020) verkirzt sich die Halbwertszeit von 20 auf 5 min
(Abbildung 50 oben). Andere nicht kodierende RNAs, wie die SRNAMRuTK et al, 2012) die SRP
RNA(Herskovitset al, 2000)und die tRNA fiir Glycin (tRM3ly) zeigten hingegen bei Uberexpression

des Proteins CcaF1 keine der nur eine geringe (SRP RNA) Veranderung in der Halbwertszeit bzw.

Stabilitit (Abbildung 50 unten). Es ist jedoch aus den Studien von ktaalk2012 bekannt, dass die

SRNA PcrZ eine sehr lange Halbwertszeit und damit hohe Stabiligtsphaeroidebesitzt. Auch

tRNAs und die SRP RNA haben eine Halbwertszeit von tber 30 min. Die gewéhlten Zeitpunkte fir die
Zellentnahme nach Rifampie#ugabe konnten daher fir diese RNAs ein zu kurzes Zeitfenster gewesen
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sein, um mdogliche Stabilititsunterschiede zhisn den beiden Stammen deutlicher
herauszukristallisieren.

) Wildtyp
Wildtyp pRKcaF1
RIif. 0 5 10 15 20 30 [min] 0 5 10 15 20 30 [min]

1 : ] wildtyp 22,4 + 4,3 min
Wildtyp pRKcaF1 11,5+ 2,6 min

Wildtyp 17,6 £ 2,4 min

Wildtyp pRkcaF1 20,4 + 1,2 min

g B o (SR B wildtyp 34,6 + 2,2 min

R el i A i Wildtyp pRKcaF1 32,3+ 2,6 min

Abbildung51: Einfluss des Proteins CcaF1 auf die Stabilitét verschiedener, kodierender mmRidAbkern Blot
Analyse zur Bestimmung der Halbwertszeit verschiedem@NATranskripte inR. sphaeroide®Vildtyp undR.
sphaeroidepRKcaF1DieReinitiation defTranskriptiorwurde durch die Zugabe von Rifampicin (Rif.) nach der
Entnahmevon Zellen zunZeitpunkt Omin gestoppt. Weitere Proben wurdezu den angegebenen Zeitpunkten
entnommen. Jeweils10 pg GesamRNA wurden in einem 1 % Formaldekgiarosgel aufgetrennt. Zum
Nachweis der mRNAranskripte wurden spezifisehradioaktiv markierte PGCRrodukte verwendet. 14S rRNA
diente als Ladekontrolle. Die Halbwertszeit wurde aus biologischen Triplikaten beredhdetuf die
Ladekontrolle 14S rRN#ormiert (modifiziert nachGritzneret al,, 2021a)

In der ColPwurden neben nicht kodierenden RNAs auch mRN)saskripte als mogliche
Bindungspartner von CcaF1 identifiziert. Um den Einfluss des DUF1127 Proteins CcaF1 auf die Stabilit&t
verschiedener mRNAranskripte naher zu untersuchen, wurde ebenfalls die Hallszeit dieser
Transkripte bestimmt (Abbildung 51). Die isolierte GesBMNA wurde in diesem Fall in einem 1 %igen
FormamidAgarosegel aufgetrennt, das zur Detektion lAngerer Riskripte geeignet ist. Die
MRNAspufBA pucBAund catA wurden anschlie3end ittels radioaktiv markierten PC8onden
nachgewiesen und die RNAalbwertszeit Uber eine Normalisierung auf die 14S rRNA (Ladekontrolle)
bestimmt. Die Ergebnisse zeigten, dass auch die StabilitipufBAmMRNAbei Uberexpression von
CcaF1 (pRi€aF) abnimmt. Fir die mRNATranskriptepucBAund catA waren jedoch nur geringe
Unterschiede in der Halbwertszeit zwischBn sphaeroide®Vildtyp und R. sphaeroidepRKcaF1
feststellbar (Abbildung 50)pufBAist ein mRNATranskript aus denpuf-Operon und kodiert die
Pigmentbindenden Proteine des Lichtsammelkomplexes |. Bei diesem AiRM&kript nimmt die
Halbwertszeit um die Halfte von 22 auf 11 Minuten ab. Fir die mpMBA die die Pigment
bindenden Proteine des Lichtsammelkomplexes Il kodiert, sowie fir dicdndBNKatalaseatAwaren
dagegen keine Anderungen in der Halbwertszeit aufgrund der Uberexpression von CcaF1 erkennbar.

Aus den ermittelten Halbwertszeiten lasst sich schliel3en, dass eine Uberexpression des kleinen
Proteins CcaFl (pBt&F) einen Einflus auf die Stabilitat verschiedener nicht kodierender und
kodierender RNA ranskripten besitzt. Es lasst sich jedoch auf Basis der HalbwertsEgpenmente

keine Aussage treffen, wie CcaFl die Stabilitat dieser-R&#skripte reduziert und welche
Riborukleasen den beschleunigten Abau der RNanskripte bei Uberexpression von CcaF1l
katalysieren.
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3.2.6 ldentifizierungeines Bindenotivs von CcaF1 mittsliCLIP

Um die Funktion des DUF1127 Proteins CcaF1 umfassend zu verstehen, ist es von zentraler Bedeutung,
die Sequenz und die strukturellen Elemente, die fir eine Interaktion zwischen dem Protein und den
RNATranskripten wichtig sind, zu identifizieren. Die bisiesem Zeitpunkt durchgefuhrten ColPs mit
anschlielRender RN8equenzierung (R§eq gaben bisher lediglich Gber mdgliche Bindungspartner
des Proteins Aufschluss, jedoch nicht Giber spezifische Bindungssequenzen uSttikiiAelemente.

Fir diese Fragedtang wurde in Kooperation mit Dr. Oliver Rossbach (Institut fur Biochemie,
Universitat GielRen) die Methode des iCLIRglividual nucleotide resolution crebsking and
immunoprecipitation angewandt. Mittels iCLIP koénnen RES@quenzen, die dem Proteinlsa
Bindungsmotiv fungiererin vivo ermittelt werden, unter der Voraussetzung, dass das Protein mit
unterschiedlichen RNRindungspartnern in der Zelle interagiert. In der vorliegenden Arbeit wurde das
Protokoll des iCLIP2 verwendet, das auf der StudieBuehbenderet al. 2019 basiert und an das
Protein CcaF1 al’.sphaeroidesangepasst wurde.

Zu diesem Zweck wurde CcaFl mit einemtemhinalen 3xFLA®g bzw. ohne 3xFLAfg
(Negativkontrolle) unter Kontrolle des 16S rRRmotor (RSP_4352) in das RiaspRK4352 kloniert

und inR. sphaeroidekonjugiert. Die entsprechendeR. sphaeroideStamme wurden anschliel3end

bei 32°C und unter mikroaeroben Bedingungen bis zu einesson 0,6 kultiviert. Nach der Ernte
wurden die Zellen mit W\Zicht bestrahl{U\tcrosslink, um die RNA ranskripte kovalent an CcaF1 zu
binden. Nach dem Zellaufschluss wurde mit dem Lysat ein DXarskau durchgefuhrt, um stérende
DNA zu entfernen. Da mit der iCiMlethode das RNBindungsmotiv des Proteins CcaF1 identifiziert
werden sollte, wurde zusatzlich ein partieller RN&s¥dau durchgefihrt. Durch diesen Schritt
wurden nicht nur ungebundene RNI&anskripte abgebaut, sondern auch die kovalent an das Protein
gebundenen RNMolekile verkirzt, sodass im weiteren Verlauf dieBgperiments im Wesentlichen

der von dem Protein geschitzte Bereich des Bindungsmotivs sequenziert wurde. Anschliel3end wurde
der ProteinRRNAKomplex mittels ColP mit einemanti-FLAG M2 Antikorpevon den restlichen
Zellbestandteilen getrennt. Um die Effizieder einzelnen Schritte zu testen, wurden-&igsslink
partieller RNasé&/erdau (hohe und niedrige RNase Konzentration) und ColP methodisch variiert. Die
gebundene RNA in dem isolierten Prot&NAKomplex wurde im n&chsten Schritt radioaktiv markiert
und der ProteinRNAKomplex in einem SB&el separiert sowie nach dem Gellauf fir einen Western
Blot auf eine NylosMembran Ubertragen. Die Effektivitat der einzelnen Schritte konnte anschlieRend
mittels phospheimaging (Abbildung52 A) und RontgenfilrExpaition (Abbildung52 B) Uberprift
werden.

Abbildung 52 A und B zeigen in den Spurenein deutliches radioaktives Signal, das auf eine
Prazipitation des CcafRNA Komplexes hindeutet. Demnach wurden durch dencrd$slink
erfolgreich RNAranskripte an CcaF1 kovalent gebunden, die Uber den 3xfalgAtdn CcaFl
préazipitiert werden konntenDie niedrige RNag€onzentration in dem partiellen RNaSerdau sorgte
aul3erdem dafir, dass die an CcaFl gebunden-Rhdskripte nicht vollstandig zu Monoder
Oligonukleotiden abgebaut wurden. Die anderen Spuren, bei denen es sich um verschiedene
Kontrdlen handelte, zeigten wie erwartet kein vergleichbar starkes Signal. Die roten Markierungen in
der Abbildung 52 A und B deuten an, welche Bereiche der Membran ausgeschnitten und fur die
anschlieRende RN8equenzierung weiter aufgearbeitet wurden.
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Abbildung52: Nachweiglerisolierten CcaFRNAKomplexedesiCLIPExperimentsFir den Nachweis isoliente
CcaFIRNAKomplexe wurde nach demU\V-crosslinkhohe und niedrige RNag€onzentrationergetestet und

die Prozedur unter Verwendung va@caF1l miund ohne 3xFLA@&g durchgefuhrt. Nach der Isolierung des
CcaFIRNAKomplexes mittels @B(spezifische AriFLAG Antikdrper; Sigma Aldrich) wurde die gebundene RNA

p ¥8rminal mit ! -32P-ATP markiert, Uber ein SD&el (12 % NuPAGEBIsTris) aufgetrennt undfir den
anschlieBendeWestern Blot auf eine Nitrocelluloddembran tbertragen. Die Detektion des isolierten CeaF1
RNAKomplexes fand entweder tibphosphaimaging(A) oder Gber Ritgenfilm-Exposition(B) statt. Die roten
Kastchen zeigen, welche Bereiche aus der Membran ausgeschnitten wurden und fiir die anschlieRende
Sequenzierung weiter aufgearbeitet wurdebie Abbildung zeigt reprasentativ das erste der biologischen
TriplikatExgerimente ( eigentliche Probe mi€caF1FLAG Kontrollprobe mitCcaFIbhne FLAGag).

Nach dem Ausschneiden der markierten Bereiche aus der Membran wurde die RNA von der Membran
abgeldst und mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Uber dikifikéA die an das

5" und 3" Ende der RNA bzw. im weiteren Verlauf der MethodeeaoDRINA ligiert wurden, konnte
anschliel3end die cDNA Uber mehrere Schritte mittels PCR amplifiziert werden (Abbildung 53).

Abbildung53: Amplifikation der cDNADie von de
Membran abgeléste RNA wurde in c¢DMN
umgeschrieben und mittels PCR uber spezifisc
und 3" Linker amplifiziert. Die Proben,
und , , spiegeln die préazipitierten Prob
der biologische Triplikatgsiehe Abbildung 52)
wider. Die Proben wurden auf ein 10%i
Polyacrylamidjel aufgetragen und n
Ethidiumbromid gefarbt

Esist deutlich zu sehen, dass es neben den Ifiputben nur in den Proben , und zu einer
Amplifikation von cDNA kam. Bei diesen Proben wurden-RidAskripte kovalent Gber deb\-
crosslinkan das Protein CcaF1 mit 3xFHAGgekoppelt. Durch eine Inkubation mit einer niedrigen
RNaseKonzentration konnte Uber das Protein CcaFl mit 3xRRAQRNA isoliert werden, die
anschlieBend durch die reverse Transkriptase in cDNA umgesehrigidl mittels PCR amplifiziert
wurde. In den Proben und  sind hingegen keine P@Rodukte nachweisbar. Bei diesen
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negativen Kontrollen wurde die ColP mit dem Protein CcaF1 ohne 3x&fid@chgeflhrt. Dadurch
konnte kein Protein und somit auch keiRNA prazipitiert werden, weshalb es in dem spateren Schritt
auch zu keiner Amplifikation der cONA kommen konblie. Proben Input 1, 2, 3 sowie, und

wurden auf gleiche RNKonzentrationen eingestellt und fir die Sequenzierung verwendet (Core Unit
SysMed, Universitat Wirzburg). Die Negatkentrollen und wurden verworfen. Die
Auswertung der iCLiPaten wurde in Kooperation mit Patrick Barth (Institut fur Bioinformatik und
Systembiologie, Universitat Giel3en) durchgefthrt.

Der iCLIP ergab jedh nur fiir eine Probe ein brauchbares Ergebnis in der Sequenzierung, wahrend die
anderen beiden Proben des biologischen Triplikats nicht auswertbar waren. Die Grunde daftir kbnnen
unterschiedlicher Natur sein. Der Schritt des-&#¥sslinksst entscheidendir den weiteren Verlauf

des iCLHEXxperiments. Durch eine falsche Préaparation der Zellen kdnnte die Effizienz-dessblinks
reduziert worden sein, sodass wahrend der ColP weniger RNA prazipitiert wurde. Auch bei der 5 oder
3" LinketLigation bzw. despateren cDN&ASynthese und PCGARmplifikation der prazipitierten RNA
koénnte die Effizienz der einzelnen Reaktionen unterschiedlich gewesen sein, obwohl das-Geaylse
der cDNAAmMplifikation (Abbildung 53) &hnliche Bandenmuster fir allen drei biologis€hiplikaten

zeigte.
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Abbildung54: Identifizierungeiner CcsRaBindungsegionfur das Protein CcaF1A) In der Abbildung sind die
Vergleicheder Ergebnisse der RN®equenzierungus der C°und dem iCLIP atead coverage plotaus dem
Integrated Genome Browséiir dasccaF1l CcsR# Gertluster dargestellt. Der rot markierte Bereich zeigt die
Bindungsequenz von CcsRdig Uber den iCLIP identifiziert wurdeB)(Sequenzaind Strukturder SRNA CcsR2.
Diein dem iCLHEXperiment(A) identifizierte CcaFiBindungsegion istdurch dieschwarze Linentlang der
Struktur von CcsRfekennzeichnet

Die Sequenzierung der auswertbaren i@i&be des biologischen Triplikats offenbarte ein 5ange
Bindungsregion des Proteins CcaF1 in der SRNA CcsR2 (Abbildung 54 A). Diese Sequenz deckt den

SNBEAOK oW RSNJ SNARGSY 1 IFNYylFIRStaoOKt SATS oAa 1 dzy
ColP eine viel starkere Anreicherung der sSRNA CcsR1 béstbacirde, so war im iCLIP nur eine
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Bindungsregion des Proteins CcaFl an CcsR2 identifizierbar. Dies kénnte unter anderem an einer
einseitigen Zuordnung deeadszum Locus der sSRNA CcsR2 liegen, da alle CcsR RNg@haeroides

eine sehr hohe Homologie aufweisen. Da die sSRNAs dcsRliren Sequenzen und Strukturen stark
konserviert sind, kdnnten sich die im iCLIP identifiziersadsder Bindungsregion méglicherweise

auch auf alle vier CcsR RNAs verteilen.

Neben der Bindugsregion von CcsR2 wurde in der icAnRlyse auch eine CcaBindungssequenz

in der SRP RNA detektiert (Abbildung 55 A). Die SRP RNA war bereits in der zuvor durchgefiihrten ColP
(Abbildung 41) als mdglicher Bindungspartner des Proteins CcaF1 identifimden und kam daher

als CcaFBindungspartner in Frage. Die 69 nt lange, im iCLIP identifizierte Sequenz erstreckt sich in
der vorhergesagten Struktur der SRP RNA ahnlich wie bei der sRNA CcsR2 Uber mehrere
Haarnadelschleifen (Abbildung 55 B).
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Abbildung55: Identifizierungeiner CcaFiBindungsegionin der signatrecognition particle(SRP) RNAA) In

der Abbildung sind di&rgebnisse der RN®equenzierungn der ColPund iCLIRAnalysenfur die SRARNA als
read coverage plotaus demintegrated Genome Browseergleichenddargestellt. Der rot markierte Bereich
kennzeichnetdie mittels iCLIP identifiziegt Bindungsequenz der SRP RNB) Sequenz und Struktur d&SRP
RNADie in dem iCL{Experiment A) identifizierte CcaFBindungsregion ist durch die schwarze Line entlang der
Strukturder SRP RNgekennzeichnet

Weitere Bindungssequenzen des Proteins CcaFl wurden auch in verschiedenen tRNAs aus
R.sphaeroidesdentifiziert (Abbildung 56). Eine tRNdi¢ in der ColP als méglicher Bindungspartner
detektiert wurde, ist die tRNA fur die Aminosdure Histidin (tFRNg). Die Sequenzierung der iGLIP

Probe ergab fur das Protein CcaF1l eine 35 nt lange Sequenz in deHiRKMbbildung 56 A), die

ahnlich wie beder sRNA CcsR2 in der Struktur zweier Haarnadelschleifen liegt und sich bis zum 3" Ende
der Sequenz erstreckt (Abbildung 56 B). Es ist jedoch fragwiirdig, ob es sich bei der Bindung von CcaF1
an verschiedene tRNAs R sphaeroidesm eine spezifische Biong handelt. Die 6S RNA, die in
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direkter Nachbarschaft zu dieser tRNA auf dem Chromosom kodiert ist und die in der CcaF1l ColP
deutlich angreichert wurde, ist in der Sequenzbibliothek des iExferiments nicht reprasentiert.
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3
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CcaFIFLAS i | ey
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1 G CUcg p g G
Input— 1 GUUAGAGCA gsés:c s
1 1
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iCLIP 108 — <
[ AC G
CcaF1FLAG + W - G CU
1 : : T UA U
1 2,495,600 U A
1 1
- ~. U

5 - XGGE@GTCCCCCGTTCGAGCCGGGGAGTAREETAC

Abbildung56: Identifizierungeiner CcaFiBindungsegionin der tRNA fir Histidin(A) In der Abbildung sind die
Ergebnisse der RN®equenzierungen der Celénhd iCLIFAnalysen fir digRNAHis und die 6S RNais read
coverageplots aus demintegrated Genome Browserergleichend dargestellt. Der rot markierte Bereich
kennzeichnetie mittels iCLIP identifizierte Bindungssequenz der tRIMAB) Sequenz und Struktur déRNA
His.Die in dem iCLIExperiment 4) identifizierte CcaFBindungsregion ist durch die schwarLine entlang der
Struktur der tRNAdis gekennzeichnet.

Fur andere RNAranskripte, die in der ColP als mdgliche Bindungspartner fir das Protein CcaF1 erfasst
wurden, forderte die iCLIRnalyse keine Bindungssequenzen zutage. Dies ist in der Abb#dung
beispielhaft fur die regulatorischen RNAs UpsM, PcrZ und RNase P RNA sowie fir das kodierende RNA
Transkript depucBAOperons gezeigt. Weshalb fir diese RNAnskripte keine Bindungsregion in der
iCLIPAnalyse identifiziert wurde, wahrend in den Seqgaeibliotheken der ColP eine hohe Anzahl an
readsvorhanden war, kann anhand dieses Experiments nicht geklart werden. Um eine valide Aussage
Uber CcaFRBindungsregionen in den verschiedenen RNanskripten treffen zu kénnen, muss der

iCLIP wiederholt weeh, mit dem Ziel, fir alle ReplikBroben ein verlassliches und vergleichbares
Ergebnis in der Sequenzierung zu erzielen.
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Abbildung57: Beispiele vorRNATranskripten, die in der Sequenbibliothek deScaF1CLIPs nicht représentiert
waren. In der Abbildung sind die Ergebnisse der F8¢f4uenzierungen der CelBnd iCLIFAnalysenfiir die
sRNA UpsM @), PcrZB), die RNase P RN@ éowiefiir daspucBAOperon (D) alsread coverage plotaus dem
Integrated Genome Browseergleichend dargestellt
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3.2.7 DUF1127 Protein RSP_0557

Neben dem GercaF1(RSP_6037besitztR. sphaeroidedrei weitere Gene in seinem Genom, die
Proteine mit einer sogenannten DUF1127 Domane kodieren. Dazu gehért unter anderem das Gen
RSP_055Das Gen bzw. das Protein RSP_0557 wurde erstmals im Zusammenhang mit der SRNA Pos19
(photooxidative stress inducesBRNA 19) charakterisiegMiller et al, 2016) MicroarrayDaten haben

gezeigt, dass die mRNA v&BP_055hegativ durch die SRNA Pos19 reguliert wird und es eine
vorhergesagte Bindungsregion zwisalder mRNA voRSP_055dnd der SRNA Pos19 giiiller et

al.,, 2016) Pos19 ist eine sRNA, die unter photooxidativem Stress exprimiert wird und zum RpoE
Regulon irR. sphaeroidegehort. Welche geaue Funktion eine moégliche Interaktion zwischen der
Pos19 RNA und der mRNA \R&P_055Zugrundeliegt, ist bis jetzt jedoch nicht geklart.

A Northern Blot B Western Blot
5
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Abbildung 58: Expression von RSP_0557 unter verschiedesresskedingungen.(A) Northern BlotAnalyse
zur Expression der mRNFSP_055unter verschiedenen StrelsdingungenR. sphaeroide®Vildtyp wurde fur
60 min unter mikroaeroben Bedingungen uimdAnwesenheiwerschiedene Stres$aktoren 50 mM NacCl, 10
UM CdGJ, 1 mM HO, 300 M tBOOHO,-Stressoder 42 °Q inkubiert. Jeweils10 pg GesamRNA wurden auf
einem 10 %igerdenaturierenden TBPolyacrylamieHarnstoffyel aufgetrennt. Die mRNA vé&SP_055Wurde
mittels spezifischer, radioaktiv markierte©ligonukleotidSonden nachgewiesen. 5S rRNA dient als
Ladekontrolle(B) Western BlotAnalyse zmm Nachweisvon RSP_0557 uett verschiedenen Stressdingungen.
EinR.sphaeroidesstamm bei dem das chromosom@aRSP_055Genmit einem 3xFLA@g fusioniertwurde,
wurde fiir 60 min unter mikroaeroben Bedingungand in Anwesenheit der gleichen Stressfaktoren wiedn (
inkubiert. Fr die Praparation der Zelllysateirden gleicheODsso Mengen an Zellkultur verwendet; die Lysate
wurden fir den Western Blauf ein 12 %iges SB®lyacrylamidel aufgetragerund nachder Elektrophorese
auf eine PVDMembran transferiert De Detektion desRSP_055Proteirs erfolgte mittels spezifische
Peroxidasegekoppelte Anti-FLAG M2 AntikérpeEinePoncead~arbung (unteres Bild) diemals Ladekontrolle.

Aus vorherigen Untersuchungen zum Protein RSP_0557 war bekannt, d&&srd@SP_055@inen
RpoHI/fabhangigen Promotor besitzt und somit unter verschiedenen Stressbedingungen exprimiert
wird. Um die Expression und die damit verbundene Funktion des D@Ptagins RSP_0557 genauer

zu charakterisieren, wurde eine Northern Bhaalyse durchgefihrt. Dafur wurde. sphaeroides
Wildtyp unter mikroaeroben Bedingungen kultiviert und fir 60 min verschiedenen Stressfaktoren
ausgesetzt. Die GesarRINA wurde ansciglend mit heilRem Phenol isoliert und jeweils 10 pug wurden
auf einem 10 %igen denaturierenden TB&yacrylamidgel aufgetrennt. Die mMRNA \R8P_0557
wurde mittels spezifischer, radioaktiv markierter Oligonukle@mhden nachgewiesen
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(Abbildungb8A). Die Northern BlotAnalyse zeigte, dasRSP_055die starkste Expressiorfo(d
changevon 14,5) unter Hitzestress (42 °C) aufweist (Abbildung 58 A). Dieses Ergebnis wird auch durch
vergleichende RNZegDaten bestétigt, die fur denR.sphaeroidesWildtyp unter normalen
Bedingungen (mikroaerob und 32 °C) und unter Hitzestress (mikroaerob und 42 °C) generiert wurden
(Daten nicht gezeiyt Andere Stressfaktoren, die Salnd oxidativen Stress in den Zellen auslésen,
fuhrten dagegen zu keinen groReren VeranderunigeiRNASpiegel vorRSP_055fAbbildung 58 A).

Neben den mRNAvurden auch die Protei$piegel von RSP_0557 mittels Western Blot untersucht.
Dafiir wurde eirR. sphaeroideStamm bei dem das GeRSP_055hromosomal mit einem 3xFLAG

tag fusioniertist, unter den gleichen Bedingungen (mikroaerob) und Stressfaktoren wie in Abbildung
58 A kultiviert. Das Gesargelllysat wurde auf einem 12 %igen SEaB/acrylamidgel aufgetrennt und

die Proteine auf eine PVEMembran Ubertragen. Das Protein RSP_055@-Arde anschlieRend
mittels spezifischer Antikérper nachgewiesen (Abbildung 58 B). Die WesterArigllyse zeigte, dass
RSP_0557FLAG ebenfalls die hochste Expressionsstarke unter Hitzestress mibldiindangevon

5,7 gegeniiber Normalbedingungen aufate/Abbildung 58 B). Allerdings waren auch bei oxidativem
Stress, im Gegensatz zu den mR¥WiEngen, erhéhte Spiegel des RSP_0557FLAG Proteins nachweisbar.
Die Griinde fur solche Unterschiede kdnnen vielfaltig sein. Die Transkription von RNAs ist ein relativ
schneller Prozess in der Zelle, wahrend die Translation von Proteinen wesentlich langsamer verlauft.
RNATranskripte besitzen aul3erdem gegeniiber Proteinen auch eine deutlich geringere Stabilitat bzw.
Halbwertszeit. Wahrend die Halbwertszeit von RNAnskipten bei nur wenigen Minuten liegt,
besitzen Proteine eine Halbwertszeit von mehreren Stunden. Dies bedeutet, dass digdriskipte

von RSP_055unter oxidativen Stress nach 60 min abgebaut sein kdnnten, sodass sie nicht mehr in
der Northern BlotAnalse nachweisbar sind. Das translatierte Protein RSP_0557FLAG kann hingegen
deutlich stabiler sein, sodass es auch nach 60 min unter oxidativen Stress noch in erhéhten Mengen
im Western BlotAnalyse nachweisbar ist.

In der Northern Blo#Analyse ist auffali (Abbildung 58 A), dass zwei RNAnskripte vorRSP_0557
nachweisbar sind. Wie die RMNs&quenzierung und die Kartierung von 5° EnderRisphaeroides
Wildtyp sowie in einenR.sphaeroidesStamm mit thermosensitiver RNase E Substitutionef ()

ergab, liegt in dem kodierenden Bereich vieBP_055@ine RNase E Schnittstelle (Abbildung 59 A,
roter Pfeil). Eine Berechnung der Grol3en der beiden Banden mitteldVRIN&r in einer weiteren
Northern Bbt-Analyse ergaben, dass die obere Bande das gesamte RSP_0557 Transkript mit ungeféahr
345 nt und die untere Bande ein mdgliches Prozessierungsprodukt mit ungefahr 275 nt reprasentiert
(MasterThesis Anna Latz; Abbildung 59 B). Die thermosensitive RNasbsEu8onsmutante
(reF<®) zeigte unter Hitzestress ein dementsprechend verandertertes Bandenmuster in der Northern
Blot-Analyse (Abbildung 59 B). Somit scheint die RNase E das-imBhAript vorRSP_055unter
bestimmten Bedingungen zu prozessier&ie Daten der RN8equenzierung zeigten aul3erdem, dass
das GerRSP_055Zwei StartCodons besitzt, die zusammen in einem Leseraster liegen (Abbildung 59
A). Das zweite Stafodon liegt dabei 20 nt hinter der RNase E Schnittstelle. Mdglicherweise kdnnte
eine Prozessierung des mRNranskripts durch die RNase E bewirken, dass zwei unterschiedlich gro3e
Translationsprodukte in der Zelle entstehen. In der Western-Bialyse von RSP_0557FLAG zeigte
sich eine solche Doppelbande, die auf zwei unterschiediicfie Proteine hindeuten koénnte
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(Abbildung 58 B). Jedoch spricht eine fehlende SbialgarneSequenz vor dem zweiten Statbdon
gegen diese Theorie. Somit bleibt weiterhin offen, welche Funktion die ProzessieruRgBe557
Transkripts besitzt und wodch sich die Proteine der Doppelbande im Western Blot voneinander
unterscheiden.
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Schnittstelle
B Abbildung 59: Einfluss der RNase E auf die Prozessierung
RSP_055MRNA. (A) In der Abbildung sind die Vergleiche !
Q < Ergebnisse der RN®equenzierung alead coverage plotand die
\@3” R\4 angereicherten 5" Enden aus déntegrated Genome Browsgon
R. sphaeroides Wildtyp und R. sphaeroides mit einet
B |« -345Nuklectide  thermosensitiven RNase E Substitutionef-<) unter normaler
- <4— ~325 Nukleotide ~ Bedingungen (mikroaerob und 32 °C) und nachmi2® Hitzestress
. 3 . i H 1 [
RSP_055] == = | 300 Nukleotide (Mikroaerob und 42 °C) dargestellt. Die SequenR&R_055Gen:

u [¢— ~275 Nukleotide

zeigt zwei StarCodons, die imselben Leserasterliegen (rot
markiert). Die Abbildundpasiert aufder MasterThesis von Ant
Latz. B) Northern BlotAnalysevon R. sphaeroidegVildtyp undR
sphaeroidesmit einer thermosensitiven RNase E Substitu
(reF°t) unter Hitzetress (42 °C)Jeweils10 pg GesamRNApro
Spur wurden auf einem 10%igen denaturierenden 1
PolyacrylamieHarnstoffjel aufgetrennt. Die mRNA vdRSP_05¢
wurde mit einer spezifischen, radioaktiv markierten Oligonukle
Sonde detektiert5S rRNA dient als Ladekontrolle.
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DasProtein RSP_0557 besitzt wie das Protein CcaF1l eine DURIR&I of unkown funktion

Doméne im @erminalen Bereich des Proteins, die eine mdgliche BkWedomane ist. Im Abschnitt

3.2.3 konnte fur das Protein CcaFl eine Interaktion mit verschiedermdiekenden und nicht
kodierenden RNATranskripten mittels ColP gezeigt werden. Um eine-BiNdende Funktion fur die
DUF1127 Doméane des Proteins RSP_0557 ebenfalls zu bestéatigen, wurde erneut eine ColP mit
anschlieRender RN8equenzierungRipseq durchgeiihrt, fir die RSP_0557 mit einem 3xFHAG
(RSP_0557FLAG) amTérminus fusioniert wurde. Die Sequenzierung der ColP zeigte, dass
RSP_0557FLAG wie CcaFl1FLAG die regulatorischen RNAs CcsR1, UpsM und tmRNA mit &hnlicher
Effizienz bindet, jedoch nicht dieyGintRNA (tRNAGly) und die SRP RNA, die als Interaktionspartner

von CcaF1 identifiziert wurden. Das Protein RSP_0557FLAG zeigte aul3erdem eine Interaktion mit den
kodierenden mRNATanskripterrpoH|, rpoEchrR undzunAgalM (Abbildung 60), aber nicht trden

catA pufBA und pucBA mRNAs.rpoHI und rpoE kodieren alternative ™ -Faktoren, die in der
Stressantwort vorR. sphaeroidewichtig sind, undnuAein Protein, das an der Formation eines ABC

Zink Transporters beteiligt ist. Die ColP von CcaF1 (Abbildung 41 und 42) und RSP_0557 (Abbildung 60)
zeigen, dass beide Proteine teilweise die gleichen aber auch unterschiedlicher&$Rripte binden.

Es konte sich somit um eine Sequenand Strukturspezifische Bindung handeln. Um jedoch die

Funktion des DUF1127 Proteins RSP_055R.Bphaeroideszu identifizieren, missen weitere
Untersuchungen durchgefiihrt werden.
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Abbildung 60: Identifizierung RSP_055bindender RNATranskripte mittels Ct# und RNASequenzierung
(RipSeq. Mittels RNASeqg(RipSeq identifizierte RNAs, die durdRSP_0557 mit 3xFLA&Y (RSP_0557FLAG) und
ohne 3xFLAGag (RSP_0557) als Kontrotle-immunoprazipitiert wurden Gezeigt sind diezsad coverage plots
aus demintegrated Genome Browséiir ausgewahlte nicht kodierende RNAanskripte (obere Reiha)nd
mRNATranskripte (mittlere Reihe). Die untere Reihe zeigt Hi#skripte, die in der @®mit CcaF1FLAG, aber
nichtin der mit RSP_0557FLAGgereictert wurden (modifiziert nachGritzneret al.,, 2021b)
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4 Diskussion

Die Forschungsergebnisse der letzten zwei Jahrzehnte haben gezeigt, dass die posttranskriptionelle
Regulation der Genexpression in Bakterien ein komplexes Netzwerk aus regulatorischen RNAs, RNA
Bindeproteinen und Ribonukleasen ist, die eine schnelle Adiapder Zelle an sich ver&ndernde
Umweltbedingungen ermdglicht. Wie die einzelnen Facetten der posttranskriptionellen Regulation
zusammenhangen und kontrolliert werden, ist fur viele Bakteriengattungen zum Teil noch nicht
vollstandig oder gar nicht aufgekialn dieser Arbeit wurden neue Aspekte der sRMAmittelten
Stressantwort sowie die Funktion eines kleinen Proteins in der posttranskriptionellen Genregulation
im Hinblick auf die RN&tabilitat und-Prozessierung in dem ModellorganismBs sphaeroides
untersucht. Die Ergebnisse dieser Arbeit vertiefen den Kenntnisstand zur Komplexitét der bakteriellen
Genregulation und den damit verbundenen Anpassungsmadglichkeiten.

4.1 Die kleinen regulatorischen RNA&sRund UpsM

4.1.1 Charakterisierung der sRNA StsR

Die sRN/StsR gmall RNA targets small RNifiher RSs0827) wurde zum ersten Mal im Kontext von
TranskriptomAnalysen (RN#eq in R.sphaeroidesidentifiziert und auf dem Chromosom 1 im
intercistronischen Bereich der GeRSP_223%RNA/RNA Methyltransferase) umiSP_2240CoA
Bindeprotein) mit einer Lange von 72 Nukleotiden annot{Peuseret al, 2012; Remeget al., 2017)
Bioinformatische Untersuchungen des Genlokus der sSRNA zeigten, dass dieser in der Familie der
Rhodobacteraceaestark konserviert ist Abbildung Anhang )1 Der Genlokus weist dabei in
R.sphaeroides R. capsulatusund Jannaschia sp.strain CCSleine RpoHI/lIl abhéngige
Promotorsequenz am 5° Ende auf und kodiert einen-&tbhéngigen Terminator am 3~ Ende.
Experimentell konnte ifR. sphaeroidegie Expression der SRNA StsR unter Sing8katierstoff (O,)
und Hitzetresso n v ¢/ 0 | dzF -Rakt@enlRpoHIA KuylitkgekirtSwirden (Abbildung 14).
RpoHI und RpoHIl sind iR. sphaeroides: f (i S NJ/-Failitdréh S die *an unterschiedlichen
Stressantworten in der Zelle beteiligt sifusset al., 2009; Nusst al.,, 2010; Glaesest al., 2011) Es
ist bekannt, dass durchO, RS NJ I £ ( Fakiorr RpaEVBn seinem AntFaktor ChrR durch
proteolytischen Abbau des letzteren freigesetzt wiMusset al., 2013) Zu dem Regulon, welches
durchRpoB E LINA YA SNI 6 A NRSXZ 3 SKI NI-Faitnyt RN RpgHR SkhiieryalsR S NJ |
alternativer " -Faktor ein eigenes Regulon, das zu einer vielseitigen Stressantwort(itgset al.,
2009) Zu dem RpoHRegulon gehoren verschiedene sRNAsYSSorX und CcsRiund Gene, die
unterschiedliche Schutzsysteme gegen oxidativen Stress -d@8igige SchutzsystemeéQO,-
Quencher, Methioninsulfoxidund ThioredoxirReduktasen) kodieren. Dadurch wird der Energied
Aminosaurestoffwechsel reduziarhd die Zelle vor Schaden geschiifatinanet al., 2015; Billenkamp
et al, 2015; Pengt al, 20160 5 S NJ I f-RalGoRpoHiwird\@rstarkt bei Hitzand Singulett
Sauerstoffstress exprimiert, wobei die Expression ulPeunabhangig von RpoE geschieht (Abbildung
9; Green & Donohue, 2006)eben Hitze und0.konnte die Expression der sSRNA StsR auch durch das
Salz ZnSfnd das Schwermetall Cd@lduziert werden (Abbildung 16). Hinzu kommt eine verstéarkte
Indukiion der sRNA StsR unter aeroben Wachstumsbedingungen (Abbildung 16). Sobald Sauerstoff in
der Umgebung voiR. sphaeroidegorliegt, stellt das Bakterium seinen Stoffwechsel auf eine aerobe
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Atmung um, wodurch grof3e Mengen an Energie generiert werden. Bdusteht bei einer aeroben
Atmung die Gefahr der Entstehung von R@i8,schadlich fur alle zellularen Molekile sein kénnen.
ROS entstehen im aeroben Stoffwechsel durch eine fehlerhafte Ubertragung von Elektronen und
Protonen auf Sauerstoff in der Atmurkgste. Um sich vor einer zu hohen Konzentration an ROS zu
schitzen, exprimiertR.sphaeroidesGene fur verschiedene Schutzmechanismen, zu denen unter
anderem auch verschiedene sRNAs gehd@raimanet al., 2015; Billenkampt al., 2016, Pengt al.,
2016).Erhohte TranskripBpiegel der sRNA StsR wurden dementsprechend auch in Gegenwart ROS
H.O, und Superoxid festgestellt (Abbildung 16). Das Expressionsmuster von StsR unter den getesteten
Stressbedingungen ist sehr dhnlich zu dem der sRNAs -€c&®tY undorX, die ebenfalls einen
RpoHI/HHabhangigen Promotor besitzg/dnanet al, 2015; Billenkamget al., 2015; Penget al,

2016) RN/AegDaten und Northern BleAnalysen bestéatigten zudemAljbildung Anhang 2ind
Abbildung 16 & 26), dass die SRNA StsR am stérksten in der stationaren Phase exprimiert wird, was in
Abschnitt 4.1.3 diskutiert wir(Remeset al,, 2017; Mclintoslet al,, 2019)

4.1.2 DieProzessierung von UpsM wird tber StsR reguliert

Die sRNA StsR besitzt neben einem eigenstandigen Promotor amdg” ufxd einem Rho
unabhangigen Terminator am 3~ Ende weitere Eigenschaften einer prototypis@rerkodierten
sRNATranskodierte sRNAs sind in der Regel&® Nukleotide lang und werden in intercistronsichen
Bereichen, das heil3t zwischen zwei Prod@dierenden Genen, kodiert. Ein Grof3teil deans
kodierten sSRNAs regulieren die Translation ihrer-@BNA(s), indem Uber eine Interaktion der SRNA
mit der mRNA die Translation inhibiert wird oder die Degradation der mRNA initiier(@attesman,
2005; Aiba, 2007PDatrans-kodierte SRNAs in den meisten Féllen eine begrenzte Komplementaritat zu
ihrer ZielRNA aufweisen, gestaltet sich die Identifikation eines Interaktionspartners oft schwierig
(Masseéet al, 2003; Storet al, 2011; Voge& Luisi, 2011)

Auch die Bestimmung der ZieNA und der damit verbundenen Funktion erwies sich bei der SRNA StsR
aufgrund ihredgranskodierten Charakters als sclerig. Dennoch konnte durcin vivoStudien eine
kausale Abhangigkeit zwischen der Expression von StsR und der Prozessierung der sRiNAeUpsM
verschiedenen Stressind Wachstumsbedingungen festgestellt werden (Abbildung 16). Dabei wird
UpsM aus einer 206 nt langen VorlaifRNA zu einem 130 nt langen 3" Fragment prozessiert, welches
stabil in der Zelle vorliegt (Abbildung 16). Auch Uben dzeitlichen Verlauf unter Singulett
Sauerstoffstress'Q,) wurde eine Akkumulation von StsR sowie des Upsbtessierungsfragments
mittels Northern Blot nachgewiesen, sodass ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der StsR
Expression und der UpsRrozessiring hergestellt werden konnte (Abbildung 18). Die Deletion der
SRNA StsRGtsR) bestétigt den beobachteten Effekt, da ohne StsR keine Prozessierung der sRNA
UpsM induziert wird (Abbildung 18). EimesilicoHybridisierungsanalyse mittels IntaR{Aannet al,,

2017) sagt die Interakbn der beiden sRNAs vorher (Abbildung 15). Um die -&ibBngige
Prozessierung der sRNA UpsM weitergehemdvivo zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit
verschiedene Plasmidasierte Uberexpressionsvarianten von StsR kloniert. Diese verdeutlichen
eindrucksvoll, dass die Prozessierung der sRNA UpsM von StsR abhangt. Eine Uberexpression der
vorhergesagten, 28 nt langen StBRdungsregion fir UpsM (pBBRStsR_BR) genigt, um eine
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Prozessierung von UpsM hervorzurufen (Abbildung 19). Eine Mutation von vierohldgttein der
Bindungsregion (pBBRStsR_mut) ist hingegen ausreichend, um die Akkumulation des UpsM 3’
Fragments und somit die Prozessierung deutlich zu reduzieren (Abbildung 19). Eine direkte Interaktion
zwischen beiden sRNAs konnte mittels EMSAs zusatzligitro gezeigt werden, wobei der durch
IntaRNA vorhergesagte Interaktionsbere{thannet al,, 2017)an das 5" Ende der sRNA UpsM durch
verschieden langeén vitro Transkripte bestétigt wurde (Abbildung 23). Die EMSAs demonstrieren
aulBerdem, dass eine Mutation in der vorhergesagt®imdungsregion zu einer schwacheren
Interaktion beider RNAs flhrt. Dieses Ergebnis unterstitzt die Beobachtung der verringerten
Prozessierung von UpsM durch die Uberexpression einer mutierten Sequenz vaonvBteforthern

Blot), die auf eine instabite Interaktion der beiden RNAs zurlickzufiihren ist (Abbildung 19).

Wie schon in Abschnitt 1.2.4.2 beschrieben, beschrankt sich der Interaktionsbereich zwischen einer
trans-kodierten sSRNA und ihrer ZiBNA in der Regel auf eine nicht durchgehende Kompleanigstt,

die maximal 20 Bp, inklusive NieiatsonB’ CrickBp, umfasst. Deshalb sinichns-wirkende sRNAs

oft auf die RNAindeproteine (RNAhaperone) Hfg oder ProQ angewiesen, die die Stabilitat und die
Basenpaarung zwischen beiden RM@élekilen vermitteh (Franze de Fernandez al,, 1968; Smirnov

et al, 2016; Olejnicza& Storz, 2017)Fur UpsM konnte bereits in Bergheffal. 2011 gezeigt werden,

dass diese sRNA Héfphangig is{Berghoffet al,, 2011; Webekt al,, 2016) In dieser Arbeit konnte in

den Abbildungen 20 und 21 bestatigt werden, dass die SRNA StsR ebenfalls von d&haRéian

Hfg abhangig ist und ihre Stabilitdt dariber beeinflusst wird. Die Abhangigkeit von Hfg konnte
zusatzlich durch eine ColP beggatwerden (Abbildung 21). Ob die Interaktion beider sRNAs jedoch
auch durch Hfg vermittelt wird, lasst sich auf der Grundlage dieser Daten nicht abschliel3end sagen.
StsR konnte jedoch Uber ihre Uraglche Sequenz am 3" Ende an die proximale OberfldehdHfg
Proteins binden, wahrend UpsM mit der distalen Oberflache des Proteins interagieren Kbard¢az

et al, 2010; Otakaet al,, 2011; Ishikawat al, 2012) Diese Hypothese miisste aber durch weitere
Untersuchumen validiert werden.

Neben ihrer Hfgvermittelten Interaktion kénnten beide sRNAs auch einen Einfluss auf die vorhandene
Menge bzw. den Pool von Hfq in der Zelle haben. Es ist bekannt, dass eRmotdfg bei SRNA
abhédngigen Regulationsprozessen ein limitierender Faktor sein KRapenfort & Vogel, 2009;
Hussein & Lim, 2011; Moon & Gottesman, 201d)einerE. coliZelle befinden sich ungefahr 10.000
Hfg-Hexamere. Bei oxidativem Stress wird die SRNA OxyS mit ungefahr 4.500 Molekilen pro Zelle
exprimiert(Altuviaet al, 1997) Diese hohe Anzahl an sRNalekilen verknappt dementsprechend

die verfligbare HfdMenge in einer Situation, in der die Zelle eine effektive Stressantwort organisieren
muss(Hussein & Lim, 2011; Moon & Gottesman, 201d)der exponentiellen Phase macht die sSRNA
UpsM 60 %aller Hfggebundenen RNMoleklleaus, was den Pool an freiétig-Molekilen verringert
(Berghoffet al., 2011) Beim Ubergang in die stationare Phase wird die SRNA StsR stark exprimiert
(Remest al,, 2017; Mcintoslet al, 2019). Beide sRNAs konkurrieren in dieser Phase unPititgine,

was zu einer Freisetzung, Degradation und somit verringerten Abundanz von UpsM fithren kdnnte
(Abbildung 26 A). Gleichzeitig wird die sRNA StsR durch Hfg stabilisiert (Abbildung 20 A) und is
funktionell aktiv fur weitere ZienRNAs. Zuséatzlich kénnen durch die direkte sBRISA Interaktion
Hfg-Hexamere freigesetzt werden, die weitere SRNAs fiir die Anpassung an die stationare Phase binden
koénnten.
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Aus denin vivound in vitro Daten lasst stt schliel3en, dass es sich in diesem Fall um eine Interaktion
zweiertrans-kodierten sRNAs iR. sphaeroidebandelt, die Uber das RN@haperon Hfg vermittelt

wird. Aus den Studien von Weber al. 2016 ist bekannt, dass die Prozessierung der sRNA UpsM aus
einem 206 nt langen Transkript in ein 130 nt langes Prozessierungsfragment durch die
Endoribonuklease E (RNase E) an der Position 76 katalysiefiMélibret al,, 2016) Die RNase E ist

ein Enzym, das eine Praferenz fur einzelstrangige;refdde Bereiche in der Nahe einer
Haarnadelschleife besitéiMackie, 2013)Die vorhergesagte Struktur von UpsM durch den Webserver
Mfold (Zuker, 2003)zeigt, dass die Prozessierungsstelle von UpsM im Stammbereich einer
Haarnadelsch SAFS t AS30dd 5ASa&S 1 I NYlIRStaOKMBekiFiE AY
diesem Bereich stabilisiert und vor einer ribonukleolytischen Spaltung bzw. einem Abbau geschiitzt
wird (Abbildung 24 A). Durch egtructure probingexperiment mit deisSRNA UpsM allein und nach
Komplexierung mit der sRNA StsR wurde gezeigt, dass die Interaktion beider sRNAs zu einer
Konformationsanderung in UpsM fihrt (Abbildung 24 B). Der stabile Bereich, in dem die ERNase
Schnittstelle liegt, wird durch die BindungrvB8tsR an das 5" Ende von UpsM aufgeltst. Als Folge wird

die Prozessierungsstelle fur RNase E zugénglich (Abbildung 24 C). Dass die Prozessierung von UpsM

allein auf eine StsRbhéngige Konformationsanderung zurickzufuhren ist, wird zusétzlich durch ein
DegradationsExperimentmit beiden sRNAs und der katalytischen Untereinheit der RNase E bestéatigt
(Abbildung 23 B). Eine entsprechende Prozessierung von UpsM wird hervorgerufen, wenn StsR zuvor
mit UpsM einen Komplex bildet (Abbildung 23 B).

Die beschriebeen Ergebnisse verdeutlichen, dass es sich bei StsR und UpsM um eirsRIRANA
Interaktion handelt, durch die eine RNasé&dfalysierte Prozessierung des Up&imartranskripts
ausgelost wird. Bis jetzt ist eine direkte sRMRNA Interaktion nur fir die REIACyaR und ArcZ
beschrieben worden, die beide die Translation vpoSin E. coliregulieren. ArcZ bewirkt durch eine
Bindung an die 5" UTR d@oSmRNA eine Strukturdnderung, sodageStranslatiert wird. CyaR kann

zum einen an die 5" UTR vipoShinden und deren Degradation fordern oder zum anderen mit der
sRNA ArcZ interagieren. Durch die Interaktion der sRNA CyaR mit ArcZ -alénifqig ist, werden

beide sRNAs durch RNase E geschnitten. Dadurch wird die aktivierende Wirkung von ArcZ auf die
Transation vonrpoSinhibiert. In unseren Northern Ble&nalysen konnte jedoch gezeigt werden, dass

das prozessierte 3" Fragment von UpsM (130 nt) stabil in der Zelle vorliegt, wahrend das 5 Fragment
(76nt) nach der Prozessierung schnell abgebaut \v@beret al, 2016) Somit kann das stabile 3"
Fragment von UpsM (130 nt) als de funktionelle Form von UpsM betrachtet werdéirbtholerae

ist MicX eine sRNA, die RNasauitl Hfgcabhangig aus einem Vorlaufertranskript in ihre funktionell
aktive Form prozessiert wird. Jedoch ist bei MicX nicht bekannt, ob diese Art der Prozessierung tber
eine weitere sSRNA ausgel6st wird oder andere Faktoren beteiligt(Bads & Waldor, 2007Ppurch
bioinformatische und experimentelle Analysen konnte fipsM bestatigt werden, dass das 3’
Prozessierungsfragment (130 nt) die biologisch funktionelle Form von UpsM ist und eine Interaktion
mit den mRNATranskriptenmraY und ftsW aus demdcw Gencluster eingeht (Abbildung 28). Diese
Interaktion fuhrt zu verringgen mRNASpiegeln der GerfegsW und mraY(Abbildung 29). Dabei bindet

UpsM (130 nt) nicht in der 5" Region dieser RN#nskripte, sondern in der kodierenden Sequenz
(Abbildung 28). Eine Interaktion mit dem kodierenden Bereich demZRNA ist auch fur disRNAs

RyhB und SgrS i coli RybB ir§.typhimuriumund PcrX irR. sphaeroidelseschrieben, wodurch die
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Stabilitat der entsprechenden mRNAanskripte beeinflusst wir(Desnoyerst al., 2009; Pfeiffelet

al., 2009; Papenforet al, 2010; Bobrovsky® Vanderpool, 2014; Eisenhardt al, 2018) Der
Mechanismus, der zu verringerten RiSpiegeln vorftsW und mraY fuhrt, konnte in dieser Arbeit
jedoch nicht geklart werden. Die Bindung von UpsM (130 nt) im kodierenden Bereich defts¥éne
und mraYkonnte entweder die Translation inhibieren, indem das Ribosom blockiert wird, oder eine
Prozessierung der dopjstrangigen RNA durch die RNase Il bewill&lvagget al, 2005; Brant&
Mdller, 2019)

4.1.3 Effekt von StsRwf das Wachstum voR. sphaeroides

Neben der direkten SRN#RNA Bindung zwischen StsR und UpsM konnte auch eine Interaktion von
StsR mit der 5" UTR déew mRNA nachgewiesen werden, die ja die UpsM-BBguenz beinhaltet.

Die Bindung von StsRandieUpsM ! | f & . Sa (| y EdvBRNA fuRrSABrsoheinlich¢ w - R S N
zu der gleichen Strukturveranderung wie in der freien UpsM RNA und somit zur Rblais&éngigen
Prozessierung der 5" UTR, was experimentell noch bestétigt werden misste (Abbildungen2#s 27).
durch die RNase-§paltung entstehende monophosphorylierte 5° Ende dtaw mRNA kdnnte dabei
ausschlaggebend fir einen weiteren Abbau dew mRNA durch RNase E und weitere RNasen sein
(Mackie, 1998; Jiangt al,, 2000) Ein zweiter negativer Effekt, der durch die Interaktion von StsR mit
der 5" UTR detcwmRNA verursacht wird, ist das reduzierte Uberlesen der Terminatorstruitanh (
through) zwischen UpsM unehraZaus (Abbildung 26 B), d.h. die v@irkte vorzeitige Termination der
Transkription deslicwGenclusters in Anwesenheit von StsR. Ein &hnlicher Mechanismus, bei dem eine
SRNA eine vorzeitige Termination begunstigt, ist fur die SRNA Ghi¥dlundS. entericdeschrieben.

In diesem Fall éwirkt die Interaktion der sRNA mit der 5° UTR eine vorzeitige-aRhangige
Termination(Bosskt al,, 2012; Kavit&t al,, 2018) In unserem Fall I6st die Bindung von StsR an die 5
UTR keine Rhabh&ngige, sondern eine Rlamabhangige Termination aus. Ein ahnlicher Prozess ist
die Atteruation, bei der ebenfalls die Rhmabhangigen Termination reguliert wird. Die Interaktion
SAYSN) awb! 2RSNJ SAYSNJ adzyo St I RSTfaBsKkripts flimtbdabei YA i R
entweder zu einer vorzeitigen Termination oder readthrough Transkripton (Henkin & Yanofsky,
2002; Merino & Yanofsky, 2005; Naville & Gautheret, 2010; &ilah 2019) Fur sRNAs ist allerdings

am haufigsten eine erhdhteeadthrough Transkription besalieben, die durch eine sRNAteraktion

mit der 5 UTR eines mRNAanskripts ausgeldst wird. Beispiele dafur sind die sRNAS, ArcZind

RprA die an die 5UTRvonrpoShinden und eine vorzeitige Termination durch Rho inhibigtezase

etal., 1998; Majdalanet al., 2002; Madhugiret al,, 2010; Sedlyarovet al., 2016) Bei der Interaktion

der sRNA StsR mit der 5" UTR diew mRNA kommt es dagegen zu einer erhéhten vorzeitiger Rho
unabhangigen Termination der Transkription, was die Besonderheit der regulatorischen Funktion von
StsR illustriert.

Auf Grundlage dieser Daten lasst sich ein Modell entwickeln, dasualgéergewohnlichedPhanotyp
desR.sphaeroidefiStsRStamms beziiglicWachstumsverhalten (Abbildung 11) und Zellmorphologie
(Abbildung 12grklart. In der exponentiellen Phase werden grof3e Mengen der sRNA UpsM generiert,
sodass UpsM einen Grol3teil aller Hfgbundenen RNMolekiile ausmach{Berghoffet al., 2011) In

1 % aller Transkriptionsereignisserdvdie Terminatorstruktur zwischen UpsM unttaZ Uberlesen
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und fuhrt zur Expression delownstreamliegendendcw Gene, die fur eine geregelte Zellteilung und
normales Wachstum voR.sphaeroidesorgen (Abbildung 61).

| exponentielle Wachstumsphasq

" l

®
®

(206 nt)
® ®
- S-S
" S8
‘ Translation
o° .'.

_—3

Zellteilung t
und Wachstums

Abbildung61: Modell zur Regulation der Zellteilung iR. sphaeroide@ der exponentellen Wachstumsphase.

In der exponentiellen Wachstumsphasengden in R. sphaeroidet)psM und dagcw (division and cell wall
Gertluster) Gber den konstitutiven Promotor am 5~ Ende exprimiert. Die SRNA dptteht durchvorzeitige
Terminationin der 5° UTR wvodem GenmraZ (Haarnadelschleife). @ Terminatorwird in etwa 1% der
Transkriptionsereignisséiberlesen (readtrough), um die dcw Gene zu exprimieren Dies flhrt zu einer
regulierten Zellteilung undnormalem Wachstunsverhalten UpsM ist eine der abundantesten sRNASRIn
sphaeroidesind macht 60 % aller Higebunden& RNAMolekille aus Die SRNA StsR wird in der exponentiellen
Phase nicht oder nur mit sehr geringer Abundanz exprimiert (rotesoXifiziert nachGritzneret al,, 2021b)

Unter Stressbedingungen oder beim Ubergang in die stationdre Phase wird die SRNA StsR (iber die
I £ G S NJY/ JFaktbrénSRpoHI/HII stark exprimiert. Die SRNA StsR kann einerseits iiber das RNA
Chaperon Hfg eine Interaktion mit UpsM (206 nt) eingehen, was stinikturelle Veranderung in
UpsM hervorruft und zu einer RNaseaBhéangigen Prozessierung fuhrt (Abbildung 62). Durch die
Prozessierung geht UpsM (206 nt) von einer inaktiven in seine funktionell aktive Form tber (UpsM 130
Yiod 51 a oW t NRI3GH doh SosMAarhaisdhlieBeYdSnit den mRNK#skripten

von ftsW und mraYinteragieren. Die Interaktion fuhrt durch einen bis jetzt noch nicht untersuchten
Mechanismus zu einem verringerten mREpiegel der GendtsW und mraY (Abbildung 29).
Andelerseits kann die SRNA StsR auch eine Interatkion mit der 5 UBw®RNA eingehen. Diese
Bindung bewirkt eine Prozessierung der 5° UTR dmg Genclusters durch die RNase E. Das
entstandene 5" Monophosphat kann Uiber die RNase E wahrgenommen werdamolvaine weitere
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Spaltung desicw Transkripts stattfinden und seinen Abbau verstéarken konnte. AuRerdem konnte
gezeigt werden, dass die Bindung von StsR an die 5° UGBaeRNA das Uberlesen des Terminators
zwischen UpsM unthraZnegativ beeinflusst (Alildung 62).

tress & statiodre Wachstumsphasg

RpoHI / RpoHII
P P O
—%‘9— [ UpsM > mraZ
l dcwGencluster

’®_~ ’@‘ /®/ qu®
o Nl

RNase E
T AYY ,@ﬁcc vy
--" - (130 nt) L e W, U N, 3

{ Degradation 27?2

\_—-__-\,'\/'\/\»

Regulation der ZeIIteiIuni
_fIStSR. und des Wachstums

Abbildung 62: Modell zur Regulation der Zellteilungh R. sphaeroidesunter Stresbedingungen und beim

Ubergang in die stationére Phas®nter Stresbedingungen und beim Ubergang in die stationére Phase wird die
trans-kodierte SRNA StsR Uber die alternativeRaktoren RpoHI und RpoHIl exprimiert. Die SRNA StsR geht eine
Interaktion mit der sSRNA UpsM und der 5" UTRddeymRNA(bei der UpsMt S A £ A K NBiller pa’RNAC wa A &
Chaperon Hfq ein. Die Interaktion fiihrt zu einer Anderung in der SekundéarstudilupsM und der 5" UTR der

dcwmRNA. Dies ermdglicht eine Prozessierung von UpsM und der 5° UTR durch die RNase E. Das resultierende

3" Fragment von UpsM kann anschlieRend @igtronsder dcw mRNA ftsW und mray) interagieren. Durch die
Prozessierung der 5" UTR wtlié Antisense~unktiondes UpsM 3" Fragments (130 nt) wird die Translation des
dcwGertlustersreprimiertund die Zellteilug verlangsami{modifiziert nachGritzneret al,, 2021b)

Die Deletion von StsR$tsR fuihrt entsprechend zu einem langeren Wachstum in der exponentiellen
Phase (Abbildung 11 A), zu einer hoheren Uberlebensrate in der stationaren Phase (Abbildung 11 B)
und zu einem vorzeitigen Auswachsen dégllen in deroutgrowth Phase gegeniber derR.
sphaeroidesdWildtyp (Abbildung 11 A und 1Z2)ie Beobachtung, dass die Deletion dBRNAStSR ein
starkeresWachstum als der Wildtyp aufwejstvar zwar Uberraschend, lasst sich aber durch die
Lebensbedingungen vdR.sphaeroide®rklaren.R.sphaeroidesst ein aquatisches Bakteriurdasin

seiner naturlichen Umgebung oft wechselnden Lichund Sauerstoffkonzentrationen,
Nahrstofflimitierungen, antimikrobiellen Stoffen, Fressfeinden oder Phagesgesetztist. Ein
verlangsamtes Wachstum unter bestimmten Beglingen kann in der Natur dafur sorgen, dass sich
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die Bakterienzelle besser anpassen kann und das Uberleben der einzelnen Zelle bzw. der gesamten
Population gesichert wiréMcArthur, 2006; Menget al., 2012; Hobbi& Hobbie, 2013; Chubukas

Sauer, 2014; Diddufioz & Koskella, 2014Da sowohl die sRNA StsR (Abbildung Anhang 1) als auch
eine verlangerte 5° UTR delsw Genclusters in verschiedenen Mitgliedern d&hodobacteraceae
bioinformatisch identifiziert wurdgWeberet al, 2016) kann das beschriebene Modell ein neuer
Mechanismus zur Regulation der Zellteilung in dempBe derh -Proteobakteriensein. Somit scheint

die sRNA StsR nicht nurRa sphaeroidessondern auch in anderen Gruppen d@nodobateraceae

eine wichtige Funktion in der Zellteilung und der damit verbundenen Anpassung an biotische und
abiotische Faktoren in der Umwelt zu haben.

Transkodierte sRNAs haben die Eigenschaft, dass sie aufgrund ihrer begrenzten
Basenkomplementaritdt mehrer ZielGene als Interaktionspartner besitzen kénn@lasséet al.,

2003; Storzt al,, 2011; Voge& Luisi, 2011)Neben der Interaktion mit UpsM bzw. der 5" UTRdiwg
Genclusters konnte experimentell gezeigt werden, dass StsR auch an die mRNz#oEkbimdet
(Eisenhardetal, 20210 2 AS Ay ! 0A0KYAGH mMPpdH 0SaORMKSOoSYy S
der an einer zellularen Antwort aéi®, und andere StressbedingungenRnsphaeroidedeteiligt ist.

Die Aktivierung von RpoE unter verschiedenen Stressbedingungen und die gegenlaufige (negative)
Regulation derrpoE mRNASpiegel durch die sRNA St&R ein incoherent feedorward loop
hinsichtlich der RpoBbhéangigen Stressantwo(Kimet al, 2008; Eisenhardtt al, 2021) Dadurch

kann StsR indirekt die Expression weiterer mRNAs bzw. Gene beeinflussen. Ein ahnlicher Mechanismus
desincoherentfeedforward loogs ist auch fur die SRNA PcrZRnsphaeroidesnd fur andere sRNAs

in verschiedenen Bakterienspezies, wie zum BeispielEfiicoli Legionella pneumophijaVibrio
choleraeoder Stregomyces coelicolpbeschrieber{Manket al,, 2012; Manket al., 2013; Butzt al,,

2019; Engett al, 2019; Khamet al,, 2020; Saoudt al., 2021) InR. sfhaeroideswird die Transkription

von PcrZ durch die Regulatoren PrrA und FnrL induziert. Gleichzeitig beeinflusst die sSRNA PcrZ die
mMRNAs der Photosynthesegene negéiihanket al, 2012; Manket al,, 2013) Auch weitere mRNA
Transkripte, die bis jetzt nichdeéntifiziert wurden, kénnten durch di¢rans-kodierte sRNA StsR
beeinflusst werden und firr eine Anpassung an die vorliegenden UmwmgltWachstumsbedingungen
sorgen.

In vielen Grammegativen Bakterien, unter anderem B. colj wird die Stressantwort durch den
alternativen " -Faktor RpoH und der Ubergang von der exponentiellen in die stationare
Wachstumsphase durch RpoS reguligitedriksson & Nystrom, 2006; Navarro Llorehsl, 2010;
Battestiet al, 2011; Hengge, 2011n h -Proteobakterien, zu deneR. spharoideszahlt, fehlt jedoch

ein Homolog zu RpoS und die Koordination der Genexpression in der stationdren Phase ist weitgehend
unbekannt. Untersuchungen zur Adaption i@nsphaeroidean die stationare Phase zeigten, dass in
dieser Phase ein Set von Geneduziert wird, die an dieser Anpassung beteiligt MdIntoshet al.,

2019) Dazu gehdren vor allem Gene des Quorum Sensing Syseshasd der alternative -Faktor
RSP_3095der ein Homolog zu RpoS aus Giraggativen Bakterien sein kdnn{gange & Hengge
Aronis, 1994; Mclintoslket al., 2019) Die sRNA StsR gehort entsprechend auch zu di&smvon
Genen, die unter verschiedenen Stressbedingungen und in der stationdren Phase exprimiert werden.
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Wie die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen, besitzt StsR eine wichtige Funktion in der Stressantwort und
beim Ubergang von der exponentiellen in dtat®nare Phase. Zum einen kann dians-kodierte

SRNA die Zellteilung durch die Interaktion mit UpsM und der 5 UT&Rd&Senclusters, zum anderen

aber auch durch eineimcoherent feedorward loopdie Expression des alternativénFaktorsrpoE
attenuierend regulieren. Es kann auch vermutet werden, dass StsR weitere -mBiNKripte im
Hinblick auf die Stressantwort, den Metabolismus oder die Ausbildung des Photosyntheseapparates
negativ beeinflusstDies muss in weiterfihrenden Experimenten geklart werden. Die Erkenntnisse
dieser Arbeit zeigen, dass die Zellteilung und das Wachstum des phototrophen Bakt&iums
sphaeroidesdurch eine sRNARNA und sRNARNA Interaktion zwischen StsR und UpsM bzw.
zwischen StsR und delicw mRNA reguliert wird. Sie zeigen aber auch eindrucksvoll die Komplexitat
der posttranskriptionellen Genregulation in Bakterien, die aus einem Wechselspi€el-Waktoren,
regulatorischen RNAs, RM#vukturédnderungen und RNasen besteh

4.2 Die DUF1127 Proteine Ccalkbr{servedCcsRassociatedfactor) und RSP_0557

In der Datenbank InterPro sind ungefahr 17.000 Proteine mit einer DUF1127 Domaéne in Uber 4.000
Bakterienspezies gelisté¥litchellet al., 2019) Die meisten Spezies gehéren der Gruppe'd€67 %)

oder -Proteobakterien (30 %) an, wobei bisher nur flr wenige Proteine mit einer DUF1127 Doméane
eine Funktion beschrieben ist. In dem pflanzenpathogenen Bodenbaktergrobacterium
tumefacienswird der Phosphatund KohlenstoHMetabolismus(Krauset al, 2020)und in dem
zoopathogenen BakteriurBrucella abortusgder FructoseMetabolismus durch kleine Proteine mit
einer DUF1127 Domaéne beeinflugBudnicket al, 2018) In Salmonellaspp. ist das Protein YjiS aus

der DUF1127 ProteiRamilie an der Virulenz des Bakteriumegdiligt (Venturiniet al, 2020) Der
genaue Mechanismus, der der Regulation des Metabolismus bzw. der Virulenz zugrundeliegt, ist
jedoch unbekannt.

In dem phototrophen BakteriuniR. sphaeroidesvurden durch RN&ASejuenzierungen vier offene
Leseraster identifiziert, die Proteine mit einer DUF1127 Domane kodieren. Das AR&BIN6037
(ccaFb A&l RIFIOSA YAG RSyRNAICESRLINKBINER3 BTR Rodiertpwatméndl 2 2 &
die Gene der anderen drei Proteine keibenachbarten sRNAs aufweisen (Abbildung 30 und 32).
Bioinformatische Analysen ergaben, dass die Anordnung von DUF1127 Protein und sRNA(S) in der 5
bzw. 3" UTR konserviert ist. Diese konservierte Organisation ist nach Reinkensmeier und Giegerich
2015 a$ CINiLokus(conserved intergenic neighborhodd bezeichnet worden(Reinkensmeier &
Giegerich, 2015und kommt in vieler -Proteobakterien vor (Abbildung 31). Aus einer vorherigen
Studie ist bekannt, dass die sSRNAs Cds&ifie wichtige Rolle in der Stressantwort \Rrsphaeroides
spielen(Billenkampet al, 2015) Homologe sRNAs zu CcgRAausSinorhizobium meliloiNfeR12)

sind ebenfalls mit DUF1127 Proteinen (SMc02051 und SMc02052) in einem Operon (Ruhértio

et al, 2017) Die NfeR2 sRNAs besitzen $ meliloteine Funktion in der Resistenz gegen Salzstress
und in der Ausbildung von Wurzetidichen(Schluteret al., 201Q Vercruysset al,, 2010; Wilmt al,

2012) Um die Fuktion der DUF1127 Proteine naher zu charakterisieren, wurden in dieser Arbeit
Untersuchungen zu deR. sphaeroide®roteinen CcaFlcdnservedGcsRassociatedfactor; friher
RSP_6037) und RSP_0557 durchgefuhrt.
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4.2.1 Das DUF1127 Protein CcaFlaistRNAbindendes Protein an deRNAa WS A Fdzy 3a o6 S SA-

Das Protein CcaF1 besitztRn sphaeroidegl Aminosauren und ist mit den sRNAs Cesileinem
Operonkodiert. Faltungsvorhersagen des Proteins CcaF1 mit dem Webserver P(KERB2t al,,
2015) ergaben eine 70 %ige Homgie zu der RNARindedomdne der Smaug Proteine von
D.melanogaster(Dahanukar & Wharton, 1996; Smibettal, 1996; Dahanukaet al., 1999; Smibert

et al, 1999) Die Smaug Proteine binden wahrend der Embryonalentwicklungpvamelanogastean

die nosmRNA, ihibieren deren Translation und férdern den Abbau des fMbfekils(Greenet al.,
2002; Benoitet al., 2009) In vitro BindungsExperimente (EMSAgyischen dem Protein CcaF1 und
der sRNA CcsR1 (82 nt) bzw. dem Vorlaufertranskript @cé&RbB nt) zeigen, dass das Protein CcaF1
ein RNAbindendes Protein ist (Abbildung 46 und 4ZplRPExperimentemit anschlieBender RNA
Sequenzierung (Rieq bestatigen die RNAindende Funktion des Proteins CcaFRirsphaeroides
0! 00Aft Rdzyd nmMO® 51 6SA AyidSNF IASNRNARCcaARL sk SAY / O
auch mit weiteren kodierenden und nicht kodierenden RNAnskripten.

Um die Funktion des kleinen DUF1127 Proteins CcaF1 ndher zu charakterisieren, wurde in dieser Arbeit
eine Plasmicbasierte Uberexpression des Proteir®El (pRécaF) untersucht, da dascaF1 CcsR1

4 Operon essentiell fur das Bakterium sphaeroidesst und keineccaF1Deletion mdglich war
(Billenkampet al.,, 2015) Die Northern BleAnalyse in Abbildung 34 B zeigt, dass das Protein CcaF1 bei
einer Uberexpression des gesamten Operons (BRKLCcsR#4) einen moderaten Effekt auf die
RNase abhangige Prozessierung daesaF1 CcsRY Transkrips besitzt, das in diesem Stamm sowohl

vom Chromosom als auch vom Plasmid exprimiert wird. Eine Uberexpression des Proteins CcaF1 ohne
das sRNA Cluster (pgaF) fuhrt hingegen zu reduzierten Mengen der sSRNA CcsR1 (Abbildung 34)
und zu einer Akkumulationes ccaF1 CcsR# Vorlaufertranskripts (Abbildung 37). Da in diesem Fall
das CcsR4 Vorlaufertranskript nur vom Chromosom exprimiert wird, verstarkt sich der Effekt des
Proteins CcaF1 auf das Vorlaufertranskript (Abbildung 34). Der Northern Blot deruAi8id macht
deutlich, dass sich das Prozessierungsmuster zwischen der thermosensitiven RNase E
Substitutionmutante (neF<®) und dem CcaFlberexpressionsstammR( sphaeroidepRKcaF)
unterscheidet. Womaglich bindet CcaF1 bei einer Uberexpressiofidesins (pRé&caF) verstarkt

an das ccaF1_CcsRund CcsR24 Vorlaufertranskripund fihrt zu einer strukturellen Veranderung

des RNAMolekiils, sodass die RNasalthangige Prozessierung inhibiert und die Akkumulation dieser
Vorlaufertranskripts geférdert wird (Abbildung 63). Jedoch muss die Theorie einer
Strukturveranderung in der §A CcsR1 und dem Vorlaufertranskript Ce$Rilirch die Interaktion

mit CcaFl in nachfolgenden Experimenten bestatigt werden. Eine verringerte Prozessierung des
chromosomal exprimierten CcsR1Vorlaufertranskripts bei Uberexpression des DUF1127 Proteins
CaF1 (pRe&caF) wirkt sich auch auf die Physiologie des Bakteriums aus. Aus einer vorherigen Studie
ist bekannt, dass die sSRNAs CedRleEn CiMetabolismus und den damit verbundenen intrazellularen
GlutathionSpiegel Uber eine direkte Bindung an die mRN#& TanskriptionsfaktorBhR regulieren
(Billenkamp et al, 2016). Wahrend die Uberexpression des SRNA Clusters (pRKEcsR1
dementsprechend zu einer erhéhten Stressresistenz gegeniiber ROS fiihrt, bewirkt die Uberexpression
des Proteins CcaF1 den entgegeswjeten Effekt einer verringerten Stressresistenz (Abbildung 38 B
und C). Auch das Wachstum véh sphaeroidekann durch die verringerte Prozessierung des
Vorlaufertranskripts beeintrachtigt sein. Die Uberexpression des DUF1127 Proteins filhrt zu einer
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verangerten Lag?hase des exponentiellen Wachstums (Abbildung 38 A). Jedoch kdnnte der Effekt des
Proteins auf das Wachstum auch indirekt Uber andere -Ridfiskripte ausgelost werden, die von
CcaF1 beeinflusst werden.

Die DUF1127 Domane des Proteins CcaBfieht inR. sphaeroide®.4.1 aus 33 Aminoséuren und liegt

im Gterminalen Bereich des Proteins. Zusatzlich besitzt das Protein CcalRL spisaeroide.4.1

27 Aminosauren am Nerminus (Abbildung 34 A). Das homologe Protein CcaFl aus dem nahen
Verwanden R. sphaeroide&D131 besitzt neben der DUF1127 Doméane nur 6 Aminosauren-am N
Terminus. Die Northern Blgtnalysen zeigen, dass das kirzere DUF1127 ProteiR.apbaeroides

KD131 ebenfalls zu einem reduzierten Ces&d&el fuhrt (Abbildung 34 A und Eplglich sind die 33
Aminosauren der DUF1127 Domane ausreichend fir eine Bindung des kleinen Proteins an-das RNA
Molekdl.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Interaktion zwischenndemRNA und Smaug Proteinen in
D.melanogastefiber dassmaug recogition element{SRE) vermittelt wird. Das SRE besteht aus einer

I FFNYFRSE adNUzl G dz2NE  -BNGE2 RS NONGEE INdzSeyit] fif it bediebiges’
Nukleotid) enthalten(Dahanukaret al, 1999) Die Kombination aus einer spezifischen Sequenz und

Struktur ist dabei wichtig fur die Interaktion des Smaug Proteins mit demNRNekl (Dahanukar &
Wharton,1996; Smibertt al,, 1996; Dahanukaet al, 1999; Smiberét al., 1999) Mutationen in der

{ S1j dzS@NGGNn ‘ernosmRNA bewirken eine Verringerung der Bindung zwischen dem Smaug

Protein und der mRNADahanukaret al, 1999; Smibertet al, 1999) Die sRNAs CcsRlvon
R.sphaeroide® S&A G SKSy Fdza T 6SA | I NYI RS{CAUCEHIBDIIMB Y > RA ¢
den Schleifen aufweise(Billenkampet al, 2015 b S 6 S Y*CCREUCQHV beinhaltet die

awb! | Oawm SAPODY Skialz8y IRABY awb! -CUBB® in deb arsfed  { Sj d:
Haarnadelschleife, Sequenzen, die denen aus dem SRE sehr ahnlidéMss#bmit dem DUF1127

t NPGSAY /OFCm dzy R RSNJ dwb! / Oawm 1T SAGEGSEIMddRI aa S
ersten Haarnadelschleife zu einer verschlechterten Bindung zwischen CcaFl und CcsR1 kommt
(Abbildung 8 A), die durch die veranderte Sequenz oder Struktur in dem-RINlakil hervorgerufen

wird. Dies bestéatigt eine Sequenmd Strukturabhangige Bindung zwischelem DUF1127 Protein

und der sRNA CcsR1. Mittels iGARlyse wurdén vivoein Interaktionsbereich zwischen dem Protein

/ O Cm dzy R RSNJ awb! / O& wH -praxir@lghiNukieatiteAdSr MRUA umRSNI RA S
und moglicherweise die Seque@tGGE@inschlielt (Abbildung 54). Somit kdnnte die Sequenz bzw.

die Struktur in der ersten Haarnadelschleife der CcsR RNAs ausschlaggebend fiir eine Interaktion mit
dem Protein CcaF1 sein. Jedoch muss der iCLIP wiederholt und durch andere experimentelle Ansatze
erganzt werden, um eine exakte Aussage uber die Erkennungselemente des DUF1127 Proteins CcaF1

in der SRNA CcsR treffen zu kdnnen.

Wie schon beschrieben, kann die Bindung eines Proteins an eiATRINgkript die Aktivitdt der
Ribonukleasen an dem entsprecltam RNAMolekll beeinflussen(Bandyra & Luisi, 2013)n
D.melanogasterbewirkt die Bindung des Smaug Proteins an riis mRNA die Rekrutierung des
Argonautl ProteingPinder & Smibert, 20137rgonaut Proteine sind in Eukaryoten wichtige Faktoren
desposttranskriptionellergene slencing(Hammell, 2008; Hutvagner & Simard, 2008; Meister, 2013)
Der gebildete Smaug/Argonaut Komplex an des mRNA reprimiert inD.melanogasterdie
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Translation und férdert den Abbau destsprechenden RNAranskripts(Pinder & Smibert, 2013)

Auch viele Bakterieand Archaeen kodieren in ihren Genomen das Argonaut Pr@Wiinget al.,

2008; Miyoshet al., 2016; Doxze& Doudna,2017; Liwet al,, 2018) das mit einer sogenannteguide

RNA (gRNA) an die entsprechenideget DNA (tDNA) bindefMakarowa et al, 2009; Swart#t al,,

2014; Kayat al, 2016) Dieser Prozess ist in Prokaryoten ein Schutzmechanismus gegeniber Fremd
DNA in der Zelle, die tber den gRNA/Argonaut Komplex abgebaufiirdt al., 2014; Swartet al,,

2015) Dabei kann das Argonaut Protein selbst nukleolytisch aktiv sein, wie e3hieenus
thermophilusder Fall ist, oder der nukleolytische Abbau findet Uber andere, zum Teil unbekannte
Enzyme stat{Olovnikovet al,, 2013) AuchR. sphamidesATCC1702besitzt ein Plasmittodiertes
Argonaut Protein, das Uber gRNAs den Abbau fremder DNA induzieren(karet al., 2018) Die
beteiligten Nukleasen sind jedoch bRisphaeroidesATCC1702%5icht bekannt(Olovnikovet al,

2013) Der Modellorganismus dieser Arbd®, sphaeroide®.4.1, kodiert jedoch kein ArgonaBtotein

in seinem Genom. Somit kann eik@inktion der CcsR sRNAs gléde RNA (gRNA)in einem
gRNA/Argonaut Komplex ausgeschlossen werdBa in der CdP und Massenspektrometrie
(Abbildung 44 und Tabelle 67) keine weiteren Proteine bzw. Nukleasen als Interaktionspartner von
CcaF1 identifiziert wurden, kann die Bildung eines grof3eren Proteinkomplexes mit CcaF1 als
integralem Bestandteil ausgeschlossen werden. Dennoch kdnnte diel-Boalung an ein RNA
Transkript dessen Struktur verandern, wodurch Ribonukleasen fur derARbBEAI bzw. die RNA
Prozessierung rekrutiert werden.

Die Ergebnisse den vivoundin vitro Experimente bestéatigen, dass das DUF1127 Protein CcaF1 eine
Interaktion mit den SRNAs CcsREingeht und einen regulatorischen Effekt auf die Prozessierung bzw.
awSAFdzydd RSNI awb ! andd7 BaARNMBIifidepioteidedoft indhdals Binen RNA.
Interaktionspartner besitzen, wurden eine Transkriptdmalyse (RN®eq und eine CHP mit
anschlieender RNS8equenzierung (R82q zur Identifzierung weiterer Bindungspartner
durchgefiihrt (Abbildung 39 und 41). DiergleichendeRNASeqvon R.sphaeroidepRK4352EVC;
Leervektorkontrolle)und R.sphaeroidespRK caFlbedatigen, dass das Protein CcaFl auch einen
Effekt auf andere RN8pezies aus dem Transkriptom \Rrsphaeroidedesitzt (Tabelle 64 und 65).

Die CoP/RipSegAnalysebestatigt zudem, dass CcaF1l neben den sRNAs -@aih weitere RNA
Transkripte bindet.Dazu gehoéren nicht kodierende RNAs (sRNAs, tRNAs, rRNAs) und mRNAs
(Abbildung 41)Fur einige RNATranskripte, die in der @®identifiziert wurden, konnte auch eine
Bindungsequenz mittels iCLIP identifiziert werden (Abbilden$4-56). Northern BlotAnalysen und
Berechnungen der Halbwertszeit ausgewahRNATranskripte bestatigen, dass das Protein CcaF1
Uber dieBindungan die RNAMolekile aucheilweisederen Stabilitat beeinflusst (Abbildung-59).

Ob eine Strukturverdnderung in den RNalekilen durch die Bindung des Proteins CcaFl
ausschlaggebend fur den destabilisierenden Effekt ist und welche Ribonukleasen daran beteiligt sind,
kann anhand dieser g&rimente nicht geklart werden unerfordert weitere Untersuchungen.
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