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Abstract

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

behaviour were investigated in this model organism.

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

based on protein-protein-interaction.



Zusammenfassung

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

nismus untersucht.

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

Ebene der Protein-Protein-Interaktion reguliert.
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1 Einleitung

1.1  Uberblick

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

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

dnderte Umweltbedingungen etabliert.

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

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

diesem Modellorganismus beeinflusst.

1.2 Die phototaktische Motilitat von Synechocystis

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

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

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

ist aber nur teilweise verstanden.

1.2.1 Phototaxis

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

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

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

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

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

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

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

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

und/oder PilT2 Monomeren zusammensetzt.

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

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

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

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

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

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

nur in Ansitzen verstanden.

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

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

bekannt.

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

(Okajima et al., 2005; Yuan und Bauer, 2008).
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Dariiber hinaus sind die sekundiren Botenstoffe cAMP (cyclic adenosine monophos-
phate), sowie c-di-GMP (cyclic diguanylate monophosphate) an der Regulation der Moti-
litat beteiligt. Sowohl die cAMP synthetisierende Adenylatzyklase Cyal, als auch der
cAMP bindende Transkriptionsfaktor Sycrpl sind essenziell fiir das phototaktische Ver-
halten von Synechocystis (Terauchi und Ohmori, 1999; Yoshimura, Yoshihara, et al.,
2002). In einer Asycrpl-Mutante ist insbesondere die Transkription von zwei Operons
(slr1667-slr1668; slr2015-slr2018) beeintrdchtigt (Yoshimura, Yanagisawa, et al., 2002),
und es ist bekannt, dass die durch slr2015-slr2017 kodierten minor pilins PilA9, PilA10
und PilA11 fiir die Phototaxis unabdingbar sind (Bhaya et al., 2000). Interessanterweise
besitzen sowohl ApilA9-11-Mutanten, als auch eine AsycrpIl-Mutante thin pili und thick
pili auf der Zelloberfliche (Yoshimura, Yoshihara, et al., 2002; Yoshihara und Ikeuchi,
2004). Zudem zeigen Asycrpl und Acyal-Mutanten auf Zellebene weiterhin phototakti-
sches Verhalten, sind aber unféhig, in die makroskopisch sichtbare Phase 3 der Phototaxis
einzutreten (Bhaya ef al., 2006). Der sekundére Botenstoff c-di-GMP ist an der negativen
Regulation der Phototaxis durch Blaulicht beteiligt. Ein Anstieg des zellularen c-di-GMP
Spiegels durch die Blaulicht-abhingige Diguanylatzyklase-Aktivitit des Photorezeptors
Cph2 inhibiert die Phototaxis durch einen unbekannten Mechanismus (Savakis et al.,

2012).

1.3 Das RNA-Chaperon Hfq

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

riellen Phyla eine wichtige Rolle innerhalb der posttranskriptionellen Genregulation

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

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

1.3.1 Struktur und RNA-Bindung

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

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

ben einen Durchmesser von ~ 70 A und eine Dicke von ~ 25 A und umschlieflen eine
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zentrale Pore von ~ 8-12 A (Brennan und Link, 2007). In E. coli und vielen anderen Bak-
terien ist das Hfq Protein zudem um eine variable C-terminale Region verldngert. Deren
Einfluss auf die RNA-Bindung und Riboregulation ist allerdings umstritten (Vecerek et
al., 2008; Olsen et al., 2010).

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

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

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

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

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

len.

8 A = Adenin, R = Purin; N = beliebiges Nukleotid
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E. coli - --MAKGQSL@DP - F | KEC T
P. aeruginosa ---MSKGHSL@DP-Y | KEC T
N. meningitidis - -MTAKGQML P-F | KEC i3
A. aeolicus ---MP--YKL@ES-F VR C
B. subtilis ----MKPINI@DQ-F FQER E
S. aureus ---MIANENI K- A FQMK (o}
T. maritima -MALAEKFNL@DR - F, FQTK C
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™
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p4 [ variabler C-Terminus

E. coli VVRBSRPVSHHSNNAGGGTSSNYHHGSSAQNTSAQQDSEETE
P. aeruginosa VVBSRPVRLPSGDQPAEPGNA- - - - = - - o o e e c e e o -
N. meningitidis | VRARSVNLQHENRPQAAPASTLVQVETVQQPAE---- - - -
A. aeolicus | VEHERLE | EFEEAGVPGQG------=---ccccccemcuan-
B. subtilis FABOKNBQBELE---------c-ccccccccccccccacan-"
S. aureus GKQHL | YTVETEGQASTEBSEE-------ccccccccccccccccaan-
T. maritima | |IBSSYVMLMPKKQETAQEAETSENEGS------=-=-=-=---
L. interrogans | IBAK| IKLYTEEAKDNKDAAQG- - = - === ====cccou--
G. diazotrophicus VMBATPVVLFDPSRTEGATVDLTEKDLAGDADLL-------

Synechocystis 6803

distal

proximal lateral

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

? Soweit nicht anders angegeben wurden alle Sequenz-Alignments mit ClustalW2 erstellt und mit Jal-
View visualisiert.
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1.3.2 Hfg-abhangige posttranskriptionelle Genregulation

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

senpaarungen mit diesen eingehen.

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

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

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

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

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

Abb. 5: Verschiedene Funktionen von Hfq innerhalb der posttranskriptionellen Genregulation.
(a) Eine Hfg-abhangige sRNA kann durch Basenpaarung mit der RBS einer Ziel-mRNA die Bindung der
ribosomalen Untereinheiten blockieren und so die Translation verhindern. (b) Sekundarstrukturen in-

nerhalb der 5| | |G
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