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Zusammenfassung

Das phylogenetisch weit verbreitete RNA-bindende Protein Hfq ist an einer Vielzahl von
Prozessen innerhalb des bakteriellen RNA-Metabolismus, insbesondere im Rahmen der post-
transkriptionellen Genregulation durch kleine RNAs (sRNAs) beteiligt. Hfg-Proteine zdhlen
zu der Familie der Sm- und Lsm-Proteine und zeichnen sich strukturell durch die funktionelle
Ausbildung ringférmiger Homohexamere aus. Cyanobakterielle Orthologe zeigen gegeniiber
den gut untersuchten Hfg-Proteinen aus E. coli und anderen Proteobakterien eine schwache
Sequenzkonservierung und bieten auch daher einen interessanten Ansatzpunkt flir die

Untersuchung riboregulatorischer Prozesse in diesen Organismen.

In der vorliegenden Arbeit werden einleitende Untersuchungen zu Funktion und Struktur des
orthologen Hfg-Proteins aus dem einzelligen Modell-Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC
6803 vorgestellt. Die Inaktivierung des Afg-Gens (ssr3341) fiihrte in diesem Organismus zum
Verlust der phototaktischen Motilitdt. Mithilfe elektronenmikroskopischer Analysen konnte
dieser Phéinotyp auf das Fehlen von Typ IV Pili zuriickgefiihrt werden. Microarray-Analysen
wiesen in der Ahfg-Mutante fiir 31 Gene eine verdnderte, in den meisten Féllen reduzierte
Transkriptakkumulation nach. Am stirksten betroffenen waren Gene bzw. Operone, welche
dem Regulon des cAMP-Rezeptorproteins Sycrpl zugeordnet werden und zum Teil
nachweislich an der Motilitit von Synechocystis-Zellen beteiligt sind. Weitere vergleichende
Expressionsanalysen identifizierten mithilfe eines speziellen Tiling-arrays ferner zwei
nintergenisch® kodierte potenzielle sRNAs, Hprl und Hpr3, deren Transkriptmengen

signifikant von der Afg-Inaktivierung beeinflusst werden.

Kristallstrukturdaten deuten zusammen mit den Ergebnissen aus in vitro-Bindungsstudien und
genetischen Komplementierungsexperimenten - trotz starker Konservierung zentraler
struktureller Charakteristika - neuartige biochemische und funktionelle Eigenschaften des
Hfg-Proteins aus Synechocystis sp. PCC 6803 an. Funktionelle Implikationen werden im

strukturellen und phylogenetischen Kontext diskutiert.
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Abstract

The phylogenetically conserved RNA binding protein Hfq is a key player in bacterial RNA
metabolism, particularly with regard to sSRNA-mediated post-transcriptional gene regulation.
Hfq proteins belong to the well-conserved family of Sm- and Lsm proteins and are
characterized by the formation of homo-hexameric ring-shaped structures. In comparison with
well-studied Hfq proteins from E.coli and other proteobacteria the cyanobacterial orthologues
show rather poor sequence conservation. Therefore, they provide a quite interesting

background for analyzing riboregulatory processes in these organisms.

In this work, the orthologous Hfq protein from the unicellular model cyanobacterium
Synechocystis sp. PCC 6803 has been initially characterized on the functional and structural
level. Insertional inactivation of the Afg gene (ssr3341) led to a non-phototactic phenotype
that was due to the loss of type IV pili on the cell surface, as demonstrated by electron
microscopy. Microarray analyses revealed a set of 31 genes with altered transcript levels in
the knock-out mutant. Among the most strongly affected genes, there were members of two
operons that had previously been shown to be involved in motility, controlled by the cAMP
receptor protein Sycrpl. Further comparative transcriptional analyses using custom tiling
arrays revealed two putative sRNAs (Hprl and Hpr3) from intergenic regions, whose

transcript levels appeared to be significantly affected by hfg-inactivation.

Structural analyses, genetic complementation as well as RNA-binding studies in vitro indicate
that the Hfq orthologue from Synechocystis sp. PCC 6803 exhibits novel biochemical and
functional properties, though retaining general structural features of its proteobacterial
counterparts. Functional implications are discussed with regard to structural und phylogenetic

considerations.
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1 EINLEITUNG

1 Einleitung
1.1  Uberblick

Prokaryotische Organismen besiedeln heute nahezu alle Lebensrdume auf der Erde und haben
im Laufe der Evolution verschiedene Fihigkeiten entwickelt, sich morphologisch und
physiologisch an die unterschiedlichsten Lebensbedingungen anzupassen. Besonders die
physiologische Adaptation an schwankende Umweltbedingungen erfordert prizise und
dynamische Mechanismen zur gerichteten Modulation der Genexpression. Die Kontrolle der
transkriptionellen Aktivitdt galt lange Zeit als das Hauptinstrument zur Regulation der
Genexpression in Bakterien. Dieses Paradigma wurde innerhalb der letzten Jahre durch die
Entdeckung zahlreicher post-transkriptioneller ~Regulationsmechanismen geschwécht.
Besondere Bedeutung kommt dabei kleinen nicht-kodierenden RNA-Molekiilen zu, welche
durch ihren Einfluss auf die Funktion und Stabilitit bestimmter mRNAs u.a. in ein
Wechselspiel mit Komponenten der Transkriptionskontrolle treten und auf diese Weise das
regulatorische Netzwerk der bakteriellen Genexpression verdichten. In Prokaryoten wie in
Eukaryoten werden post-transkriptionelle Prozesse zumeist durch RNA-bindende Proteine
unterstiitzt. Diese Proteine erleichtern z.B. die Interaktion zweier RNA-Molekiile und/oder
16sen inhibitorische Sekundérstrukturen auf. Zu diesen RNA-Chaperonen zdhlen die
Mitglieder der Sm- und Sm-/ike Proteinfamilie, deren bakterieller Vertreter Hfq aufgrund
seines weiten Funktionsspektrums zuletzt zunehmend in den Fokus der molekular- und

mikrobiologischen Forschung gertickt ist.

Cyanobakterien besitzen als photoautrophe Organismen und in ihrer 6kologischen Vielfalt ein
hohes Potenzial, sich physiologisch an plotzliche Anderungen der herrschenden
Umweltbedingungen anzupassen. Eine besondere Herausforderung stellt die Optimierung der
Licht- und CO,-Ausbeute fiir die photosynthetische Energie- und Néahrstoffgewinnung dar.
Vor diesem Hintergrund stellte sich angesichts der wachsenden Bedeutung riboregulatorischer
Prozesse in der bakteriellen Genexpression die spannende Frage, inwieweit derartige
Mechanismen in Cyanobakterien ausgepriigt sind. Uber diesen Aspekt war bislang noch
wenig bekannt. Fiir das Projekt, Synechocystis sp. PCC 6803 (von hier an Synechocystis) als
einen Modellorganismus fiir die cyanobakterielle RNA-Forschung zu etablieren, galt die
einleitende Analyse der Funktion und Struktur des RNA-Chaperons Hfq in diesem

Organismus als interessanter Ansatzpunkt.
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1.2 Hfq - vom Wirtsfaktor zum pleiotrop wirkenden Regulatorprotein

Die Namensgebung fiir das phylogenetisch konservierte RNA-bindende Protein Hfq (kost
factor Q) geht auf dessen anfangliche Identifizierung als wichtiger Faktor fiir die Replikation
des Bakteriophagen Qg in Escherichia coli (von hier an E. coli) zuriick (Eikhom et al., 1968;
Franze de Fernandez et al., 1968; Franze de Fernandez et al., 1972; Shapiro et al., 1968). Im
Rahmen dieser ersten Arbeiten wurde Hfq (damals HF-I, host factor I) als Protein mit einer
apparenten Molekiilmasse von 12,5 kDa charakterisiert, welches in der aktiven Form in vitro
offenbar als Hexamer mit einer Molekiilmasse von circa 75 kDa vorliegt. Es konnte damals
bereits dessen spezifische Bindung an einzelstringige RNA-, nicht jedoch doppelstringige
RNA- oder DNA-Molekiile, nachgewiesen werden (Franze de Fernandez et al., 1972). Hfq
galt dabei als essenzielles, positives Kontrollelement fiir den ersten Schritt der
Phagenreplikation, d.h. die Synthese des Minus-Strangs der genomischen Phagen-RNA durch
die Qp-RNA-Replikase (Shapiro et al., 1968). Sehr lange Zeit war dies die einzig bekannte
Funktion von Hfq und folglich auch zentraler Gegenstand der Forschungen an diesem Protein.
So berichteten schlieBlich Barrera und Mitarbeiter (1993) viel spéter davon, dass es in diesem
Zusammenhang die Rolle von Hfq sein konnte, Konformationsédnderungen in der Qp-RNA zu

induzieren, um auf diese Weise die Replikationsinitiation zu stimulieren.

Ebenfalls Mitte der 1990er Jahre erschienen die ersten Hinweise auf eine deutlich komplexere
Funktion von Hfq in Bakterien. Nachdem (1991) das /fg-Gen bereits kloniert und dessen
physikalische Lokalisation auf dem Chromosom von E. coli ermittelt hatten, wurde spéater
durch dieselbe Arbeitsgruppe gezeigt, dass Hfq in Mengen von 30000 bis 60000 Molekiilen
pro Zelle, mehrheitlich mit Ribosomen assoziiert vorliegt (Kajitani et al., 1994). Zusammen
mit der Beobachtung, dass es eine Abhédngigkeit der zelluldren Akkumulation des Hfg-
Proteins von der Wachstumsphase gibt, waren dies die ersten deutlichen experimentellen
Hinweise auf eine wichtige Funktion von Hfq in nicht-infizierten Zellen von E. coli.
Zeitgleich stieBen Kaminski und Mitarbeiter (1994) im Rahmen von Mutantenanalysen des
stickstofffixierenden Knoéllchenbakteriums Azorhizobium caulinodans auf ein Gen (nrfA),
dessen Inaktivierung zu einem Expressionsdefekt des zentralen Transkriptionsaktivators NifA
fiihrte und welches hinsichtlich der abgeleiteten Aminoséuresequenz signifikante Ahnlichkeit
zu Hfq zeigte. Tatsdchlich lieB sich der Phdnotyp der entsprechenden nif4-defizienten

Mutante durch Afg aus E. coli genetisch komplementieren, sodass erstmals ein nicht-
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enterobakterielles Afg-Ortholog sowie eine konkrete physiologische Funktion in nicht-
infizierten Bakterien beschrieben werden konnte. In demselben Jahr wurde schlieBlich der
Phanotyp der ersten Afg-Insertionsmutante von E. coli beschrieben (Tsui et al., 1994). Die
genetische Inaktivierung hatte dort schwerwiegende pleiotrope Effekte auf die generelle
Zellphysiologie, die Sensitivitdt gegeniiber diversen Stressbedingungen (z.B. UV-Licht) und
auch auf das supercoiling der Plasmide zur Folge. Spater wurde zudem ein wichtiger Einfluss
von Hfq auf die Glykogensynthese sowie auf die Toleranz gegeniiber Nahrstoffmangel und
weiteren Stressbedingungen (H,O,, Hitzestress) beschrieben (Muffler et al., 1997). Es zeigte
sich, dass dieser Phénotyp u.a. auf einen signifikanten Defekt in der Translation des
Sigmafaktors RpoS (c°), dem Hauptregulator der allgemeinen Stressantwort in E. coli (z.B.
Hengge-Aronis, 2002), zuriickzufiihren war (Muffler et al., 1996; Muftler et al., 1997).
Ahnliche Resultate wurden zeitgleich bei entsprechenden Untersuchungen in Salmonella
typhimurium (von hier an Salmonella) erzielt (Brown & Elliott, 1996). Darauffolgende
Arbeiten konnten in E. coli einen c>-unabhingigen, destabilisierenden Einfluss von Hfq auf
ompA-mRNA, welche das Hauptprotein der duBleren Membran (outer membrane protein,
Omp) kodiert, nachweisen. Dieser Effekt war abhéngig von der Wachstumsphase und basierte
auf der Bindung des Proteins an den untranslatierten Bereich am 5’-Ende (von hier an 5'-
UTR; untranslated region) der ompA-mRNA (Vytvytska et al., 1998). Es wurde zunichst ein
Modell diskutiert, nach welchem die 30S-Ribosomen kompetitiv durch Hfq an der Bindung
an ompA gehindert werden und der resultierende Ausfall der Translation mit dem
ribonukleolytischen Verdau durch Ribonuklease E (RNase E) einhergeht (Vytvytska et al.,
2000). Insbesondere in vitro-Studien zur Rolle von Hfq bei der Replikation des
Bakteriophagen Qg (Schuppli et al., 1997) sowie weitere Untersuchungen zur Stabilitét von
verschiedenen mRNAs in einer Aifg-Mutante (Tsui et al., 1997) unterstiitzten die Idee, dass
Hfq in E. coli die Rolle eines RNA-Chaperons wahrnehmen koénnte, welches die Funktion
spezifischer (m)RNA-Molekiile modifiziert. Die Entdeckung, dass die durch (H,O;-)
stressinduzierte regulatorische, nicht-kodierende RNA, OxyS (siche Abschnitt 1.5.1.2)
(Altuvia et al., 1997), in Abhdngigkeit von der Bindung an Hfq die Translation von rpoS
reprimiert, konnte diesen Aspekt weiter bekriftigen (Zhang et al., 1998). Diese Publikation
war ein wichtiger Meilenstein in der Hfg- und sRNA-Forschung. Mittlerweile ist die Rolle
des zentralen Faktors bei der post-transkriptionellen Regulation durch sRNAs die am besten

untersuchte Funktion des RNA-Chaperons Hfq in Bakterien (Chao & Vogel, 2010).
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1.3 Sm- und Lsm-Proteine

Die bakteriellen Hfg-Proteine gehoren zu der phylogenetisch konservierten, jedoch
funktionell facettenreichen Familie der Sm- und Sm-l/ike (Lsm)-Proteine (Pfam-Eintrag:
PF01423), die in allen drei Dominen des Lebens vertreten sind (Scofield & Lynch, 2008). Sie
sind essenzielle Komponenten von Ribonukleoproteinkomplexen (RNP) und beteiligen sich
an zahlreichen Vorgédngen des RNA-Metabolismus einschlielich der RNA-Prozessierung, der

mRNA-Degradation und dem pra-mRNA-Spleif3en.

Charakteristisch fiir die eukaryotischen Varianten dieser Familie ist deren heteromorphe
Assemblierung zu ringformigen Oligomeren sowie die spezifische Bindung an
einzelstrangige, Uridin-reiche (U-reiche) Sequenzmotive definierter RNA-Molekiile. Es
handelt sich bei den prototypischen Sm-Proteinen um sieben individuelle Proteine (SmB/B',
D1, D2, D3, E, F und G), welche zu Hetero-Heptameren assemblieren und zusammen mit
unterschiedlichen snRNAs (small nucleolar RNA) das stabile Grundgeriist der snRNP (small
nuclear Ribonucleoprotein Particle) - den Untereinheiten der SpleiBosomen - bilden
(Ubersicht in Beggs, 2005; Will & Liihrmann, 2001). Daneben wurden inzwischen 16 weitere
Lsm-Varianten (Lsml-16) in Eukaryoten identifiziert. Die individuellen Lsm-Proteine
assemblieren miteinander in unterschiedlichen Kombinationen zu ebenfalls ringformigen
Hetero-Heptameren (bzw. in Einzelfdllen zu apparenten Hetero-Hexameren), die in
Abhidngigkeit von der individuellen Zusammensetzung der Monomere sowie der
subzelluldren Lokalisation diverse Funktionen im RNA-Metabolismus wahrnehmen (Beggs,

2005; Tharun, 2009).

Genomische Untersuchungen einiger Vertreter der Archaea ergaben, dass in diesen
Organismen jeweils ein bis drei Lsm-Proteine kodiert werden. Diese prokaryotischen
Varianten assemblieren zu homo-hexameren oder homo-heptameren Ringstrukturen (Collins
et al., 2001; Khusial et al., 2005; Kilic et al., 2005; Mura et al., 2003; Nielsen et al., 2007;
Tord et al., 2001; Tord et al, 2002), zeigen jedoch hinsichtlich der RNA-Bindung den
eukaryotischen Lsm-Proteinen verwandte Eigenschaften. Funktionell sind die archaealen
Proteine bisher noch wenig charakterisiert. Die fiir die Proteine AF-Sm1 und AF-Sm2 aus
dem hyperthermophilen Archaeon Archaeoglobus fulgidus beschriebenen Bindungen an das
ubiquitdre Ribozym RNase P liefern dagegen Hinweise auf eine Rolle in der Prozessierung

von rRNA- und tRNA-Vorldufern (T6r6 et al., 2001).
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Alle Mitglieder der Sm- und Lsm-Protein-Familie sind durch das evolutiondr hoch
konservierte Sm-Faltungsmotiv gekennzeichnet, welches sich mit Blick auf die
Aminosduresequenz aus zwei Abschnitten (Sml und Sm2) zusammensetzt, die durch eine
variable Region voneinander getrennt sind (Hermann et al., 1995; Séraphin, 1995). Die
Struktur des Sm-Faltungsmotivs selbst besteht aus fiinf anti-parallelen pB-Faltbléttern (f1-5)
und einer a-Helix (1) am Amino-Terminus. Der Sm1-Abschnitt des Motivs umfasst dabei die
Helix al sowie die Faltblitter B1 -3, widhrend dem Bereich Sm2 die Strange B4 und B5
angehoren. Eine wesentliche Eigenschaft der Sm-Faltung ist die schleifen- oder gelenkartige
helikale ,,Querverbindung® zwischen den entgegengesetzt peripher gelegenen Stridngen 34
und B5, wodurch sich die charakteristische B-barrel-Struktur des Monomers schlief3t
(Abbildung 1A). Die Strange B4 und B5 rdumlich benachbarter Monomere interagieren zudem
iiber mehrere Wasserstoffbriicken miteinander und sind daher elementar an den Monomer-
Monomer-Kontakten beteiligt, auf deren Basis die fiir sémtliche Vertreter der Sm- und Lsm-
Proteinfamilie charakteristischen ringformigen Oligomere assemblieren (Ubersicht in Khusial
et al., 2005). Die Schleifen zwischen den Stringen B2 und B3 sowie zwischen B4 und B5
ragen dabei in die Pore der Ringstruktur hinein und interagieren dort mit RNA-Molekiilen
(Abbildung 1C). Die Monomere der Sm-Proteine haben relativ geringe Molekiilmassen von
~9-29 kDa und verfiigen gewohnlich iiber keine weiteren funktionellen oder strukturellen
Domaénen. Seltener beschriebene groBere Varianten der Lsm-Proteine besitzen ldngere
Fortsdtze am Carboxy-Terminus mit zusétzlichen RNA-Bindungs- oder Methyltransferase-

Doménen (Albrecht & Lengauer, 2004).
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variabel

Monomer

Abbildung 1: Struktur des Sm-Faltungsmotiv und des Hfq-Hexamers. (A) Kristallstruktur der humanen
SmD1-Untereinheit (Monomer; PDB-Eintrag: 1B34). Die fiinfp -Strdnge und die amino-terminale a-Helix (al)
sind gekennzeichnet. Die Schleifen der RNA-Bindungstasche zwischen 2 und B3 bzw. B4 und B5 sind rot
umrandet (modifiziert nach Khusial et al., 2005). (B) Binderdiagramm einer monomeren Sau-Hfq-Untereinheit
(PDB-Eintrag: 1KQ1). Die Motive Sml und "Sm2” (mit der konservierten YKHAI-Signatur) sind in blau bzw.
griin hervorgehoben. Die Helixal sowie die variable Region zwischen B3und 4 sind in orange dargestellt. Die
Rote Umrandung kennzeichnet den RNA-bindenden Bereich (modifiziert nach Schumacher et al., 2002). (C)
Uberlagerung der Kristallstrukturen von Sau-Hfq (mit und ohne gebundener RNA [AU;G]), Pae-Hfq (PDB-
Eintrag: 1U1T) und Eco-Hfq (PDB-Eintrag: 1HK9) im Béinderdiagramm; dargestellt in gelb, violett, hellblau
bzw. rosa. Gezeigt ist die proximale Seite der Homohexamere. Die Atome der RNA sind im Gittermodell wie
folgt gefarbt: Kohlenstoff, weil; Stickstoff, blau; Sauerstoff, rot; Phosphor, orange. Die gestrichelte Linie
umrandet eine Monomer-Untereinheit mit violett gefdrbtenf -Strdngen und der hellblau gefdrbten Helixal. Die
Sekundérstrukturen sind gekennzeichnet. Faltblitter der benachbarten Monomere sind durch ,,?* gekennzeichnet,
um die intermolekulare Interaktion zwischen den B4 und B5-Strdngen hervorzuheben. Der Strang B2? ist in
dunkelblau dargestellt und enthilt eine modifizierte ,,Walker A box* (modifiziert nach Brennan & Link, 2007;
Sukhodolets & Garges, 2003). (D) Distale Aufsicht auf Bindermodell von Eco-Hfq mit Uberlagerung des Apo-
Hexamers (griin) durch ein modelliertes A g-Ribonukleotid. Dargestellt in grau und schwarz ist die Aufteilung
des Hexamers in zwei Hfq-Trimere mit Bezug auf die zweifache Symmetrieachse; je mit gebundenem Ao-
Ribonukleotid. Eines der sechs dreigliedrigen Bindungs-Motive ist mit A (adenosine site), R (purine nucleotide
site) und E (entrance/exit site) gekennzeichnet (aus Link et al., 2009). Die Schleifen der proximalen RNA-
Bindungstasche zwischen 2 und B3 bzw. 4 und B5 sind in (A), (B) und (C) rot umrandet.
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1.4 Hfq ist ein Mitglied der Sm/Lsm-Proteinfamilie

Bakterielle Hfg-Proteine variieren in ihrer Sequenzlinge zwischen 70 und 110
Aminosdureresten (Franze de Fernandez et al., 1972; Sun et al., 2002; Valentin-Hansen et al.,
2004). Hfq ist ein RNA-bindendes Protein mit einer hohen Affinitit zu einzelstrdngigen AU-
reichen Abschnitten und Poly(A)-Sequenzen. Im Falle der AU-reichen Sequenzen werden
solche Bereiche bevorzugt, auf die eine Stammschleifenstruktur folgt bzw. die einer solchen

vorausgehen (Ubersicht in Brennan & Link, 2007).

Basierend auf den abgeleiteten Aminosduresequenzen konnte mithilfe von BLAST-Analysen
nachgewiesen werden, dass in den Genomen vieler Bakterien homologe Hfg-Proteine kodiert
werden, die eine starke Konservierung des amino-terminalen Sequenzbereichs (Reste 7-64 im
Protein aus E. coli) aufweisen (Moller et al., 2002; Zhang et al., 2002). Die konservierten
Abschnitte zeigten zudem eine starke Ahnlichkeit zu dem Sml-Motiv eukaryotischer wie
archaealer Sm- und Lsm-Proteine. In diesen beiden Arbeiten wurde ferner gezeigt, dass Hfg
aus E. coli (von hier an Eco-Hfq) in vitro zu einem ringférmigen Homo-Hexamer assembliert
(Abbildung 1C). Diese Befunde deuteten zusammen mit der bereits bekannten RNA-
bindenden Aktivitit und dem Einfluss auf mRNA-Stabilitdt und -Translation darauf hin, dass
es sich bei Hfq um einen evolutiondren Vorldufer der Sm-Proteine handeln kdnnte (Sun et al.,
2002) bzw. die gesamte Sm-Protein-Familie auf einen gemeinsamen Vorldufer zuriickgeht
(Moller et al., 2002). Bakterielle Hfg-Proteine enthalten die hoch-konservierte “Sm2’-Region
[YKHAI] (Abbildung 4A). Ahnlich dem eukaryotischen/archaealen Sm2-Motiv ist diese
invariable Sequenz kennzeichnend von hydrophoben Aminosédureresten umgeben und in
diesem strukturellen Kontext ebenfalls entscheidend an der Oligomerisierung des Proteins,
d.h. speziell an der Interaktion des B4-Strangs mit dem B5-Strang des jeweils benachbarten

Monomers beteiligt (Sun et al., 2002).

Inzwischen stehen in der Literatur Kristallstruktur-Daten von Hfg-Proteinen aus
Staphylococcus aureus (Sau-Hfq; PDB-Eintrag: 1kql; Schumacher et al, 2002) und
Pseudomonas aeruginosa (Pae-Hfq; PDB-Eintrag: 1U1S & 1U1T; Nikulin ef al., 2005) sowie
von einer verkiirzten Eco-Hfg-Version (Reste 1-72) (PDB-Eintrag: 1HK9; Sauter et al., 2003)
zur Verfligung. Zudem wurde kiirzlich die Struktur eines Hfg-Orthologs aus dem Archaeon
Methanococcus jannaschii publiziert (Mja-Hfq; PDB-Eintrag: 2qtx; Nielsen et al., 2007).

Dies ist der bislang einzige bekannte archaeale Vertreter des bakteriellen Sm-Typs. Diese
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Proteine haben das charakteristische Sm-Faltungsmotiv mit der konservierten B5al1p2B334-
Topologie (Abbildung 1B) gemeinsam und bilden ringformige Hexamere iiber die Sm-
typischen, intermolekularen B4-B5-Kontakte. Die Ringkerne haben einen Durchmesser von
circa 70 A und zeigen in der Seitenansicht eine Dicke von circa 25 A. Der Durchmesser der
durch diesen Ring definierten zentrale Pore liegt im Bereich zwischen 8 A und 12 A
(Ubersicht in Brennan & Link, 2007). Sau-Hfq wurde sowohl als Apoprotein als auch im
Komplex mit der kurzen RNA-Sequenz AUsG kristallisiert (Schumacher et al., 2002). Dieses
Heptaribonukleotid bindet das Protein zirkulér in einer stark positiv geladenen Furche, welche
die zentrale Pore auf der proximalen Seite (definiert als jene Seite mit den hervorstehenden o-
Helices) des Hexamers umschlief3t (siche auch Abbildung 1C). Diesem Mechanismus liegt die
Bildung von insgesamt sechs RNA-Bindungstaschen zu Grunde, an welcher sich im
Wesentlichen fiinf Aminosdurereste der Sm1- und "Sm2’-Motive benachbarter Untereinheiten
beteiligen: Die Reste Lys57-His58 im "Sm2’-Motiv sind in allen bis dahin identifizierten Hfq-
Proteinen, ebenso wie GIn§ (in der terminalen a-Helix) invariabel. Innerhalb des Sm1-Motivs
ist der an der Bindung beteiligte Rest Tyr42 in anderen Spezies mehrheitlich durch das
funktionell dquivalente Phenylalanin substituiert, wihrend Lys41 in den meisten (jedoch nicht
samtlichen) homologen Sequenzen durch Gln oder Asn ersetzt ist. Detaillierte Darstellungen
dieser RNA-Hfg-Interaktionen finden sich in Schumacher et al. (2002) und Brennan & Link
(2007). Link und Mitarbeiter (2009) publizierten unléngst die Kristallstruktur von Eco-Hfq im
Komplex mit einem Poly(A)-RNA-Molekiil (PDB-Eintrag: 3gib). Diese Interaktion, welche
moglicherweise bei der Regulation der bakteriellen mRNA-Degradation eine Rolle spielt
(siche Abschnitt 1.5.3.2; Folichon et al., 2003; Hajnsdorf & Régnier, 2000; Mohanty et al.,
2004), findet im Unterschied zu der Bindung AU-reicher Sequenzen auf der distalen Seite des
Hfg-Hexamers statt (Mikulecky et al., 2004). Anhand der Rontgenstrukturdaten wurden in
diesem Bereich sechs dreigliedrige Bindungsmotive (A-R-E) definiert, durch dessen
unterschiedliche Bindungsorte die Poly(A)-Sequenz sequenziell in Form von sechs
Trinukleotid-Wiederholungen gebunden wird (Abbildung 1D). Basierend auf diesen Analysen
postulieren die Autoren eine Bindekapazitéit von bis zu 18 Nukleotiden mit einer Spezifitét fiir

Poly(A-R-N)-Tripletts' (Link et al, 2009). Die meisten der an diesen Bindungorten

! A, Adenosin; R, Purin-Nukleotid; N, beliebiges Nukleotid
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beteiligten Aminosdurereste sind mehrheitlich in den homologen bakteriellen Proteinen
konserviert oder durch verwandte Aminosédurereste substituiert. Auffillig ist jedoch die
insgesamt relativ schwache Konservierung dieser Reste in der Sequenz von Sau-Hfq (und der
Orthologe einzelner weiterer Bakterien). Die Strukturanalyse von Schumacher und
Mitarbeitern (2002) liel zudem erkennen, dass die Oberflache der distalen Seite des Sau-Hfq-
Hexamers (im Gegensatz zu der deutlich elektropositiven Oberfliche von Eco-Hfq) einen
weithin unpolaren Charakter besitzt. Interessanterweise wurde fiir dieses Protein entsprechend

eine deutlich geringere Poly(A)-Bindungsaftinitit berichtet (Brennan & Link, 2007).

Hfg-Proteine zeigen eine erhebliche Varianz hinsichtlich der Lénge des carboxy-terminalen
Abschnitts. Die lingsten Carboxy-Termini besitzen die Varianten der - und y-Proteobakterien
(darunter auch E. coli). VeCerek und Mitarbeiter (2008) wiesen durch vergleichende Analysen
mit einer gekiirzten Version des Proteins aus E. coli (Hfqes) nach, dass der carboxy-terminale
Fortsatz eine weitere RNA-Interaktions-Fliche bietet und dabei eine Spezifitit fiir mRNAs
zeigt. Zudem wurde in derselben Arbeit fiir diese Region eine ungeordnete Struktur
vorhergesagt. Diese strukturelle Flexibilitdt konnte demnach Interaktionen mit vielen mRNA-
Molekiilen erleichtern. Dieser Aspekt ist insofern interessant, als die Hfq-Varianten aus
Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus (von hier an Staphylococcus), welchen bei einer
Sequenzlinge von 73 bzw. 77 Aminosduren jeweils der verldngerte Carboxy-Terminus fehlt,
in unterschiedlichen Experimenten das Ortholog aus E. coli funktionell nicht ersetzen konnten

(Vecerek et al., 2008).

1.5 Hifq - ein zentraler Akteur in der post-transkriptionellen Genregulation

1.5.1 Kleine regulatorische RNAs in Bakterien

Im Fokus der Forschungsarbeiten iiber das regulatorische Potenzial kleiner nicht-
proteinkodierender RNAs standen anfinglich primidr die microRNA- (miRNA) und short
interfering-RNA-Molekiile (siRNA) eukaryotischer Zellen. Diese ~20-30 Nukleotide
umfassenden RNAs sind in ihrer Funktion als zielerkennende Molekiile in eine Vielzahl
komplexer Regulationsprozesse auf genomischer und genspezifischer Ebene eingebunden
(Ubersicht in Carthew & Sontheimer, 2009). Schon bevor Lee und Mitarbeiter (1993) die
erste  eukaryotische regulatorische RNA identifizierten, waren nicht-kodierende,

regulatorische RNAs aus Bakterien bekannt (Ubersicht in Brantl, 2002). Neben den
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kodierenden mRNAs und den klassischen nicht-kodierenden RNA-Spezies (tRNA, rRNA,
tmRNA, 6S RNA) besitzen Bakterien eine beachtliche Anzahl an nicht-kodierenden RNA-
Molekiilen mit regulatorischeren Funktionen. In E. coli wurden bereits mehr als 80 dieser
Regulatoren experimentell nachgewiesen (Gottesman, 2004). Auch in Bezug auf andere
Bakterien ist in néchster Zeit dank moderner Hochdurchsatz-Verfahren mit einer
zunehmenden Anzahl identifizierter Riboregulatoren zu rechnen (Ubersicht in Sharma &
Vogel, 2009). Regulatorische RNAs haben relativ kurze Sequenzen im Bereich zwischen 50
und 300 Nukleotiden und sind zentrale  Faktoren  post-transkriptioneller
Regulationsmechanismen. Sie spielen dabei vermutlich in den zelluldren Reaktionen auf alle

umweltbedingt relevanten Stresssituationen eine maf3gebliche Rolle (Gottesman, 2004) .

Die in der Literatur hdufig vorgenommene Einteilung regulatorischer RNAs in cis- und trans-
kodierte RNAs basiert auf der genomischen Lokalisation derer kodierenden Bereiche relativ
zu den Genen der jeweils regulierten Ziel-RNAs (bzw. Ziel-Proteine). In dieser Arbeit wird
die Kurzform sRNA ausschlief8lich fiir trans-kodierte RNAs verwendet, wihrend cis-kodierte
RNA-Elemente aufgrund ihrer heterogenen Eigenschaften spezifisch in asRNAs (antisense-
RNAs) und Riboswitche unterteilt werden.

1.5.1.1 Cis-kodierte regulatorische RNAs

Viele regulatorische RNAs werden auf extrachromosomalen Elementen wie Plasmiden,
Bakteriophagen sowie innerhalb von Transposonen kodiert und regulieren deren Funktion und
Stabilitit bzw. die Anzahl derer zelluldren Kopien (Brantl, 2007; Wagner & Simons, 1994). Es
handelt sich dabei um cis-antisense-RNA-Molekiile (asRNAs), welche auf dem Gegenstrang
des Gens ihrer Ziel-RNA (sense-RNA) kodiert und mithilfe eines eigenen Promoters
transkribiert werden. Insofern zeigen diese Regulatoren hinsichtlich ihrer ca. 50-300
Nukleotide umfassenden Sequenz eine vollstindige Komplementaritét zu ihren Ziel-RNAs. In
jingeren Arbeiten zur umfassenden Identifizierung von chromosomal kodierten asRNAs
deutete sich ein erhebliches Potenzial fiir diese Art der bakteriellen Expressionskontrolle an
(Georg et al., 2009; Landt et al., 2008; Selinger et al., 2000). Funktionelle Untersuchungen
konnten zudem Beispiele asRNA-basierter post-transkriptioneller Regulation von

Stoffwechsel, Stressantwort, Photosynthese und Toxinbiosynthese beschreiben (z.B. André et
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al., 2008; Diihring et al., 2006; Kawano et al., 2007; Opdyke et al., 2004; Silvaggi et al.,
2005).

Weitere regulatorische, cis-kodierte RNA-Elemente sind Riboswitche und RNA-
Thermometer, die typischerweise in den 5'-UTRs der regulierten mRNAs lokalisiert sind und
infolge unterschiedlicher Signale aus der Umgebung ihre Konformation &dndern (Grundy &
Henkin, 2006). Riboswitche bestehen aus einer Aptamer-Region zur Bindung metabolischer
Liganden und einer Expressionsplattform, die - induziert durch die Liganden-Bindung - durch
die Ausbildung alternativer Sekundarstrukturen die Genexpression reguliert. Die induzierte
Konformationsédnderung fiihrt dabei z.B. zu der Ausbildung eines Transkriptionsterminators
und dadurch zur Attenuation der Transkription. Alternativ kann die Expressionsplattform
eines Riboswitches durch die Blockierung der Ribosomen-Bindungsstelle inhibitorisch auf die
Translation wirken (Mandal & Breaker, 2004). Bekannte Liganden sind z.B.
S-Adenosylmethionin (SAM), Flavinmononukleotid (FMN), L-Lysin und
Thiaminpyrophosphat (TPP) (aktuelle Ubersicht in Garst & Batey, 2009). Mittlerweile sind
zudem magnesiumbindende Riboswitche in Salmonella enterica (Cromie et al., 2006) und
Bacillus subtilis (Dann et al., 2007) bekannt. Interessanterweise ist der Mechanismus der
Transkriptions-Attenuation vorwiegend aus Gram-positiven Bakterien bekannt, wéhrend
Riboswitch-Regulation in Gram-negativen Bakterien auf der Ebene der Translations-Kontrolle
funktioniert (Nudler & Mironov, 2004). Insgesamt kommt Riboswitchen in Gram-positiven
Bakterien eine groflere Bedeutung zu als in Gram-negativen Bakterien; umgekehrt verhélt es

sich mit der Regulation durch trans-kodierte SRNAs (s.u.; Waters & Storz, 2009) .

RNA-Thermometer bilden in Abhéngigkeit von Temperaturdnderungen ebenfalls alternative
Sekundérstrukturen aus und regulieren dadurch in allen bislang bekannten Beispielen die
Initiation der Translation. Bei niedrigen Temperaturen werden die Ribosomen-
Bindungsstellen der regulierten mRNAs durch inhibitorische Strukturen der Thermometer-
Elemente blockiert. Infolge eines Temperaturanstiegs losen sich diese Stammschleifen auf
und ermdglichen so den Zugang fiir die Ribosomen und damit die Translation (Ubersicht in

Narberhaus et al., 2006).

11
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1.5.1.2 Trans-kodierte regulatorische RNAs (sSRNAs)

Trans-kodierte SRNAs werden im Genom z.T. weit entfernt von ihren Ziel-RNAs kodiert. Die
sRNA-Gene enthalten typischerweise Rho-unabhédngige Transkriptionsterminatoren und
liegen innerhalb ,intergenischer Regionen* (IGRs), d.h. genomischer Loci, welche von
offenen Leserastern (ORFs, open reading frame) flankiert sind, selbst jedoch nicht fiir
Proteine kodieren. Die Sequenzen von sRNA-Molekiilen umfassen typischerweise ~50-250
Nukleotide und zeigen im Gegensatz zu den asRNAs eine eingeschrinkte Komplementaritat
zu ihren Ziel-RNAs. Die Synthese von sSRNAs wird hdufig auf transkriptioneller Ebene (z.B.
durch Transkriptionsfaktoren) reguliert und unter bestimmten Wachstums- oder Stress-
Bedingungen aktiviert. Ahnlich den asRNAs handelt es sich bei bakteriellen SRNAs um post-
transkriptionelle Regulatoren. Sie beeinflussen durch eine direkte Basenpaarung mit kurzen
Sequenzabschnitten der 5°-UTRs ihrer Ziel-mRNAs die Transkript-Stabilitdt und/oder die
Initiation der Translation (siche Abbildung 2; Gottesman, 2004; Gottesman, 2005; Repoila &
Darfeuille, 2009; Storz et al., 2005; Waters & Storz, 2009)

Die intensiv untersuchten Beispiele MicA und OxyS aus E. coli blockieren dabei die
Ribosomen-Bindungsstellen (RBS) der jeweiligen mRNA und verhindern dadurch den
Zugang fiir die ribosomale 30S-Untereinheit. Da die 30S-Ribosomen-Bindung zudem direkt
stabilisierend auf mRNA-Molekiile wirkt, wird dieser Inhibierungs-Mechanismus oft von
einem beschleunigten nukleolytischen Abbau der betroffenen mRNA (z.B. durch RNase E)
begleitet (Massé et al., 2003; Morita et al., 2005; Vytvytska et al., 2000). Vergleichbar mit
dem Mechanismus der asRNA-basierten Regulation (s.0.) ist die Blockierung der RBS per se
der entscheidende Schritt fiir die negative Kontrolle der Proteinsynthese, wéhrend die
anschliefende Degradation der mRNA diesen Hemmungsmechanismus irreversibel macht

und so einen wichtigen Beitrag zur Robustheit des Systems leistet (Morita et al., 2006).

Einen neuartigen Mechanismus zeigt die Regulation der Synthese des Porins OmpD durch die
sRNA MicC in Salmonella (Pfeiffer et al., 2009). MicC bindet weit innerhalb des kodierenden
Bereichs der ompD-mRNA und beschleunigt dadurch deren Degradation durch RNase E,
ohne die Translationsinitiation direkt zu inhibieren. Anders als bei den beschriebenen
Beispielen fiir SRNA-vermittelte Translationskontrolle ist der endonukleolytische Abbau der

mRNA durch RNase E in diesem Fall ausschlaggebend fiir die Regulation.
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ORF sRNA

RBS he RBS

Keine Translation mRNA-Degradation Translation

Abbildung 2: Regulatorische Funktionen frans-kodierter sSRNAs durch Basenpaarung. Die Gene trans-
kodierter SRNA (dunkelgrau) sind im Genom getrennt von den Genen der Ziel-mRNAs (hellgrau) lokalisiert.
sRNAs interagieren mit den Ziel-mRNAs durch eingeschrénkt komplementdre Basenpaarungen. Einige sSRNAs
blockieren durch die Bindung der 5°-UTR die Ribosomen-Bindungsstelle (RBS) und inhibieren dadurch die
Translation der mRNA (links). Andere Beispiel-RNAs leiten durch die Duplexbildung mit ihrer Ziel-mRNA
direkt deren nukleolytischen Verdau ein (Mitte). Dieser Mechanismus kann auch durch die Interaktion mit dem
kodierenden Bereich der mRNA erfolgen (Pfeiffer et al., 2009). Eine Aktivierung der Translation erfolgt, wenn
eine sSRNA die Bildung einer inhibitorischen Sekundarstruktur durch Sequestrierung der 5-UTR verhindert
(rechts). Modifiziert nach Waters & Storz (2009).

Neben diesen inhibitorischen Funktionen sind in Bakterien unterschiedliche Mechanismen der
positiven post-transkriptionellen Genregulation durch sRNAs bekannt. Das prominenteste
Beispiel ist der ,,anti-antisense* Mechanismus der Translations-Aktivierung des generellen
Stress-Sigmafaktors RpoS durch DsrA-RNA in E. coli (Majdalani et al., 1998; Sledjeski et
al., 1996). Dem kodierenden Bereich der rpoS-mRNA geht eine lange 5-UTR von circa 600
Nukleotiden voraus, welche durch die Ausbildung einer inhibitorischen Stammschleifen-
Struktur mit der Ribosomen-Bindungsstelle die Translationsinitiation blockiert. Bei niedrigen
Temperaturen wird die Expression von DsrA Induziert. DsrA bindet an die 5'-UTR von rposS,
wodurch sich die Stammschleife 6ffnet und die Ribosomen-Bindungsstelle fiir die Bindung

der ribosomalen 30S-Untereinheit freigesetzt wird (Abbildung 3A). AuBerdem wirkt die
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DsrA-rpoS-Duplexbildung direkt stabilisierend auf das rpoS-Transkript. Bei logarithmischem
Wachstum kommt es innerhalb der inhibitorischen Stammschleife zu einem initialen
endonukleolytischen Verdau durch RNase III, dem sich der rasche Abbau des kodierenden
Bereichs der mRNA anschliefit. Infolge der stressinduzierten Bindung an DsrA ,,verlagert®
sich die RNase III-Erkennungssequenz in den 5'-rpoS-DsrA-Duplex, was eine Prozessierung
der 5'-UTR zur Folge hat und den kodierenden Bereich vor Degradation schiitzt (Resch et al.,
2008).

1.5.2 Hfq vermittelt die post-transkriptionelle Regulation durch sRNAs

In E. coli und nahe verwandten Bakterien ist Hfq ein wichtiger Ko-Faktor fiir die Stabilitit
und Funktion vieler charakterisierter trans-kodierter sSRNAs. Mittlerweile wurde fiir eine
Vielzahl insbesondere enterobakterieller SRNAs (und einiger mRNAs) eine Assoziationen mit
Hfq nachgewiesen (Sittka et al., 2008; Zhang et al., 2003). In zahlreichen Arbeiten konnte
ferner dargestellt werden, dass die Prdsenz von Hfq in vitro einen stimulierenden Effekt auf
die unvollstindig komplementédren Basenpaar-Interaktionen zwischen sSRNA und mRNA hat
(Geissmann & Touati, 2004; Kawamoto et al., 2006; Lease & Woodson, 2004; Meller et al.,
2002; Rasmussen et al., 2005; Zhang et al., 2002). In vitro-Strukturanalysen der funktionell
reprasentativen SRNA OxyS sowie der sSRNA-abhéngig regulierten mRNAs sodB und ompA
aus FE. coli lieferten deutliche experimentelle Hinweise auf Hfg-induzierte Veranderungen von
Sekundirstrukturen (Geissmann & Touati, 2004; Moll et al., 2003b; Zhang et al., 2002). Moll
und Mitarbeiter (2003b) zeigten zudem, dass die induzierte Strukturverdnderung der ompA-
mRNA nach einem proteolytischen Abbau des gebundenen Hfg-Proteins stabil bleibt. Hfq gilt
demnach als RNA-Chaperon, welches die effiziente Basenpaarung der RNA-Regulatoren mit
den Ziel-mRNAs stimuliert, indem es durch eine aktive Modifizierung der RNA-Faltung
inhibitorische Sekundirstrukturen 6ffnet (Ubersicht in Majdalani et al., 2005; Storz et al.,
2004; Valentin-Hansen et al., 2004). In einem erginzend diskutierten Modell zur Hfq-
Funktion agiert das Protein passiv als RNA-bindende Plattform, um durch die Erhéhung
lokaler RNA-Konzentrationen sRNA-mRNA-Interaktionen zu unterstiitzen (Storz et al.,

2004).

Unléngst brachten Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET) -basierte Interaktionsstudien

am Beispiel des DsrA-rpoS-Paars wichtigen Aufschluss iiber den Wirkungsmechanismus Hfg-

14



1 EINLEITUNG

stimulierter Riboregulation (Arluison et al., 2007). Nach dem abgeleiteten Modell (siehe
Abbildung 3B) assoziiert Hfq zunidchst in einer schnellen Reaktion mit DsrA und rpoS, was
eine Erhohung der lokalen Konzentration beider RNAs bedingt. Darauthin entfaltet sich die
Sekundérstruktur von 7poS in einem langsam ablaufenden, irreversiblen Prozess. Beide
Effekte begiinstigen die Basenpaarung zwischen rpoS und DsrA, welche ebenfalls langsam
verlduft. Nach weiteren Konformationsinderungen im rpoS-DsrA-Duplex erfolgt die
Dissoziation des Hfg-RNA-Komplexes. Ferner zeigten diese Analysen, dass Hfq den bereits
gebildeten Duplex ebenso wieder spalten kann. Beziiglich der physiologischen Funktion
dieser Riickwirtsreaktion wird ein Feinregulierungsmechanismus diskutiert (Brennan & Link,

2007).

Weiterhin bleiben viele offene Fragen hinsichtlich des Mechanismus der Hfg-vermittelten
Riboregulation. Unter anderem ist bisher nicht eindeutig gekldrt, ob sRNA und mRNA
zeitgleich an ein Hfg-Hexamer binden, oder ob sich beide RNAs auf zwei Hexamere verteilen
und durch hydrophobe Wechselwirkung zwischen diesen in rdumliche Nihe zueinander
gebracht werden (Storz et al., 2004). Letztere Hypothese wird durch kiirzlich veréffentliche
Strukturdaten unterstiitzt. Die Analyse der Kristallstruktur eines Hfg-Poly(A)-Komplexes (E.
coli) zeigte, dass Hfq auf der distalen Seite des Hexamers mit hoher Affinitét repetitive A-R-
N-Sequenzen (siche Abschnitt 1.4) bindet (Link et al., 2009). Tatsdchlich findet sich u.a.
innerhalb der 5’-UTR von rpoS ein (AAN)s-Element, welches flir die Interaktion mit DsrA
bedeutend ist (Soper & Woodson, 2008). Link und Mitarbeiter (2009) weisen zudem auf
(ARN)s- und (ARN)s-Elemente im Bereich der Ribosomen-Bindungsstellen zahlreicher Gene
im Genom von E. coli hin. Demgegeniiber bindet das Hfq-Hexamer auf seiner proximalen
Seite bevorzugt AU-reiche, an Stammschleifen grenzende einzelstringige Sequenzen
(Ubersicht in Brennan & Link, 2007) und wire demnach pridestiniert fiir die Assoziation mit

SRNAs.

15



1 EINLEITUNG

A DsrA B

rpos Hf 0
C\Wp 54 +§\j>|/+’ ‘ ) &
- 5 5 rpos
/ (<20s) (~4 min)
\ i, - rpoS
I/ O ‘o)
.

5
(-\ - = L s O‘—L-m—,__r_ 8 DsrA
¢ o DsrA \
I (8)
5
"

o Degradation

(~4min) (~9min)

=
=
Q

PNPase

PNPase

2
cccc

mRNA Hfg PAP I

ucaaGuc® Y uuu

CcC:)

> > > B
c
|""_'i'|"-I

UGAAGUG

—_—ee—yeancuc® Yy UUWW

P B BB

—
ccccj

Abbildung 3: Modelle zu Funktionen von Hfq in E. coli. (A) Translationsaktivierung der 7poS-mRNA durch
DsrA und Hfq (modifiziert nach Vecerek et al., 2009). In Abwesenheit von Hfq und der sSRNA DsrA wird die
Ribosomen-Bindungsstelle von 7poS durch intramolekulare Bassenpaarungen blockiert. Der initiale Verdau
durch RNase III leitet die Degradation des kodierenden Bereichs der mRNA ein (links). Hfq unterstiitzt die
Basenpaar-Bindung von DsrA an die 5'-UTR von rpoS und verlédsst den Komplex anschlieBend. Der DsrA-rpoS-
Duplex steht der Degradation durch RNase II zur Verfiigung; die ribosomale 30S-Untereinheit hat Zugang zu der
die Ribosomen-Bindungsstelle von rpoS und kann die Translation einleiten (B) Kinetisches Modell der Hfg-
vermittelten Translationsaktivierung durch DsrA (nach Arluison et al., 2007). (1) Schnelle Bindung von Hfq an
DsrA und rpoS. (2) RNA-Chaperon-Aktivitit: langsame Auflésung der Stammschleifen-Region von rpoS. (3)
Die erhohte lokale Konzentration der RNAs und die Entfaltung von rpoS beschleunigen die reversible Bildung
des DsrA-rpoS-Duplex. (4) Der RNA-Duplex 16st sich von Hfq, welches (5) fiir eine neue Reaktion zur
Verfiigung steht. (C) Hfg-vermittelte Kontrolle der Polyadenylierung von mRNAs (Modell nach Mohanty et al.,
2004). PAP 1 katalysiert die Polyadenylierung der 3’-Enden von mRNAs mit Rho-unabhidngigen
Transkriptionsterminatoren (Rho"). Hfq erleichtert im Komplex mit PAP I und PNPase den Zugang von PAP I an
die RNA, indem es die terminale Stammschleife des Terminators entfaltet. (D) Dynamisches Modell der
Rekrutierung akzessorischer Protein-RNA-Komplexe durch das Kern-Protomer des Degradosoms (nach Worrall
et al., 2008). RhiB, PNPase und Enolase binden in stochiometrischen Mengen konstitutiv an die carboxy-
terminale Doméne von RNase E. Zusétzliche PNPase-Einheiten sowie Hfq interagieren jeweils in Abhédngigkeit
von gebundenen RNA-Molekiilen transient - z.B. liber die RNA-Bindungsstellen - mit RNase E.
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Eine reduzierte Funktion von Hfq in Gram-positiven Bakterien ?

Im Gegensatz zu den meisten SRNAs in Gram-negativen Bakterien (speziell Enterobakterien)
spielt Hfq fiir die regulatorische Aktivitdt einiger Beispiele trans-kodierter SRNAs in Gram-
positiven Bakterien keine Rolle. Zum Beispiel wurde fiir die Translationsinhibitoren SR1 aus
Bacillus subtilis (Heidrich et al., 2006; Heidrich et al., 2007) und RNAIII aus Staphylococcus
(Boisset et al., 2007; Huntzinger et al., 2005) in vitro (sowie fiir RNAIII auch ex vivo) zwar
eine Assoziation mit Hfq nachgewiesen; auf die Bildung der Komplexe mit den Ziel-mRNAs

ahrC (SR1) bzw. spa (RNAIII) hatte Hfq jedoch keinen signifikanten Effekt.

Dariiber hinaus zeigen die Kristallstrukturen der Hfg-Proteine aus E. coli und Staphylococcus
deutliche Unterschiede hinsichtlich der Oberfldchenladung auf der distalen (in E. coli A-R-N-
Elemente bindenden) Seite, am potenziell RNA-bindenden seitlichen Rand sowie innerhalb
der zentralen Pore des Hexamers (Link et al., 2009; Sauter et al., 2003; Schumacher et al.,
2002). Diese in Eco-Hfq stark positiv geladenen Bereiche zeigen in Sau-Hfq ein weitgehend
elektronegatives Potenzial (Pore, Rand) bzw. nur schwache Polaritit (distale Seite). Auch
angesichts der generell niedrigen Ahfg-Transkriptmengen in Staphylococcus wird fiir dieses
Homolog eine reduzierte bzw. abweichende zelluldre Funktion diskutiert (Brennan & Link,
2007). Entgegen der pleitropen Phinotypen einiger proteobakterieller #fg-Mutanten, hatte die
hfg-Inaktivierung in Staphylococcus zudem keine nachweisbaren physiologischen Effekte

(Bohn et al., 2007).

In einer jlingeren Publikation berichten Nielsen und Mitarbeiter (2009) hingegen erstmals von
einem Hfg-abhdngigen sRNA-mRNA-Regulationsmechanismus in dem Gram-positiven
Humanpathogen Listeria monocytogenes. Gleichwohl ist die Mehrheit der in diesem
Bakterium bis dahin untersuchten regulatorischen RNAs (u.a. einige asRNAs) in vitro weder
fiir Stabilitét noch Ziel-mRNA-Bindung auf Hfq angewiesen (Mandin et al., 2007; Nielsen et
al., 2008; Toledo-Arana et al., 2009).

1.5.3 Weitere Funktionen von Hfq im RNA-Metabolismus

Neben der Funktion bei der sRNA-vermittelten Expressionskontrolle, kann Hfgq davon
unabhingig Einfluss auf die Stabilitdit von mRNAs nehmen. Das Protein bindet z.B. an 3'-
terminale Poly(A)-Schwénze, stimuliert deren Elongation durch die Poly(A)-Polymerase I
oder schiitzt das Transkript vor exonukleolytischem Verdau durch Polynukleotid-
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Phosphorylase (PNPase), RNase Il und RNase E (Folichon et al., 2003; Folichon et al., 2005;
Hajnsdorf & Régnier, 2000; Mohanty ef al., 2004). Ein Hfg-vermittelter Schutz vor RNase E-
katalysierter Degradation trdgt zudem zur Stabilitdt von sSRNAs bei, da Hfq und RNase E sehr
dhnliche einzelstrangige, AU-reiche Sequenzabschnitte innerhalb von (s)RNA-Molekiilen
erkennen und daher wahrscheinlich um diese konkurrieren. Entsprechende Beobachtungen
wurden in Bezug auf RNase E-abhidngige Degradation/Prozessierung polycistronischer tRNA-
Vorlaufer gemacht (Folichon et al., 2005; Moll et al., 2003a; Zhang et al., 2003). Hinsichtlich
des tRNA-Metabolismus gibt es zudem Hinweise, dass Hfq spezifisch tRNAs bindet und die
Aktivitdt der tRNA-Nukleotidyltransferase positiv beeinflusst (Lee & Feig, 2008; Scheibe et
al.,2007).

1.5.3.1 Interaktionen mit weiteren Proteinen des RNA-Metabolismus

Angesichts des weitreichenden Einflusses auf Stabilitdt und Aktivitit zahlreicher RNA-
Molekiile liegt die Vermutung nahe, dass Hfq auch mit Proteinen aus dem RNA-Stoffwechsel
interagiert. Tatsdchlich gibt es experimentelle Indizien, dass Hfq in E. coli mit dem
ribosomalen S1-Protein und/oder der RNA-Polymerase assoziiert. Andere Arbeiten weisen

zudem auf eine direkte oder indirekte Interaktion mit dem RNA-Degradosom-Komplex hin.

S1-Protein

S1 ist ein wichtiger Protein-Faktor bei der Translation von mRNA (Tzareva et al., 1994) und
Bestandteil des Replikationskomplexes des Bakteriophagen Qg (Inouye et al., 1974; Wahba et
al., 1974). Zudem zeigte S1 in vitro einen stimulierenden, anti-inhibitorischen Effekt auf die
Transkription (Sukhodolets et al., 2006). Ex vivo- und in vitro-Analysen deuteten an, dass Hfq
in E. coli in Abhdngigkeit von S1 mit der RNA-Polymerase assoziiert (Sukhodolets & Garges,
2003). Demnach wire es denkbar, dass Hfq (in Kooperation mit S1) eine Funktion innerhalb
der Schnittstelle zwischen Transkription und Translation zukommt. Allerdings konnte bisher
noch keine Evidenz fiir eine direkte Hfq-S1-Interaktion erbracht werden, sodass intrazelluldr
auch eine indirekte Assoziation, etwa iiber gebundene RNA vorliegen konnte (Vecerek ef al.,

2009).
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Das Degradosom

Das Degradosom ist ein Multiprotein-Komplex, der in Bakterien malgeblich an der
Prozessierung von rRNA- und tRNA-Vorldufern sowie an der Degradation von mRNA und
sRNA beteiligt ist. Die gesteuerte mRNA-Degradation gilt in Bakterien als wichtiger
regulatorischer Mechanismus zur Anpassung an verdnderte Lebensbedingungen. Durch die
schnelle Anpassung des zelluldren Transkript-Profils konnen Zellen mit relativ geringem
energetischen Aufwand rasch auf wechselnde &duBlere Einfliisse reagieren (Anderson &

Dunman, 2009).

In E. coli setzt sich der Degradosom-Komplex im Wesentlichen aus der RNase E, der PNPase,
der DEAD-box RNA-Helikase B (RhIB) und dem glykolytischen Enzym Enolase zusammen.
In sub-stochiometrischen Mengen werden zudem weitere, variable Komponenten assoziiert
(Ubersicht in Carpousis, 2007). Die Initiation der mRNA-Degradation erfolgt zumeist durch
einen endonukleolytischen Verdau durch RNase E in 5° — 3’-Richtung. Dieses Enzym
schneidet bevorzugt Transkripte mit mono-phosphorylierten 5-Enden innerhalb AU-reicher
Sequenzabschnitte, die oft von Stammschleifen-Strukturen umgeben sind. (Mackie, 1998;
McDowall et al, 1994). Die entstethenden RNA-Fragmente werden darauthin
phosphorylytisch durch die PNPase in 5" — 3’-Richtung degradiert. RhIB bewirkt dabei die
Auflosung inhibitorischer Sekundérstrukturelemente. Die Rolle der Enolase konnte in diesem
Zusammenhang bisher nicht aufgeklart werden; man vermutet jedoch eine zentrale Funktion
bei der Degradation von mRNAs einiger metabolischer Enzyme (Anderson & Dunman, 2009;
Chandran & Luisi, 2006).

Durch ex vivo-Affinitits-Aufreinigungen der RNase E aus E. coli konnten Morita und
Mitarbeiter (2005) zeigen, dass Hfq im Komplex mit den sRNAs SgrS und RyhB an die
carboxy-terminale Region der RNase E bindet. Interessanterweise ko-prazipitierte in dem
umgekehrten Ansatz lediglich RNase E, jedoch kein weiterer der typischen Degradosom-
Komponenten mit Hfq. Sowohl SgrS als auch RyhB binden in vitro an Hfq und stimulieren in
Abhingigkeit von RNase E die Degradation ihrer Ziel-mRNAs. Fiir diesen Prozess ist
zumindest im Fall von RhyB die carboxy-terminale Region der Nuklease essenziell (Massé et
al., 2003; Morita et al., 2004; Vanderpool & Gottesman, 2004; Zhang et al., 2003). Da diese

carboxy-terminale Region ebenso essenziell fiir die Assemblierung typischer Degradosom-
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Komponenten ist (Anderson & Dunman, 2009), konkurrieren diese offenbar mit Hfq und den

unterschiedlichen SRNAs um die Interaktion mit RNase E (Brennan & Link, 2007).

Dabei scheinen RNase E und Hfq jedoch nicht direkt miteinander zu interagieren, sondern
wahrscheinlich in einem indirekten Mechanismus mithilfe gebundener RNA (Worrall et al.,
2008). In derselben Arbeit wurde zudem gezeigt, dass der PNPase-Gehalt des Degradosoms in
Abhingigkeit von endo- und exogenen Bedingungen, und speziell in Korrelation mit
gebundener RNA variiert. Die Autoren schlagen angesichts dessen ein dynamisches Modell
vor, demnach bestimmte RNA-Spezies als Modulatoren der Degradosomen-Komposition
agieren und mithilfe ihrer unterschiedlichen Sekundérstruktur-Charakteristika akzessorische
Faktoren (z.B. Hfq vs. PNPase) rekrutieren (Abbildung 3D). Folglich wiirde Hfq im terniren
Komplex mit einem sRNA-mRNA-Paar transiente Interaktionen mit RNase E eingehen und
dadurch die RNA-Degradation einleiten. Die Ausbildung eines solchen Hfg-sRNA-
Ribonukleotid-Komplexes mit RNase E (bzw. dem Degradosom) fiihrte schlielich zur
raschen Degradation der jeweiligen Ziel-mRNA und erinnerte insofern funktionell an den

eukaryotischen RNA-induced silencing complex (RISC; Bartel, 2004; Morita et al., 2005).

1.5.3.2 Hfq beeinflusst die Polyadenylierung von mRNA

Die Polyadenylierung von mRNA ist ein in fast allen Organismen ablaufender Prozess zur
Kontrolle der Transkript-Stabilitit. In Eukaryoten trdgt diese post-transkriptionelle
Modifikation nukleédrer pra-mRNAs positiv zur Stabilitéit, Reifung, Translationseffizienz und
dem Transport in das Cytoplasma bei (aktuelle Ubersicht in Mandel et al, 2008). In
Prokaryoten und Organellen (mit einigen mitochondrialen Ausnahmen) dagegen kommt der
Polyadenylierung eine wichtige, stimulierende Funktion bei der kontrollierten mRNA-
Degradation zu. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die 3’-Poly(A)-Schwénze nicht dazu
neigen Sekundérstrukturen auszubilden und dadurch eine geeignete Plattform fiir die
Initiation nukleolytischen Abbaus durch 3'— 5" -Exonukleasen (RNase II/PNPase) bieten
(Lisitsky & Schuster, 1999).

Der bakterielle Mechanismus der Polyadenylierung ist am besten in E. coli untersucht und
wird dort bei mindestens 90 % aller mRNAs durch die Poly(A)-Polymerase I (PAP I)
katalysiert (Li et al., 1998; Mohanty & Kushner, 1999; Mohanty & Kushner, 2006). In den

Chloroplasten Hoherer Pflanzen, Cyanobakterien (Synechocystis) und dem Gram-positiven
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Bodenbakterium Streptomyces coelicolor hingegen ist die PNPase als bifunktionelles Enzym
sowohl fiir die Polyadenylierung als auch fiir die anschlieBende exonukleolytische
Degradation der mRNAs zusténdig (Hayes ef al., 1999; Monde et al., 2000; Rott et al., 2003;
Sohlberg et al., 2003; Yehudai-Resheff et al., 2003). Ein signifikanter Unterschied zwischen
PAP I und PNPase liegt in den Sequenzen der durch diese Enzyme produzierten
3’-Polynukleotide. Wéhrend PAP I homopolymere Poly(A)-Schwiénze synthetisiert, entstehen
durch die Polymerase-Aktivitit der PNPase heteropolymere poly(A)-reiche Schwinze
(Ubersicht in Slomovic et al., 2008). Interessanterweise besitzt die PNPase in E. coli neben
der exonukleolytischen Aktivitdt ebenfalls Polyadenylierungs-Aktivitidt und trdgt zu einem
circa 30-35 %igen heteropolymerischen Anteil an den Poly(A)-Schwinzen in Wildtyp-Zellen
von E. coli bei. (Mohanty & Kushner, 2000; Mohanty et al., 2004). In der jiingeren Arbeit
konnte ferner gezeigt werden, dass Hfq aus E. coli mit PNPase und PAP I ex vivo ko-
prézipitiert. Die genetische Inaktivierung von Afg fiihrte zudem zur Reduktion der PAP I-
vermittelten Polyadenylierung der 3’-Enden von mRNAs mit Rho-unabhéngigen (d.h. hoch
strukturierten) Transkriptionsterminatoren. Hajnsdorf und Mitarbeiter (2000) beobachteten
bereits zuvor einen stimulierenden Effekt von Hfq auf die Prozessivitdt von PAP I in E. coli.
Nach einem vorgeschlagenen Modell konnte Hfq in diesem Zusammenhang an die AU-
reichen 3’-terminalen Stammschleifen der mRNAs binden, diese als RNA-Chaperon auflosen
und dadurch den Zugriff durch PAP I erméglichen (sieche Abbildung 3C; Mohanty et al.,
2004). Die PNPase synthetisierte dagegen Hetero-Polynukleotide an den 3’-Enden von
mRNAs mit Rho-abhéngigem Terminator sowie von RNase E-Degradationsprodukten (siche
auch Mohanty & Kushner, 2006). Mohanty und Kushner (2006) beobachteten, dass
Prozessierungsprodukte polycistronischer Transkripte mit Rho-unabhidngigem Terminator
ebenfalls durch PAP I polyadenyliert wurden. Angesichts der oben besprochenen (RNA-
abhédngigen) Interaktion von Hfg mit RNase E sowie mit PAP I und PNPase diskutieren
Mohanty und Kushner (2006) einen Mechanismus, demnach Hfq einen Austausch von
prozessierten RNA-Molekiilen zwischen RNase E (bzw. dem Degardosom) und PAP I-

vermittelt.

1.6 Physiologische Phinotypen von Afg-Inaktivierungsmutanten

Die phinotypischen Merkmale von Ahfg-Mutanten unterschiedlicher Organismen sind

hauptsdchlich Defekte in Wachstum, Stresstoleranz und der Virulenz. Hinsichtlich des
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Wachstums auf Standard-Medium sind die Effekte in den meisten Féllen relativ gering und
duBern sich z.B. in verlingerten lag-Phasen und geringeren Zellteilungsraten (Ubersicht in
Chao & Vogel, 2010). Die Virulenz betreffende Phinotypen wurden insbesondere in einigen
Arten der o- und y-Proteobakterien beobachtet. Unter den Enterobakterien zeigten hfg-
Mutanten von Salmonella (Ansong et al., 2009; Sittka et al., 2007), Yersinia pestis (Geng et
al., 2009) und eines uropathogenen E. coli-Stamms (Kulesus et al., 2008) im Mausmodell
eine stark geschwichte Infektiositit. Ahnliche Beobachtungen wurden mit entsprechenden
Mutanten von Neisseria meningitidis (Fantappié et al., 2009) als Vertreter der f-
Proteobakterien, sowie Francisella tularensis (Kadzhaev et al., 2009) und Pseudomonas
aeruginosa (Sonnleitner et al., 2003) gemacht. In dem Fall von Pseudomonas aeruginosa
(von hier an Pseudomonas) war der Phénotyp u.a. auf eine Beeintrachtigung der durch Typ IV

Pili vermittelten Motilitit zuriickzufiihren (siehe Abschnitt 1.9).

Motilitdtsverluste wurden auch in den Aifg-Mutanten von Burkholderia cepacia (Sousa et al.,
2009) und den oben genannten E. coli- (Kulesus et al., 2008) und Salmonella-Stammen
(Sittka et al., 2007) beobachtet; nicht jedoch in Neisseria gonorrhoeae (Dietrich et al., 2009),
welches ebenfalls Typ IV Pili-vermittelte Motilitdtsmechanismen nutzt. Besonders ausgeprégt
waren die Pathogenitits-Defekte in Brucella abortus (Robertson & Roop, 1999) und dem
Cholera-Erreger Vibrio cholerae (Ding et al., 2004). Innerhalb der Gattung Vibrio konnte
zudem fiir die ebenfalls pathogene Spezies V. parahaemolyticus eine Rolle von Hfq in der
Pathogenitédt berichtet werden (Nakano et al, 2008). In Vibrionen wurde weiterhin ein
Zusammenhang zwischen sRNA-vermittelter Regulation des Quorum-Sensing und Hfq
nachgewiesen (Lenz ef al., 2004; Tu & Bassler, 2007). Anhand anderer in vivo-Modellsysteme
wurde noch fiir eine Reihe weiterer pathogener Vertreter der Proteobakterien eine wichtige
Rolle von Hfq auf die Virulenz beobachtet (Ubersicht in Chao & Vogel, 2010). Als bislang
einziges Gram-positives Bakterium zeigte Listeria monocytogenes im in vivo-Modell eine

Relevanz des Hfg-Proteins fiir die Virulenz (Christiansen ef al., 2004).

Hinsichtlich der Stresstoleranz wurden ebenfalls in zahlreichen, untersuchten Bakterien
Effekte infolge der genetischen Afg-Inaktivierung berichtet. So spielt Hfq insbesondere im
Hinblick auf die Empfindlichkeit gegeniiber oxidativem Stress, Nahrstofflimitation,

Osmolaritits-Schwankungen, Temperaturstress und pH-Schwankungen in verschiedenen
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pathogenen Organismen (s.0.) in unterschiedlicher Auspragung eine wichtige Rolle (Chao &

Vogel, 2010).

1.7 Riboregulation in Cyanobakterien

Fir die Wahrnehmung und Weiterleitung &uflerer Signale nutzen Cyanobakterien eine
Vielzahl  unterschiedlicher Zwei-Komponenten-Systeme  (Phosphotransfer-Kaskaden),
(aktuelle Ubersicht in Ashby & Houmard, 2006; Montgomery, 2007) sowie Serin/Threonin-
Kinasen (Zhang et al., 2007) und sekundire Botenstoffe. Dariiber hinaus sind in
Cyanobakterien zahlreiche, funktionell diverse Transkriptions- und Sigmafaktoren
(regulatorische Untereinheiten der RNA-Polymerase) bekannt, welche infolge duBlerer wie
innerer Stimuli die Transkription bestimmter Gruppen von Genen steuern (Asayama, 2006;

Osanai et al., 2008).

Von den ~200 experimentell in diversen Bakterien (v.a. Enterobacteriaceae, Vibrio,
Pseudomonas und Gram-positiven Arten) nachgewiesenen sRNAs wurden bislang
ausschlieBlich Orthologe in Organismen aus der jeweiligen phylogenetischen Nachbarschaft
identifiziert, nicht jedoch in Cyanobakterien (Livny et al, 2008). Angesichts der
vergleichsweise kurzen Reaktionszeit zwischen Stresssignal und sRNA-vermittelter
Stressantwort (Gottesman, 2004) liegt die Vermutung nahe, dass auch Cyanobakterien iiber

ein umfangreiches Repertoire an riboregulatorischen Mechanismen verfiigen.

Erstmals entdeckten Csiszar und Mitarbeiter Dbereits 1987 im Rahmen von
Transkriptionsanalysen eine cyanobakterielle asRNA innerhalb des Gasvesikel-Operons
g ABC von Calothrix PCC 7601 (Csiszar et al., 1987). Ein dhnlicher Zufallsfund war die
asRNA oa-furA in Anabaena PCC 7120 (von hier an Anabaena), welche die mRNA des
eisenabhdngigen Transkriptionsregulators FurA (ferric uptake regulator) iiber dessen volle
Lénge komplementér abdeckt. a-fur4 entsteht durch das ,,Durchlesen des benachbarten Gens
alr1690. Ist dieser Mechanismus unterbrochen, kommt es zu einer Zunahme der FurA-
Expression, demnach a-furA direkt zur Regulation des zelluldren Gehalts der mRNA beitragt
(Hernandez et al., 2006). Eine ebenfalls auf die Eisenstress-Antwort wirkende asRNA aus

Synechocystis wird unten niaher besprochen.
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Im Rahmen der ersten systematischen Suche nach Riboregulatoren in Cyanobakterien fiithrten
vergleichende Analysen der intergenischen Regionen unterschiedlicher mariner Stimme der
Gattungen Prochlorococcus und Synechococcus zur Identifizierung von sieben sRNAs, die als
Y1rl-Yfr7 bezeichnet wurden (cyanobacterial functional RNA; Axmann et al., 2005). Von
besonderem Interesse ist dabei Yfrl, dessen kodierender Bereich in den Genomen nahezu
aller Cyanobakterien - mit Ausnahme einiger an Schwachlicht adaptierter Stdmme der
Gattung Prochlorococcus - hoch-konserviert ist. In den meisten Stimmen zeigt sich zudem
eine Konservierung der genomischen Nachbarschaft der yfr/-Gene, die in diesen Fillen von
den Loci guaB und #rxA flankiert werden. Dies trifft dagegen in Synechocystis nur auf trx4 zu,
wihrend dieses Syntenie-Merkmal z.B. in Thermosynechococcus elongatus BP-1
(T elongatus) komplett fehlt. Northern Blot-Analysen konnten zudem  grof3e
Transkriptmengen von Yfrl in sieben unterschiedlichen cyanobakteriellen Stimmen
nachweisen (VOB et al, 2007). Analysen einer yfrl-Insertionsmutante in Synechococcus
elongatus PCC 6301 (S. elongatus) weisen auf eine wichtige Funktion dieser SRNA fiir das
Wachstum unter diversen Stressbedingungen hin (Nakamura et al., 2007). Im Gegensatz zu
diesem Ortholog lieB3 sich das yfr/-Gen in Synechocystis nicht deaktivieren (unverdffentlichte
Daten; Dienst & Wallner), was - auch in Anbetracht der zelluldren Abundanz des Transkripts -
auf eine essenzielle gesamtphysiologische Relevanz von Yfrl in diesem Organismus

hindeutet.

Der erste systematische Ansatz in nicht-marinen Cyanobakterien erfolgte durch vergleichende
Genomanalysen der Modellorganismen Synechocystis, S. elongatus, T. elongatus und des
toxin-produzierenden Stamms Microcystis aeruginosa NIES-843. In dieser Arbeit wurde u.a.
eine sSRNA-Familie definiert, deren Mitglieder sich durch eine starke Konservierung der
Nukleotid-Sequenzen sowie ihrer vorhergesagten Sekundirstrukturen kennzeichnen. Diese
Yfr2-Familie erscheint in Cyanobakterien weithin konserviert, zumal einige Vertreter (Y{r2-5)
bereits zuvor in den marinen Stimmen beschrieben wurden (s.o.; Axmann et al., 2005;
Steglich et al., 2008). Durch exemplarische Northern Blot-Analysen wurden in Synechocystis
hohe Transkriptmengen (édhnlich dem Yfr1-Niveau) der drei Varianten Yfr2a, Yfr2b und Yfir2c
nachgewiesen. Einige konservierte Sekundirstruktur-Motive der Y{fr2-Familie deuten
interessanterweise auf eine Interaktion dieser SRNAs mit Proteinen hin (Vo3 et al., 2009) . Ein

Beispiel fiir eine proteinbindende sRNA ist die in Bakterien weit verbreitete CstB- (carbon
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storage regulator B) RNA, welche durch antagonistische Bindung an das globale post-
trankriptionelle Regulatorprotein CsrA dessen inhibitorische Interaktion mit verschiedenen
mRNAs verhindert (Babitzke & Romeo, 2007). Eine vergleichbare (oder auch andersartige)
Interaktion/Funktion wurde fiir die Yfr2-RNAs jedoch bislang nicht nachgewiesen. In vivo-
Analysen des Yfr2a-Promotors dagegen zeigten, dass dessen Aktivitit abhéngig von den
Umgebungsbedingungen, insbesondere der Lichtintensitit und wahrscheinlich der Temperatur
ist. So weist die Lichtstress-induzierte Transkription von Yfr2a auf eine spezifische oder

allgemeine Funktion innerhalb der zelluldren Stressantwort von Synechocystis hin.

Kiirzlich wurde mithilfe einer Kombination aus bioinformatischen Vorhersagen und 7iling-
array-Analysen des Transkriptoms von Synechocystis eine Reihe neuer, z.T. stark
akkumulierender sRNAs sowie v.a. asRNAs beschrieben und teilweise hinsichtlich ihrer
Expressionsprofile charakterisiert (Georg et al., 2009). Die Expression einiger der in dieser
Arbeit identifizierten SRNAs werden ebenfalls bei Lichtstress induziert bzw. reprimiert. Fiir
z.B. eine dieser asRNAs gibt es Hinweise auf eine Funktion bei der Prozessierung des
(ribosomalen) L11-Operons. Die Autoren diskutieren schlieflich eine zentrale Rolle von
chromosomal kodierten asRNAs innerhalb regulatorischer Netzwerke in (Cyano)bakterien.
Demnach wiren asRNAs an der Regulation von circa 10 % aller Gene in Syrnechocystis

beteiligt.

IsrR — ein Beispiel fiir antisense-Regulation in Cyanobakterien

In Symechocystis wurde ein sense-antisense-Mechanismus entdeckt, der auf post-
transkriptioneller Ebene die Akkumulation des Eisenstress-Proteins IsiA (iron stress induced
protein A) reguliert (Diithring et al., 2006). IsiA ist ein chlorophyllbindendes Protein, dessen
Expression bei Eisenmangel sowie bei Licht-, Salz- und oxidativem Stress induziert wird. Der
kodierende Bereich von IsiA liegt innerhalb des isiAB-Operons, dessen Expression durch das
Repressorprotein FurA sowie durch bislang unbekannte aktivierende Faktoren reguliert wird
(Ghassemian & Straus, 1996; Kunert ef al., 2003). Im Rahmen von isi4A-Expressionsanalysen
entdeckten Diihring und Mitarbeiter (2006) die asRNA IstR (iron stress repressed RNA), die
auf dem Gegenstrang des isiA-Gens kodiert und als 177 Nukleotide langes Transkript
exprimiert wird. Weiterfilhrende Analysen ergaben zudem, dass IsrR bei optimalen

Wachstumsbedingungen konstitutiv in grolen Mengen akkumuliert und unter Eisenlimitation
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sowie anderen IsiA-induzierenden Stressbedingungen ein inverses Akkumulationsverhalten
gegeniiber isi4 zeigt. Untersuchungen von Syrnechocystis-Mutanten mit modifizierten IsrR-
Gehalten lieferten ferner deutliche Hinweise auf eine IsrR-vermittelte post-transkriptionelle
Regulation der IsiA-Expression. So hatte die Uberexpression von IsrR eine verzdgerte und
insgesamt reduzierte Anreicherung von IsiA unter den gegebenen Stressbedingungen zur
Folge. Eine artifizielle, antisense-basierte Abreicherung des zelluldren IsrR-Gehaltes fiihrte
dagegen zu einer frithzeitigen und insgesamt stirkeren Akkumulation von IsiA (Diihring
et al., 2006). Es stellte sich - auch angesichts der konstitutiv hohen zelluldren Transkript-
Mengen von IsrR - jedoch die Frage nach dem biologischen Zweck dieser post-

transkriptionellen Kontrollinstanz (neben der Transkriptionskontrolle durch FurA).

Auf der Basis mathematischer Modellierung, gestiitzt durch semi-quantitative Analysen des
zeitlichen Verlaufs der IsrR- und isi4-Transkriptakkumulationen, konnten im Vorfeld der
vorliegenden Arbeit theoretische Voraussagen iiber den funktionellen Einfluss asRNA-
basierter Regulation auf die Stressantwort in Synechocystis getroffen werden (Legewie et al.,
2008). Demnach bewirkt IsrR bei z.B. anhaltendem Eisenmangel durch kompetitive
Inhibierung und regulierte Degradation eine zeitliche Verzogerung der isid-
Transkriptakkumulation und etabliert dadurch einen zeitlichen Schwellenwert zur
Differenzierung zwischen Kurz- und Langzeit-Stimuli. Umgekehrt gewdhrleistet IstR bei
Riickfiihrung der Zellen in eine optimale Umgebung (in diesem Beispiel durch ein erneutes
Eisen-Angebot) eine rapide Abnahme der zelluldren isi4-Transkriptmenge. Auf diese Weise
wird die energetisch aufwindige Akkumulation und Translation der isi4A-mRNA zeitlich

prézisiert und auf den tatséchlichen zellulédren, stressbedingten Bedarf abgestimmt.

1.8 Hfq in Cyanobakterien

Im Rahmen erster Untersuchungen zur phylogenetischen Verteilung von Hfg-Proteinen wurde
mithilfe einer BLAST-Suche (auf der Basis der abgeleiteten Aminosduresequenzen) in circa
der Hélfte der 140 damals in der NCBI-Datenbank gefiihrten bakteriellen Genome je
mindestens ein homologer, Hfg-kodierender Locus identifiziert (Sun et al., 2002). Wahrend
z.B. in nahezu allen o-, B- und y-Proteobakterien Orthologe gefunden wurden, schienen
Cyanobakterien neben einigen weiteren phyletischen Gruppen jedoch kein Hfq zu besitzen.

Im Hinblick auf die Sequenzkonservierung der Hfq-Orthologe war jedoch auffillig, dass das
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Sm-Motiv (Sm1 + ‘Sm2’) lediglich vier bis sieben hoch-konservierte Aminosdurereste
enthilt, welche von einem charakteristischen Muster hydrophober Aminosiurereste umgeben
ist (siche Abschnitt 1.4). Die Sequenzdhnlichkeit innerhalb der Sm-Familie erschien
insgesamt relativ gering, und selbst hinsichtlich der konservierten, an der RNA-Bindung in
Staphylococcus beteiligten Lys-His-Folge im "Sm2’-Motiv zeigten sich Varianzen zwischen
paralogen Sequenzen innerhalb eines Organismus. Daher stellte sich die Frage, inwieweit ein
einzig auf der Aminosduresequenz-Konservierung basierende BLAST-Ansatz ausreicht, um
alle bakteriellen Mitglieder der Hfg-Familie zu erfassen. Valentin-Hansen und Mitarbeiter
(2004) erginzten die zuvor durchgefiihrten Standard-BLAST-Analysen (Sun et al., 2002)
durch eine gezielte Suche nach konservierten Motiven und Sequenzmustern unter
Berticksichtigung von Sequenzlinge und -dhnlichkeit. Dabei identifizierten die Autoren
zunéchst ein Hfg-Homolog in dem filamentdsen Cyanobakterium Anabaena. Darautfolgende
BLAST-Analysen wiesen schlielich Hfg-Homologe in vielen weiteren Cyanobakterien nach.
Aus dem Sequenzvergleich zwischen Hfg-Proteinen aus Synechocystis und Anabaena sowie
verschiedenen ,konventionellen* Varianten (Abbildung 4A) geht hervor, dass innerhalb
beider cyanobakterieller Sm-Motive insgesamt 12 der charakteristischen hydrophoben
Aminoséurereste hoch-konserviert sind. Diese sind zudem - mit den Ausnahmen weniger
Reste - auch in weiteren Cyanobakterien hoch-konserviert bzw. konservativ substituiert
(Abbildung 4B). Ferner zeigte sich, dass einige der ansonsten hoch-konservierten
Aminosdurereste des Sm1-Motivs in den cyanobakteriellen Sequenzen fehlten; innerhalb des
"Sm2’-Motivs findet sich in Synechocystis zudem der untypische Sequenzabschnitt Leu-Ala
[LA] (anstelle der funktionellen Lys-His-Reste [KH] konventioneller Hfq-Sequenzen; siche
Abbildung 4B). In vielen anderen cyanobakteriellen Varianten ist dieser Abschnitt jedoch
durch Lys/Arg-Gln [K/RQ] substituiert. Eine auffdllige Besonderheit cyanobakterieller Hfg-
Sequenzen ist die hoch-konservierte Trp-Gln-Asp [WQD]-Signatur innerhalb des Sml-
Motivs. Diese Aminosdurereste sind absolut invariabel (sieche Abbildung 4B). Insgesamt
betragt die Sequenzidentitit zwischen den cyanobakteriellen Hfg-Proteinen (am Beispiel der

Variante aus Synechocystis) und jenen aus Staphylococcus bzw. E. coli 20 % und 23 %.
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Abbildung 4: Vergleich der Aminosiresequenzen bakterieller Hfq-Proteine. (A) Sequenzen aus
Synechocystis und Anabaena im Vergleich mit Hfq aus Staphylococcus, Bacillus subtilis, E. coli, Salmonella,
Vibrio chlolerae und Pseudomonas. An der RNA-Bindung (in Staphylococcus) beteiligte Aminosaurereste sind
oberhalb der Sequenzen durch ,.+* gekennzeichnet (basierend auf Valentin-Hansen et al., 2004). (B) Vergleich
der Hfg-Sequenzen aus diversen Cyanobakterien. Die in Cyanobakterien weitgehend konservierten hydrophoben
Reste der Sm-Motive sind unterhalb der Sequenzen durch ,H* markiert. Konservierungsgrad: Komplett
konservierte Aminosdurereste (100 %), weifl mit schwarzem Hintergrund; hoch konservierte Aminoséurereste
(>80 %), weil mit dunkelgrauem Hintergrund; schwach konservierte Aminosdurereste (>60 %), schwarz mit
hellgrauem Hintergrund. S., Symechococcus; A., Anabaena, N., Nostoc; T., Thermosynechococcus; A.,
Acaryochloris; M., Microcystis; Tr., Trichodesmium; C., Cyanothece; Syn., Synechocystis; G., Gloeobacter; P.,
Prochlorococcus. Die Benennung der Cyanobakterien-Arten basiert auf der aktuellen Nomenklatur der
Cyanobase-Datenbank (http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase; Stand: 17.02.2010)

1.9 Phototaktische Motilitiat in Cyanobakterien

Neben anderen photosynthetischen Mikroorganismen hat auch Synechocystis die Fahigkeit
entwickelt, sich in Abhingigkeit von der herrschenden Lichtqualitit bzw. -quantitét gerichtet
auf festen Oberflichen zu bewegen (Choi et al., 1999). Diese lichtinduzierte Motilitét
(Phototaxis) ist fiir diese Bakterien bedeutend um sich innerhalb ihrer Umgebung optimal
zum Licht zu positionieren. und konnte daher auch fiir die Fitness der Cyanobakterien
innerhalb von Lebensgemeinschaften wie Biofilmen oder mikrobiellen Matten bedeutend sein

(Bhaya, 2004).

Der Bewegungsmechanismus von Synechocystis wird als twitching (oder gliding) motiliy
bezeichnet und ist im Zusammenhang mit der Chemotaxis am besten in dem
Modellorganismus Pseudomonas untersucht (Ubersicht in Kato et al., 2008; Mattick, 2002).
Strukturell liegen diesem Mechanismus die Typ IV Pili zu Grunde. Diese Zellfortsitze sind
zudem essenziell flir die natiirliche Kompetenz zur Aufnahme exogener DNA-Molekiile
(Nakasugi et al., 2006; Yoshihara et al., 2001) und spielen (in einigen pathogenen Bakterien)
eine wichtige Rolle in der Zell-Zell-Adhdsion (Nudleman & Kaiser, 2004). Die
Untereinheiten der Typ IV Pili setzen sich im Wesentlichen aus dem Strukturprotein PilA
(Pilin) zusammen. Die Bewegung erfolgt durch einen periodischen, ATP-abhingigen
Extensions-Retraktions-Mechanismus der Pili, an dem die zwei hoch-konservierten
Motorproteine PilB und PilT (PilB1 bzw. PilT1/PilT2 in Synechocystis; Bhaya et al., 2000;
Okamoto & Ohmori, 2002) beteiligt sind. Uber den molekularen Regulationsmechanismus
der phototaktischen Bewegung - von der Lichtperzeption bis zur Expression der
Strukturkomponenten - ist in Synechocystis im Detail bislang wenig bekannt. Basierend auf

Mutagenese-Studien konnte in diesem Zusammenhang jedoch eine Reihe funktioneller Gene
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identifiziert und z.T. charakterisiert werden (Bhaya et al., 2000; Bhaya et al., 2001b;
Yoshihara et al., 2001; Yoshihara & Ikeuchi, 2004). Diese Gene sind dhnlich den Chemotaxis-
Genen der Enterobakterien zumeist in Operonen organisiert. Darunter finden sich die drei
homologen fax (Phototaxis)-Loci fax1-tax3, welche - mit Ausnahme von fax3, dem ein
Histidin-Kinase-Gen fehlt - alle Komponenten einer Chemotaxis-Signaltransduktionskaskade
kodieren. Unter diesen ist auch ein Gen fiir das phytochrom-dhnliche Protein TaxD1, welches
wahrscheinlich als Photorezeptor in der positiven Phototaxis, d.h. der Zellbewegung in
Richtung der Lichtquelle, eine wichtige Rolle spielt (Bhaya et al., 2001a; Yoshihara et al.,
2000). Weitere konservierte, an der Signaltransduktion beteiligte Faktoren werden u.a.
innerhalb der genomisch gruppierten Loci pilG-pilJ-, pilL-C, und pilL-N kodiert (Yoshihara et
al., 2002). Essenziell flir die Pilus-Biogenese sind zudem die Loci pilC sowie pilM-pilQ, die
putative Membranproteine kodieren und PilD, welches als putative Prépilin-Peptidase/Pilin-
Methylase vermutlich elementar an der Reifung der Pili beteiligt ist (Bhaya et al., 2000).
Neben pilA1 (s.0.) enthidlt das Genom von Synechocystis zudem kodierende Bereiche fiir elf
weitere PilA-dhnliche Proteine. Fiir drei dieser homologen Protein, deren kodierenden
Bereiche in dem Operon s/r2015-slr2018 liegen, konnte ebenfalls eine essenzielle Funktion in

der Motilitdt nachgewiesen werden (Bhaya ef al., 2001b; Yoshihara & Ikeuchi, 2004).

Als weitere regulatorische Faktoren fiir die phototaktische Motilitit bzw. Pilus-Biogenese
konnten die Serin/Threonin-Kinasen SpkA (Kamei et al., 2001) und SpkB (Kamei et al.,
2003) sowie die putative Proteinkinase SIr1443 (Kim et al., 2004) und Komponenten der
cAMP-vermittelten Signaltransduktion identifiziert werden. So fiihrte die genetische
Inaktivierung sowohl der Adenylat-Zyklase Cyal als auch des cAMP-bindenden
Transkriptionsfaktors Sycrpl in Synechocystis zu einer starken Beeintrachtigung der Motilitit
(Bhaya et al., 2006; Terauchi & Ohmori, 1999; Yoshimura et al., 2002b). Die Mutante
Asycrpl zeigte zudem eine reduzierte Pili-Dichte auf der Zelloberfliche. Angesichts
experimenteller Hinweise auf eine durch Blaulicht (450 nm) stimulierte, Cyal-abhéngige
Akkumulation des zelluliren cAMP-Gehalts wird der direkter FEinfluss einer
blaulichtabhéngigen Signaltransduktion fiir die Aktivierung der Pilus-Biogenese diskutiert
(Terauchi & Ohmori, 2004).
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1.10 Zielsetzung dieser Arbeit

Uber die Rolle riboregulatorischer Mechanismen in Cyanobakterien gab es zu Beginn der
vorliegenden Arbeit nur wenige Informationen. Neben einzelnen zufillig identifizierten,
regulatorisch wirksamen asRNA-Molekiilen war zu diesem Zeitpunkt lediglich eine kleine
Gruppe potenzieller sSRNAs (Yfrl-7) bekannt (sieche Abschnitt 1.7), fiir deren zelluldre

Funktion bis dahin keine experimentellen Daten vorlagen.

Als ein wichtiger Aspekt fiir weiterfiihrende, umfassende Untersuchungen des Potenzials
sRNA-vermittelter Genregulation in Cyanobakterien galt die Frage nach der funktionellen
Relevanz der orthologen Hfg-Proteine in diesen Organismen. In diesem Zusammenhang sollte
eine hfg-Inaktivierungsmutante des cyanobakteriellen Modellorganismus Synechocystis
etabliert und einleitend durch physiologische Untersuchungen sowie durch Microarray-
Analysen charakterisiert werden, um Hinweise auf die Angriffspunkte moglicher Hfq-
vermittelter Riboregulation in Cyanobakterien zu bekommen. Im Mittelpunkt des Interesses
stand dabei schlielich der potenzielle Einfluss von Hfq auf die bislang wenig verstandene

Regulation der phototaktischen Motilitdt von Synechocystis.

Ein weiteres Ziel war es, durch vergleichende Expressionsanalysen mit einem speziellen
Tiling-array, Hfg-abhéngig akkumulierende sRNAs in Synechocystis zu identifizieren und

anschliefend funktionell zu untersuchen.

Weiterhin sollte das Hfg-Protein aus Synechocystis - angesichts der im Vergleich mit (u.a.)
enterobakteriellen Orthologen insgesamt schwachen Sequenzkonservierung - hinsichtlich der
Konservierung struktureller und funktioneller Eigenschaften bereits charakterisierter Hfq-
Varianten untersucht werden. Entsprechende in vitro-Analysen sollten mithilfe eines heterolog
exprimierten Hfg-Proteins erfolgen und durch genetische Komplementierungsversuche

erginzt werden.
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2 Ergebnisse

In Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals umfassende funktionelle und strukturelle
Untersuchungen zu einem cyanobakteriellen Ortholog des Regulatorproteins Hfq im
Modellorganismus Synechocystis durchgefiihrt. Dieses Kapitel stellt die erarbeiteten Daten
dar und ist nach den unterschiedlichen Themenkomplexen und methodischen Ansétzen in drei

Hauptabschnitte gegliedert.

Der erste Abschnitt beschéftigt sich mit der physiologischen und molekularen
Charakterisierung einer Mutante des genomischen Locus ssr3341, welcher erstmalig von
Valentin-Hansen und Mitarbeitern (2004) als putatives Ahfg-Gen identifiziert wurde. Im
zweiten Teil folgen Strukturanalysen eines gereinigten rekombinanten Hfg-Proteins aus
Synechocystis (Syn-Hfq) sowie in vitro-Bindungsstudien desselben mit ausgewéhlten RNA-
Molekiilen. Der letzte Abschnitt behandelt die Tiling-array-basierte Identifikation Hfg-
abhéngig exprimierter putativer SRNAs (Hpr) in Synechocystis und liefert erste Hinweise auf

eine Funktion von Hpr3.

2.1 Funktionelle Analyse des hfg-Orthologs in Synechocystis
2.1.1 Konstruktion einer Aifg-Mutante

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde der kodierende Bereich des putativen hfg-Gens ssr3341 (von
hier an Afg) im Genom von Synechocystis durch Insertionsmutagenese deaktiviert. Die
entsprechenden Klonierungsarbeiten wurden im Wesentlichen von Dr. Ulf Diihring und Gisa

Baumert (Institut flir Biologie, Humboldt-Universitit zu Berlin) durchgefiihrt.

Dabei wurde zunidchst der genannte Locus inklusive der putativen Promotor- und
Transkriptionsterminatorregionen der flankierenden Sequenzbereiche in den Vektor pGEM-T
(Promega) ligiert. AnschlieBend erfolgte die Insertion einer Chloramphenicol(Cm)-
Resistenzgen-Kassette (Cm") in sense-Orientierung in die XmaJl Schnittstelle des offenen
Leserahmens von #Afg. Ein Schema dieser Strategie ist in Abbildung 5A dargestellt. Mit
diesem Konstrukt wurde ein motiler Wildtyp-Stamm von Synechocystis transformiert
(Ermakova et al., 1993), und die resultierenden Klone wurden auf Cm-haltigem Festmedium

selektiert. Die vollstindige Segregation der Wildtyp-Genomkopien in der Mutante Ahfg
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wurde mithilfe von PCR- und Southern Blot-Analysen nachgewiesen (Abbildung 5B,C).
Ergénzend konnte durch Immunoblot-Analysen mit einem spezifischen Antiserum kein Hfg-

Protein in der Mutante detektiert werden (Abbildung 5D).

A
XmaJl
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BsaAl BsaAl
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«—1892bp - - 6779 bp
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Alfg:Cm® . S379bp

L — 492 bp Anfy  _WT_
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Abbildung 5: Genetische Inaktivierung von hfg in Synechocystis. (A) Schematische Darstellung der
Mutagenese von ssr3341 (hfg). Die Lage der fiir die Amplifikation des Afg-Gens und dessen flankierender
Bereiche (100 bp stromaufwirts; 179 bp stromabwiérts) eingesetzten Primer (fw, ssr3341-fw; rev, ssr3341-rev)
ist mit Pfeilen markiert. Die in der Klonierung verwendeten Restriktionsorte sind gekennzeichnet. (B, C) Der
Nachweis der vollstdndigen Segregation von WT-Genomkopien erfolgte per PCR mit dem Primerpaar ssr3341-
fw/ssr3341-rev sowie per Southern Blot-Analyse von Hindlll/Bgll-verdauter genomischer DNA unter
Verwendung einer Afg-spezifischen [a’*P]-markierten DNA Sonde. Dargestellt ist ein 0,8 %iges Agarosegel mit
Ethidiumbromidfarbung der PCR-Produkte (B) bzw. ein Autoradiogramm der Southern Blot-Analyse (C) fiir
jeweils zwei repriasentative Klone der Aifg-Mutante. (D) Immunoblot-Analyse zum Nachweis der vollstindigen
Inaktivierung auf Proteinebene. Losliche Zellextrakte wurden proteinnormiert (5 pg) in einem 16 %igen SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der
immunologische Nachweis erfolgte mit einem spezifischen Hfg-Antiserum. Die Detektion wurde unter
Verwendung eines anti-Kaninchen-HRP-Konjugates im Chemilumineszenz-Assay durchgefiihrt.
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2.1.2 Physiologische Charakterisierung der A/fqg Mutante von Synechocystis
2.1.2.1 Hfq hat keinen Einfluss auf das Wachstum unter diversen Lichtbedingungen

Die Inaktivierung des /fg-Gens rief in den meisten untersuchten Organismen phénotypisch
schwerwiegende, z.T. pleiotrope negative Effekte, insbesondere im Hinblick auf Virulenz und
Stresstoleranz der Bakterien hervor (sieche Abschnitt 1.6). Funktionelle Analysen zu
homologen Hfq-Proteinen aus Cyanobakterien waren bis dahin nicht ver6ffentlicht.
Angesichts der von pathogenen Bakterien stark abweichenden Lebensweise der
Cyanobakterien - im Speziellen hinsichtlich des Bedarfs an Licht und atmosphérischem CO, -
stellte sich eine zentrale Frage: Inwieweit existieren funktionell einerseits Parallelen zu
enterobakteriellen Hfg-Varianten (allgemeine Stresstoleranz) und andererseits spezifische
Ausprigungen (Regulation photosynthetischer Parameter) bei cyanobakteriellen Hfq-
Orthologen ?

Daher wurden zundchst Analysen zum Wachstumsverhalten der Ahfg Mutante von
Synechocystis unter verschiedenen Lichtbedingungen durchgefiihrt. Fiir die Darstellung
vergleichender Wachstumskurven wurden Fliissigkulturen von WT und Ahfg unter
Standardkulturbedingungen (28 °C, ca. 75 umol Photonen m? s™) kontinuierlich mit Luft
begast. Vor Versuchsbeginn wurden die Zelldichten der Kulturen mindestens einmal durch

Verdiinnung mit BG11-Medium angeglichen.

Aus dem Vergleich der Wachstumskurve von Wildtyp und Mutante geht hervor, dass die /fg-
Inaktivierung  unter  Standardkultivierungsbedingungen  keine  Effekte auf das
Wachstumsverhalten von Synechocystis ausiibt (Abbildung 6). Ahnlich dem Wildtyp zeigt
Ahfg in den ersten Tagen logarithmisches Wachstum, welches sich im Verlauf der neun
Versuchstage nur langsam einem ,,Plateau® annihert. Ahnlich dem Wildtyp zeigt die Mutante
in den ersten Tagen logarithmisches Wachstum, welches sich im Verlauf der neun
Versuchstage nur langsam einem ,,Plateau” annéhert. Entsprechende Verlaufe wurden auch
beobachtet, wenn das Wachstumsverhalten tiber einen ldngeren Zeitraum oder ausgehend von
hoheren Zelldichten analysiert wurde (nicht gezeigt). So wurden auch in den
spatlogarithmischen und stationdren Wachstumsphasen keine Defizite bei Ahfg festgestellt.

Folglich ist insgesamt hinsichtlich der grundlegenden Wachstumsparameter unter definierten
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Standardbedingungen ein erster phanotypischer Unterschied zu den /fg-defizienten Mutanten
von z.B. E. coli (Tsui et al., 1994), Vibrio cholerae (Ding et al., 2004) und Pseudomonas

(Sonnleitner et al., 2003) zu beschreiben.

Vergleichende Untersuchungen zum Wachstum bei diversen Lichtintensititen wurden auf
Agar-Festmedium in Zellkulturplatten durchgefiihrt. Dazu wurden Fliissigkulturen definierter
Zelldichte auf den Agar aufgetragen und fiir zwei Wochen unter verschiedenen
Lichtbedingungen bei 28 °C inkubiert. Um ggf. quantitative Unterschiede auf der Basis
einzelner Kolonien darstellen zu konnen, wurde mit vierstufigen Verdlinnungsreihen (je
Faktor 10"), ausgehend von einer Zelldichte von 10° Zellen ml™ gearbeitet. Abbildung 6B
zeigt, dass weder unter Stark- (HL, ~150 pmol Photonen m? s') noch unter
Schwachlichtbedingungen (LL, < 30 pmol Photonen m™ s™') eingeschrinktes Wachstum bzw.
beeintrachtigte Vitalitdit der Ahfg-Mutante zu beobachten sind. In der hdochsten
Verdiinnungsstufe (10° Zellen mI™) wurden fiir Wildtyp und Ahfy jeweils 18-20 Kolonien bei

2 g gezihlt. Bei

Starklicht und mittlerer Lichtintensitdt (ML, ~75 pmol Photonen m’
Schwachlicht lieBen sich in der Verdiinnungsstufe 10* noch Kolonien in groBerer, nicht
zahlbarer Menge fiir Wildtyp und Ahfg nachweisen. Insgesamt fallen bei diesem Experiment
unterschiedliche Koloniemorphologien zwischen Wildtyp und Mutante auf. Die distinkten,
glattrandigen Kolonien von Akfg sind auf den Verlust der Motilitdt zurlickzufiihren; ein

Aspekt, der in Abschnitt 2.1.2.3 ausfiihrlich besprochen wird.
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Abbildung 6: Wachstum von Synechocystis Wildtyp und Ahfg in Fliissigkultur sowie auf Festmedium bei
unterschiedlichen Lichtintensititen. (A) Synechocystis Wildtyp und Ahfg wurden bei 28 °C in BG11-Medium
mit kontinuierlicher Luft-Begasung und bei einer Lichtintensitit von ~75 umol Photonen m™ s angezogen. Zu
Versuchsbeginn wurde die Zelldichte auf OD;so = ~0,1 eingestellt. Die Kultivierungsbedingungen wurden
wihrend des Versuchs konstant gehalten. (B) Wachstum von Synechocystis Wildtyp und von je zwei Klonen der
Ahfg-Mutante unter diversen Lichtbedingungen. Fliissigkulturen der Konzentrationsstufen 10°, 10°, 10* und 10°
Zellen ml" wurden zu je 7ul auf 0,75 % BGIll-Agar aufgetragen und fiir neun Tage bei 28 °C und
Lichtintensititen von ~150 (HL), ~75 (ML) und < 30 (LL) pmol Photonen m™ s™" inkubiert. WT, Wildtyp.
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2.1.2.2 Wachstum unter Néihrstoffmangel und abiotischen Stressbedingungen —
erhohte Thermotoleranz von Ahfg

In den vor dieser Arbeit untersuchten Organismen spielt Hfq eine globale Rolle in der
zelluldren Stressantwort, was u.a. auf dessen wichtigen Einfluss auf die Translation von GS,
dem Sigma-Faktor der generellen Stressantwort (in E. coli) zuriickgefiihrt wird (Muffler ez al.,
1996). In Anbetracht dessen wurde in dieser Arbeit der Frage nachgegangen, ob die
Inaktivierung von Afq in Symechocystis @hnliche Effekte auf dessen Wachstum unter

ausgewdhlten Stressbedingungen hervorrutft.

Entsprechend den in Abschnitt 2.1.2.1, beschriebenen Versuchen, wurde im Folgenden anhand
des Wachstumsverhaltens der Ahfg-Mutante exemplarisch deren Toleranz gegeniiber
Salzstress, Stickstoffmangel und Glukose-Verfiigbarkeit untersucht. Dazu wurden jeweils 7 pul
Fliissigkultur des Wildtyps sowie zweier Klone von Akfg mit Zelldichten von 10°-10° Zellen
ml™ auf entsprechend modifiziertes Festmedium aufgetragen und fiir neun Tage bei 28 °C und

s inkubiert. Gegeniiber keiner der gewihlten Stressbedingungen

~75 pumol Photonen m”
zeigte sich eine herabgesetzte bzw. erhohte Toleranz der Mutante im Vergleich zum Wildtyp.
Die Untersuchung des mixotrophen Wachstums (mit 0,2 % Glukose) war insbesondere
deshalb interessant, da in dieser Arbeit der D-Glukose sensitive (GS) Stamm von
Synechocystis verwendet wurde. Entsprechende Versuche mit Glukosekonzentrationen von
1 % wiesen ebenfalls keine Defizite der Mutante nach. Weitere - hier nicht aufgefiihrte -
Experimente, welche gleichfalls keine Effekte der /fg-Inaktivierung in Synechocystis darlegen
konnten, untersuchten das Wachstum unter verschiedenen Lichtqualititen (dunkelrot, griin,

blau), im diurnalen Licht-Dunkel-Rhythmus sowie heterotrophes Wachstum (unter

Lichtausschluss).

Da sich Cyanobakterien an schwankende Makrondhrstoffverfiigbarkeit durch die
Verschiebung der Verhiltnisse von Pigmentgehalten bzw. Antennenkomplexen anpassen
konnen (Ubersicht in Grossman et al., 1993; Schwarz & Forchhammer, 2005), sollte zudem
der mogliche Einfluss der Afg-Inaktivierung auf diese Adaptationsmechanismen untersucht
werden. In der Abwesenheit gebundenen Stickstoffs im Medium degradiert Synechocystis als

nicht-diazotrophes Cyanobakterium zur Mobilisierung zelleigener Stickstoffresourcen
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innerhalb eines Tages fast vollstindig seine Phycobilisomen, die cyanobakteriellen
Lichtsammelkomplexe (Richaud et al, 2001). Dieses Phidnomen ldsst sich im
Lichtabsorptionsspektrum anhand der abnehmenden Phycocyanin- (PC)-Absorption bei ~620-
630 nm optisch verfolgen. Des Weiteren erscheinen die Kulturen nach wenigen Tagen
chlorotisch, d.h. sie nehmen zunichst eine gelb-griine, und spiter - wegen des zeitlich
verzogerten, zusitzlichen Abbaus von Chlorophyll (Chl) a (Gorl et al., 1998) - eine gelbe
Farbung an. Fir die vergleichende Analyse der durch Stickstoffmangel induzierten
Degradation der Phycobilisomen wurden Fliissigkulturen von Wildtyp und AAfg wihrend der
logarithmischen ~Wachstumsphase sedimentiert und in nitratfreiem BGI11-Medium
resuspendiert. Die spektrale Lichtabsorption wurde zu definierten Zeitpunkten photometrisch
gemessen (Abbildung 7B). Aus den gezeigten Spektren geht hervor, dass sich nach sechs
Stunden eine leichte Verzogerung in der Abnahme der PC-Absorption in AAfg abzeichnet. Die
Berechnungen der PC/Chl-Verhéltnisse (nach Myers et al., 1980) ergaben fiir Ahfg zum
Zeitpunkt 6 h gegeniiber dem Wildtyp einen um ~11 % erhohten Wert. Nach 22 Stunden
gleichen sich diese Werte zwischen Wildtyp und Mutante wieder an (+ ~4 % in Akfg), und es
ist in beiden Kulturen zu einem drastischen Abfall der PC-Absorption gekommen. Demnach
16st der Stickstoffmangel keine deutlich abweichende physiologische Stressantwort An  Afg
hervor, was sich durch den in Abbildung 7A dargestellten Wachstumsversuch auf nitratfreiem
Festmedium bestitigt. Dort ist zu sehen, dass es in den getesteten Kulturen innerhalb von
neun Tagen infolge des Stickstoffmangels gleichermalen zu Chlorosen kommt und die
Kolonien gelb erscheinen. Dieser Effekt ist bei einer Ausgangsdichte von 10° Zellen ml”
nicht erkennbar, da die geringen Ammonium-Mengen aus der Eisenquelle (~23 pmol '
Ammoniumeisen(Ill)-citrat) des Mediums in dem gegebenen Zeitraum offenbar fiir die

Stickstoftversorgung weniger Kolonien ausreicht.

Die oben beschriebene, scheinbar verlangsamte Kinetik der Phycobilisomen-Degradation
sowie das tempordr erhohte PC/Chl-Verhdltnis in Ahfg konnten in einem
Wiederholungsexperiment nicht bestdtigt werden. Diese Daten werden hier dennoch
aufgefiihrt, um darauf hinzuweisen, dass dhnliche Beobachtungen mehrfach auch in anderen
physiologischen Experimenten gemacht wurden. Haufig zeigte sich in Fliissigkulturen der

Ahfg-Mutante im Vergleich zum Wildtyp eine schwache, jedoch deutlich sichtbare
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Blaufiarbung, welche sich jeweils im Absorptionsspektrum durch eine scheinbar erhohte PC-
Absorption (vgl. Abbildung 7B) widerspiegelte. In diesen Féllen betrugen die Abweichungen
der errechneten PC/Chl-Verhiltnisse (nach Myers et al, 1980) gleichwohl maximal 5 %
(nicht gezeigt). Da diese Daten schwierig reproduzierbar waren, wurde dieser potenzielle

Phénotyp auch angesichts seiner schwachen Auspragung nicht weiter analysiert.
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Abbildung 7: Einfluss ausgewihlter abiotischer Stressbedingungen auf Wachstum wund
Phycobilisomenabbau von Synechocystis Wildtyp und Ahfg-Mutante. (A) Wachstum von Synechocystis
Wildtyp und von je zwei Klonen der Aifg-Mutante unter Salzstress (684 mM NaCl), Stickstoffmangel (-N) und
mit Glukose (0,2 % Glc). Fliissigkulturen der Konzentrationsstufen 10°, 10°, 10* und 10° Zellen mI" wurden zu
je 7ul auf 0,75 % BGIl1-Agar aufgetragen und fiir neun Tage bei 28 °C und ~65 pmol Photonen m™ s’
inkubiert. (B) Lichtabsorptionsspektren ganzer Zellen in Fliissigkulturen von Synechocystis Wildtyp und Ahfg
unmittelbar bevor (+N) und sechs (6h) bzw. 22 Stunden (22h) nach Uberfiihrung in stickstofffreies BG11-
Medium. Die Spektren wurden auf die optische Dichte bei 750 nm sowie das Absorptionsmaximum von
Chlorophyll a bei 680 nm normiert. Die graue, waagerechte Linie markiert die Hohe des Absorptionsmaximums
bei ~625 nm zu Versuchsbeginn. WT, Wildtyp.
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Einzig im Hinblick auf die Thermotoleranz von Symechocystis konnte ein schwacher
stressbedingter Phanotyp von Ahfg beobachtet werden. Diverse Versuchsansitze zur Toleranz
gegentiber kurzzeitigen, bis zu dreistiindigen Temperaturerh6hungen (44 °C, 48 °C) hatten
zunéchst kein abweichendes Verhalten der Mutante nachweisen kdnnen. Der in dieser Arbeit
verwendete Wildtyp-Stamm von Synechocystis erwies sich generell (auch bei hoéheren
Lichtintensitdten) als relativ robust gegeniiber der in der Literatur als lethal eingestuften
Temperatur von 48 °C (z.B. Tuominen et al., 2008). Entgegen den Daten von Suzuki und
Mitarbeitern (2005), lie sich unser Wildtyp-Stamm nach dreistiindigem Hitzestress durch
mehrtigige Inkubation bei 28 °C regenerieren. Dasselbe galt fiir AZfg (Daten nicht gezeigt).

Daher wurden folgend Langzeitversuche in Fliissigkultur bei der ,,sub-lethalen* Temperatur
von 44 °C durchgefiihrt. Die Darstellung von Wachstumskurven erwies sich in diesem
Zusammenhang als ungeeignet, da die Kulturen das Wachstum bereits nach zwei Tagen
einstellten. In den Vorversuchen fiel jedoch auf, dass Wildtyp-Kulturen unter diesen
Bedingungen im Licht (~65 pmol Photonen m™ s™) schneller ausblichen als Kulturen der
Ahfg-Mutante. Daher wurde hier der relative zelluldre Pigmentgehalt als MaBstab fiir die
Thermotoleranz definiert. Dazu wurden mit Luft begaste Fliissigkulturen iiber jeweils vier
Tage in einem Wasserbad konstant auf 44 °C temperiert. Die Analyse erfolgte ca. alle 24
Stunden durch die photometrische Messung des Lichtabsorptionsspektrums ganzer Zellen.
Abbildung 8 zeigt reprisentative Ergebnisse aus zwei unabhédngigen Experimenten mit
jeweils drei parallel untersuchten Kulturen, deren Zelldichte zu Versuchsbeginn auf
OD750=~0,23 (Versuch A; Abbildung 8A) bzw. ~0,7 (Versuch B; Abbildung 8B,C) eingestellt
wurde. Die Absorptionsspektren der Wildtyp-Kulturen zeigen nach vier Versuchstagen einen
kompletten Verlust der zelluldren Pigmente, wihrend in den Spektren der Aifg-Kulturen zum
selben Zeitpunkt zwar deutlich verringerte, aber erkennbare Phycocyanin- und Chlorophyll-
Absorptionsmaxima erscheinen. In Abbildung 8C sind die Fliissigkulturen aus Versuch B
nach vier Tagen Hitzestress dargestellt. Die gezeigten Spektren (Abbildung 8B) repréisentieren
die Kulturen WT3 bzw. Ahfg2. Das im Vergleich sichtbar weiter fortgeschrittene Ausbleichen
der Wildtyp-Kulturen bestitigt die spektralen Daten und weist auf einen durch die hfg-
Inaktivierung hervorgerufenen, verzogerten Pigmentverlust bei hohen Temperaturen hin. Der

beobachtete, allmdhliche Bleichungsprozess entspricht nicht dem von Nakamoto und
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Mitarbeitern ~ (2000;  2003)  beschriebenen  hitzeinduzierten  photobleaching  der
Phycobilisomen. Jener Prozess ldsst sich bei einer Temperatur von 50 °C bereits nach zehn
Minuten - wie unter Stickstoffmangel - anhand der Abnahme des Absorptionsmaximums bei

~630 nm beobachten. Auch dieser Effekt war mit dem verwendeten Wildtyp nicht

nachweisbar (s.0.).
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Abbildung 8: Thermotoleranz von Synechocystis Wildtyp und Ahfg. (A, B) Lichtabsorptionsspektren ganzer
Zellen in Flissigkulturen unmittelbar bevor (28 °C) und zwei (2d) bzw. vier Tage (4d) nach Inkubation bei
44 °C. Die Spektren wurden auf die optische Dichte bei 750 nm normiert. Zu Versuchsbeginn hatten die
Zellkulturen optische Dichten von ~0,23 (A) bzw. ~0,7 (B). (C) Zellkulturen aus Versuch B nach vier Tagen
Inkubation bei 44 °C. Die in (B) dargestellten Absorptionsspektren sind reprasentative Messungen der Kulturen

WT3 bzw. Ahfg2. WT, Wildtyp.
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2.1.2.3 Hfq ist essenziell fiir die phototaktische Motilitit von Synechocystis

Der phototaktischen Motilitdt von Synechocystis liegt ein Mechanismus zu Grunde, der auf
der Aktivitit zelluldrer Fortsitze, den Typ IV Pili basiert (Ubersicht in Bhaya, 2004).
Homologe Strukturen existieren u.a. auch im pathogenen y-Proteobakterium Pseudomonas,
fiir dessen Typ IV Pili vermittelte Motilitdt bereits eine Abhéngigkeit von Hfq gezeigt werden
konnte (Sonnleitner et al., 2003). Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit
vergleichende Motilitétstests mit Synechocystis Wildtyp und Ahfqg auf Agarmedium
durchgefiihrt. Dazu wurden Zellen aus Fliissigkulturen von sechs unabhéngigen Klonen sowie
des Wildtyps auf glukosehaltige BG11-Agarplatten ohne Antibiotikum aufgetragen und bei
28 °C durch unidirektionale Belichtung mit Weilllicht zur gerichteten Bewegung stimuliert.
Innerhalb von 14 Tagen nach dem Auftragen der Kulturen zeigten Wildtyp-Zellen eine
deutliche Bewegung in Richtung der Lichtquelle (Abbildung 9). Die dort sichtbaren, fiir die
Phototaxis typischen fingerartigen Kolonieausldufer konnten jedoch bei keinem der sechs

getesteten Ahfg-Klone beobachtet werden.

Abbildung 9: Phototaxis-Test von Wildtyp und

sechs Klonen der Ahfg-Mutante. (A) Es wurden

jeweils 5 ul exponentiell wachsender

Flissigkulturen (OD75y ~0,4) auf 0,5 %ige BG11-

10T . . Agarplatten ohne Antibiotikum aufgetragen und fiir

' 14 Tage durch eine WeiBlichtquelle unidirektional

.. ® ® ® ® mit 1-3 pmol Photonen m? s ' belichtet (siche
1 2 3 4 5 6 1 2

Pfeil). WT, Wildtyp.
Ahfy WT

Es zeigten sich zudem glatte Rdnder der aufgetragenen Kolonien, was darauf hinweist, dass
die Inaktivierung von /fg einen generellen Motilitatsverlust zur Folge hatte. Motile Wildtyp-
Stimme besitzen auch bei einer gleichméBigen Belichtung auf Festmedium eine scheinbar
ungerichtete (eventuell chemotaktische) Beweglichkeit, die im Fall von Ahfg nicht
nachweisbar ist (siche z.B. Abbildung 6B, Verdiinnungsstufe 10°). Demzufolge lag die
Vermutung nahe, dass die Ursache fiir den Verlust der phototaktischen Motilitdt in der
Beeintrachtigung zentraler Signaltransduktionsschritte und/oder im Verlust essentieller

Oberflachenstrukturen liegt.
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2.1.2.4 Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Analysen

Die entscheidenden Strukturen fiir die Motilitdt von Synechocystis sind die einleitend
erwdhnten Typ IV Pili. Eine eingeschriankte/fehlende bzw. auch iibermédfige Ausbildung
dieser Fortsdtze in Ahfg konnte insofern den beobachteten physiologischen Phénotyp auf

zellbiologischer Ebene erkliren.

Typ IV Pili von Synechocystis werden anhand ihrer Grofle in zwei unterschiedliche
Morphotypen eingeteilt (Bhaya et al., 2000). Die ,,kleinen Pili* haben einen Durchmesser von
3-4 nm und sind gleichmaBig auf der Zelloberfliche verteilt, wahrend fiir die auffilligeren
»groflen Pili* mit etwa doppeltem Durchmesser und einer Lange von bis zu 5 um noch kein

spezifisches Lokalisationsmuster gezeigt werden konnte.

Um die Priasenz bzw. Verteilung von kleinen und groBen Pili auf der Zelloberfldche von Ahfg
zu untersuchen, wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Jochen Golecki am Institut fiir Biologie II
der Albert-Ludwigs-Universitit Freiburg TEM-Aufnahmen von Zellen der Mutante und des
Wildtyps angefertigt. Die Darstellungen in Abbildung 10 zeigen, dass der Wildtyp iiber
auffallende Zellfortsitze verfiigt (Abbildung 10A), die den Zellen von Ahfg fehlen
(Abbildung 10B). In einzelnen Féllen lassen sich deratige Pilistrukturen auch auf der
Zelloberfliche der Mutante nachweisen (Abbildung 10C), jedoch von deutlich feinerer
Ausprigung (Abbildung 10D,E). Demnach ruft die Inaktivierung von Afg in Synechocystis
einen kompletten Verlust der grolen Typ IV Pili und insgesamt eine erhebliche

Beeintrachtigung der Assemblierung kleiner Pili bzw. der ,,Gesamtpilierung* hervor.

Ein entsprechender morphologischer Phénotyp wurde auch mit dem Motilititsverlust einer
pilA1-Mutante in Verbindung gebracht (Bhaya et al., 2000; siehe auch néchsten Abschnitt).
Insofern liefern diese Daten einen deutlichen Hinweis auf eine direkte oder indirekte

(regulatorische?) Funktion von Hfq in der Pilus-Biogenese in Synechocystis.
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Abbildung 10: Exemplarische TEM-Aufnahmen einzelner Synechocystis Zellen von Wildtyp und Ahfg. (A)
Wildtyp mit groBen Pili (schwarzer Pfeil), (B) Ahfg ohne sichtbare Pilistrukturen, (C) Ahfg mit kleinen Pili
(weiller Pfeil). (D) und (E) zeigen Zellen von Wildtyp bzw. Ahfg in stirkerer Vergroferung. Die verwendeten
Zellen wurden fiir die Mikroskopie unmittelbar von Fest- in BGI11-Flissigmedium iiberfiihrt. Die
Negativkontrastierung der Strukturen erfolgte mit 0,5 % Uranylacetat (siche auch Golecki, 1988).

2.1.2.5 Expressionsanalysen

2.1.2.5.1 Northern Blot-Analysen ausgewihlter mRNAs

Als zentrale Strukturkomponente der Typ IV Pili ist das Polypeptid Pilin, dessen
Vorlduferprotein (Pripilin) im Genom von Synechocystis durch pilA1 (sll1694) kodiert wird,
fiir die Biogenese der groB3en Pili (Bhaya et al., 2000; Yoshihara et al., 2001) und damit fiir
die phototaktische Motilitdt essenziell. Zudem ist fiir den Aufbau eines funktionellen
Pilusapparates neben einigen weiteren Faktoren auch die Expression des putativen
Motorproteins PilB1 (Locus: s/r0063) sowie der Serin/Threonin-Kinase SpkA (Locus:
sll1575) erforderlich (Kamei et al., 2001; Panichkin et al., 2006; Yoshihara ef al., 2001).

Um einen ersten Einblick in die molekularen Hintergriinde des nicht-motilen Phénotyps von
Ahfg zu bekommen, wurden zunéchst vergleichende Northern Blot-Analysen exemplarisch

mit spezifischen Sonden fiir pil41, pilBIund spkA durchgefiihrt (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Northern Blot-Analyse der Transkriptmengen von pil41 (links), pilBI (Mitte) und spkA
(rechts) in WT und Ahfg unter Standardkultivierungsbedingungen. Die Gesamt-RNA wurde aus fliissigen
Zellkulturen wéhrend der logarithmischen Wachstumsphase isoliert und zu je ca. 3 pg in einem 1,3 %igen
denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nylonmembran wurde
die RNA mit genspezifischen DNA- (pilA]) bzw. RNA- (pilB1, spkA) Sonden hybridisiert. Zur Ladekontrolle
diente eine 16S-rRNA-spezifische DNA-Sonde. Die dargestellten Hybridisierungssignale repréasentieren Daten
aus drei Versuchsreihen.

Die Hybridisierungsdaten zeigen schwach erhohte Transkriptmengen fiir pilB1 (+ 78 %) und
spkA (+ 29 %) in Ahfq, wihrend um 40 % reduzierte Mengen der pil4I-mRNA in der Mutante
gegeniiber dem Wildtyp nachweisbar sind. Panichkin und Mitarbeiter (2006) berichteten von
erhohten pildl-Transkriptmengen und dem Verlust groBer Pili in einer spkA-
Insertionsmutante. Demnach wére das inverse Verhalten der entsprechenden mRNAs in Ahfg
ggf. auf eine stringentere Regulation der pildl-Expression durch erhdhte SpkA Mengen zu
erkldren. In Anbetracht des drastischen Verlustes an Typ IV Pili auf der Zelloberfliche von
Ahfg geben diese relativ geringen Unterschiede auf mRNA-Ebene jedoch keinen
ausreichenden Aufschluss iiber die molekularen Zusammenhidnge, die fiir den
Motilitdtsverlust der Mutante verantwortlich sind. Zudem erschienen die erhdhten Mengen an
pilBI-mRNA angesichts des Phinotyps zunichst widerspriichlich. Insofern war fiir ein
besseres Verstidndnis eine umfassende vergleichende Analyse der Transkriptome von Wildtyp

und Ahfg erforderlich.

45



2 ERGEBNISSE

2.1.2.5.2 Vergleichende Microarray-Analyse von WT und Ahfq

Untersuchungen globaler transkriptioneller Verdnderungen infolge der Inaktivierung von Afq
wurden mithilfe eines speziellen ,,gesamtgenomischen” 15K Microarrays des Herstellers
Agilent Technologies durchgefiihrt. Insgesamt 3264 annotierte ORFs des Genoms von
Synechocystis werden jeweils durch bis zu vier verschiedene, nicht-iiberlappende 60-mer-
Oligonukleotidsonden erfasst (Eisenhut ef al., 2007). Probenvorbereitung und Hybridisierung
des Microarrays erfolgten im Wesentlichen am MPI fiir Infektionsbiologie, Berlin

(Servicebereich Microarray; Ina Wagner, Dr. Hans-Joachim Mollenkopf).

Zwei unterschiedlich markierte Proben wurden dabei vereint fiir die Hybridisierung eines
Microarrays eingesetzt (kompetitive Hybridisierung, Abbildung 12A). Im Rahmen dessen
wurden die Proben von Wildtyp und AAfg aus beiden biologischen Experimenten in allen vier
moglichen Kombinationen verglichen. Um spezifische Effekte (etwa durch verschobene
Intensititsverhiltnisse) der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe zu kompensieren, wurde mit
zwei alternierenden Farbstoffzuordnungen (dye swap) gearbeitet (Churchill, 2002). Dabei
wurde fiir je einen Microarray die Wildtyp-cDNA mit Cy3 und die AAfg-cDNA mit Cy5
markiert; fiir eine zweite Hybridisierung mit Proben desselben Ursprungs erfolgte die
Markierung mit umgekehrter Zuordnung. Eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

findet sich in Abbildung 12B.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Genexpressionsanalyse mit DNA-Microarrays. (A) Isolierte
Gesamt-RNA aus Wildtyp und Ahfg wird revers transkribiert und die Erststrang-cDNA mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 (griin — im Beispiel: Wildtyp cDNA) bzw. Cy5 (rot — im Beispiel: Aifg cDNA)
markiert. Die Proben werden anschlieBend gemeinsam (kompetitiv) fiir die Hybridisierung eines Mikroarrays
eingesetzt. Das Verhiltnis der Fluoreszenzsignale zueinander (Cy5/Cy3) ist schlielich die Grundlage fiir den
Nachweis differenzieller Genexpression zwischen Wildtyp undA 4fg. (B) Verwendet wurde ein Glasobjekttriager
mit acht identischen 15K Microarrays. Auf der Basis von zwei unabhidngig durchgefiihrten biologischen
Experimenten ergaben sich vier vergleichende Kombinationsmoglichkeiten (linke Reihe), die jeweils durch
einen dye swap, d.h. durch eine umgekehrte Farbstoffzuordnung technisch repliziert wurden (rechte Reihe). WT,
Wildtyp.

2.1.2.5.3 Qualititskontrolle der Microarray-Daten

Zur Qualititskontrolle der Datensdtze wurde zundchst Uberpriift, ob die beim Lesen der
Microarrays detektierten Fluoreszenzintensitdten aller Proben vergleichbar waren. Dazu
wurden jeweils die Intensititswerte der Wildtyp-Proben gegen jene der Ahfg Proben
aufgetragen. Handelt es sich um miteinander vergleichbare Datensédtze mit einer geringen

Varianz, ergibt die Darstellung der Werte in Form eines doppellogarithmischen
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Intensitdtsdiagramms (Abbildung 13) im Mittel eine Gerade. Die einzelnen Punkte zeigen bei
qualitativ hochwertigen Datensédtzen ausschlielich im unteren Intensititsbereich geringe
Streuungen und ndhern sich im Bereich hoher Fluoreszenzintensititen einer Geraden
(Steigung = ~1) an. Fiir den Uberblick werden in diesem Teilabschnitt reprisentativ lediglich
die Auswertungen der Hybridisierungen mit je einer der zwei alternativen

Farbstoffzuordnungen dargestellt.

Die Diagramme in Abbildung 13 zeigen, dass im Fall der durchgefiihrten Experimente
niedrige Varianzen der kompetitiv hybridisierten Proben untereinander vorliegen. Die in
beiden Proben gleichermaflen detektierten Signale scharen sich um eine theoretische, lineare
Gerade (blaue Kreuze), wihrend apparent differenziell akkumulierende Transkripte in
geringem Malle streuen (griine bzw. rote Kreuze). Die insgesamt zu beobachtende geringe

Streuung spricht fiir die erforderliche technische Qualitit der Microarray-Experimente.

WT1 vs. Ahfg 2 WT1ws. Ahfgl
peam

2400

B 3 ] E a0 2400 3800 4800 + unverindert

+ stirker in Ahfg

WT2 ws. Ahfg 2 + schwiacher in Ahfg

Log10 [Intensit it 2)

Log10 (Intensitit 1)

Abbildung 13: Doppellogarithmisches Intensititsdiagramm der Hybridisierungsexperimente mit cDNA
Proben aus Wildtyp und Ahfg (basiecrend auf jeweils 3 pg Gesamt-RNA). Aufgetragen sind jeweils die
dekadischen Logarithmen der relativen Fluoreszenzintensititen aller erfassten Transkripte aus Wildtyp (X-
Achse) und Ahfg (Y-Achse). Die Diagramme zeigen die Daten aus vier kompetitiven Hybridisierungen mit
Proben aus zwei unabhdngigen Experimenten (WT1/Ahfgl & WT2/Ahfq2). Die einzelnen Signale sind durch
farbige Kreuze dargestellt (siche Legende). WT, Wildtyp.
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2.1.2.5.4 Identifizierung differenziell akkumulierender Transkripte

Zur Ermittlung statistisch signifikanter Anderungen im Transkriptionsprofil wurden zunéchst
definierte Filterkriterien auf die vorliegenden Microarray-Daten angewendet. Es wurden
jeweils die dye swap-Paare einer Korrelationsanalyse unterzogen, um die Reproduzierbarkeit
der Daten abzusichern. Dabei wurden lediglich ,,antikorrelierte” Werte, d.h. Transkripte mit
einem Cy3-Signal im ersten und einem Cy5-Signal im zweiten Microarray als differenziell
reguliert erachtet. Beriicksichtigt wurden schlielich Messwerte mit einem p-Wert
(Signifikanzwert) < 0,05 bzw. Transkripte, deren Abundanz dabei in AAfg mindestens um den
Faktor 2 erhoht bzw. reduziert war (Fc > 2).

Differenziell regulierte Gene bilden zu 60 % Operone/Genpaare

Diese Analyse brachte eine Auswahl von 31 Genen mit signifikant verdnderten
Transkriptmengen in AAfg hervor (Tabelle 1). Mit Ausnahme von ss/3445 und s//1942, die fiir
ein ribosomales Protein bzw. fiir ein Protein unbekannter Funktion kodieren, zeigten alle
gelisteten Gene in der Mutante eine schwéchere Transkriptakkumulation. Betroffen von der
hfg-Inaktivierung sind besonders einige (putative) Operone bzw. Gene, welche im Genom in
enger Nachbarschaft zueinander lokalisiert sind (Abbildung 14). Darunter finden sich u.a. die
Gruppen sl11239-s111240 (Abbildung 14A,) und s//1429-sll11430 (Abbildung 14B), die fiir
unbekannte Proteine bzw. - im Fall von s///430 - fiir ein putatives Enzym des Nukleosid-
Stoffwechsels kodieren. Dariiber hinaus zeigten die Transkripte der Genpaare s/r0150-slr0151
(Abbildung 14C), slr0442-sll0428 (Abbildung 14D) und des Hitzeschock-Operon slr2075-
slr2076 (Abbildung 14E) ein von Hfq abhidngiges Akkumulationsverhalten.
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Tabelle 1: Auflistung differenziell exprimierter Gene in Ahfg. *, Sequenzbasierte Eintrdge in der Pfam-Proteinfamiliendatenbank; **, Fc, Fold change: Veranderung der
Transkriptakkumulation in AAfg im Bezug auf das Wildtyp-Niveau.

Gen Synonym Cyanobase Definition Pfam-Familie* Fc**
slr1667 hypothetical protein (target of sycrpl) PF05229: Spore coat protein U domain -48,84
slr1668 periplasmic protein, function unknown (target of sycrp1l) PF00345: pili assembly chaperone, N-term. domain -29,1
ssr2848 unknown protein - -12,57
sll1543 ppx hypothetical protein PF01850: PIN domain -6,08
ssr2787 unknown protein - -5,97
slr2016 pild10 type 4 pilin-like protein, essential for motility PF07963: Prokaryotic N-terminal methylation motif -5,53
5512996 unknown protein - -5,36
slr2018 unknown protein - -4,49
slr2015 pild9 type 4 pilin-like protein, essential for motility PF(07963: Prokaryotic N-terminal methylation motif -4,03
sll1514 hspA 16.6 kDa small heat shock protein, molecular chaperone PF00011: Hsp20/alpha crystallin family -3,55
slrl1764 capA similar to tellurium resistance protein TerE PF02342: Bacterial stress protein -3,42
slr0442 unknown protein - -3,3
slr0120 probable tRNA/rRNA methyltransferase PF00588: SpoU rRNA Methylase family -3,07
slr2076 groELI 60kD chaperonin PF00118: TCP-1/cpn60 chaperonin family -3,06
sll1239 unknown protein - -2,99
slr2075 groES] 10kD chaperonin PF00166: Chaperonin 10 kD subunit -2,95
sl0910 unknown protein PF00515: Tetratricopeptide repeat (TPR1) - 3x -2,85
slr0397 hypothetical protein PF11237: Protein of unknown function -2,82
slo711 ipk isopentenyl monophosphate kinase PF00288: GHMP kinases N terminal domain -2,78

PF08544: GHMP kinases C-terminal domain
sll0377 mfd transcription-repair coupling factor PF00270 - DEAD/DEAH box helicase -2,77
sll0428 unknown protein - -2,63
sll1366 putative SNF2 helicase PF12419: SNF2 Helicase protein - PF00176: SNF2 family -2,57
PF00271: Helicase conserved C-terminal domain
sll1429 unknown protein PF04471: Restriction endonuclease -2,49
slr0151 unknown protein PF(07719: Tetratricopeptide repeat (TPR2) -2,43
sll1240 unknown protein - -2,4
slr1917 hypothetical protein PF00561: alpha/beta hydrolase fold -2,39
sll1430 apt adenine phosphoribosyltransferase PF00156: Phosphoribosyl transferase domain -2,31
slr0106 unknown protein PF07498: Rho termination factor, N-terminal domain -2,27
slr0150 petFE fdx ferredoxin, petF-like protein PF00111: 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain -2,14
ssl3445 rpl31 50S ribosomal protein L31 PF01197: Ribosomal protein L31 2,29
sll1942 unknown protein - 2,44
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Zwei Operone cAMP -regulierter Gene sind am stirksten reprimiert

Die am stdrksten (|Fc| >4,0) betroffenen Gene (mit der Ausnahme von ss72848) sind in
genomischer Nachbarschaft bzw. innerhalb der Operone slri667-sir1668 (Abbildung 14F)
und slr2015-slr2019 (Abbildung 14G) lokalisiert, fiir die bereits eine essenzielle Funktion in
der Motilitdt von Synechocystis beschrieben wurde (Bhaya ef al., 2001b; Yoshihara & Ikeuchi,
2004). Des Weiteren werden diese Operone direkt (s/r1667-slr1668) bzw. indirekt (slr2015-
slr2018) durch den Transkriptionsfaktor Sycrpl (Synechocystis cAMP recetor protein)
reguliert, dessen Inaktivierung ebenfalls zu einem nicht-motilen Phénotyp fiihrte (Yoshimura
et al., 2002a; Yoshimura et al., 2002b). In der 5-Region des stromaufwirts von s/rl667
lokalisierten Gens s//1543 (Abbildung 14F) wurde ferner eine putative Bindestelle fiir Sycrp1
vorhergesagt (Omagari et al., 2008).

Besonders interessant innerhalb dieser genomischen Region erscheinen die stromabwérts von
slr1668 gelegenen Loci ssr2787 und ss12996, deren Transkriptmengen in Ahfg ebenfalls
drastisch reduziert (Fc = -5,97 bzw -5,36) sind. Beide Gene sind in der CyanoBase annotiert,
nicht jedoch in der GenBank. In der letzteren Datenbank findet man dagegen den
hypothetischen ORF ss72786 (Abbildung 14F), der in entgegengesetzter Orientierung

(antisense) dem obengenannten ss/2996 entspricht.

Weitere potenzielle Elemente des cAMP—Regulons

Mit sir0442 (Abbildung 14D) und ssr2848 zeigten zwei weitere Gene aus dem putativen
Sycrpl-Regulon (Hedger et al., 2009; Yoshimura et al., 2002a) eine signifikant reduzierte
Transkriptakkumulation in AAfg. Der Locus ssr2848 liegt nicht in Tandemanordnung mit
anderen Genen aus der vorliegenden Auswahl, zeigte jedoch die drittstarkste Abnahme der
Transkriptakkumulation (Fc = -12,57) in Ahfg. Daneben taucht in der Auswahl mit sir1764
(capA) ein putatives cAMP-bindendes Protein mit einer mutmallichen Funktion in der

generellen Stressantwort auf (http:/pfam.sanger.ac.uk/family/PF02342).

Hitzeschock—Regulon und RNA-Metabolismus

Neben dem oben bereits erwéhnten groESL-Operon (Abbildung 14E) ist mit sll1514 (hspA,
hspl7) eine weitere wichtige Komponente des Hitzestress-Regulons in Ahfg schwécher

exprimiert.
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Abbildung 14: Chromosomale Lokalisierung Hfq-abhiingig regulierter, benachbarter Gene bzw. Operone.
In den Teilabbildungen (A-G) sind die unterschiedlichen chromosomalen Regionen betroffener Gene/Operone
separat aufgefithrt. Die schematische Darstellung basiert auf Sequenzinformationen und Annotationen der
CyanoBase-Datenbank des Kazusa DNA Research Institute (Nakamura et al., 2000). Davon ausgenommen ist
der Locus ssr2786 (F), der dort nicht annotiert ist. (+)- und (-)-Strang sind entsprechend am linken Rand
gekennzeichnet. Durch die Afg Inaktivierung betroffene ORFs sind durch violette Pfeile repréasentiert. Rote Pfeile
markieren benachbarte Gene, die im Microarray Experiment keine differenzielle Expression zeigten. *sll1542
zeigte im Tiling-array-Experiment eine verringerte Transkriptakkumulation in Akfg (siche Tabelle 2, Abschnitt
2.3.3.1).
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Weitere interessante, bisher nicht experimentell charakterisierte Gene in der Auswahl sind
sir0120  (http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00588),  sll0377  (http://pfam.sanger.ac.uk
/family/PF00270) und s//1366 (http://pfam.sanger.ac.uk/family?acc=PF12419), denen eine

mogliche Rolle im RNA-Metabolismus zukommt.

2.1.2.5.5 Verifizierung der Microarray-Daten fiir ausgewihlte Gene

Da die Ergebnisse von Genexpressionsanalysen in Abhéngigkeit von der gewihlten Methode
angesichts  unterschiedlicher =~ Empfindlichkeiten z.B. gegeniiber Sekundidr- und
Tertidrstrukturbildung der untersuchten RNA variieren kénnen (Ding et al., 2007), sind solche

Daten idealerweise durch eine alternative Methode zu iiberpriifen.

Zur Verifizierung der unter Abschnitt 2.1.2.5.4 dargestellten Microarray-Daten wurde erneut
Gesamt-RNA aus Wildtyp- und Ahfg-Fliissigkulturen isoliert und fiir Northern Blot-Analysen
von sechs ausgewdhlten mRNAs eingesetzt. Um die Reproduzierbarkeit der Daten zu
dokumentieren, wurde mit biologischen Triplikaten gearbeitet. Die Hybridisierungen
erfolgten wegen des postulierten Bezugs zur Motilitét u.a. mit reprisentativen Sonden fiir die
putativen Operone s/r1667-slr1668 und sir2015-sir2018. Abbildung 15 zeigt, dass fiir beide
genannten Operone auch im Northern Blot drastisch reduzierte Transkriptmengen in Ahfg zu
beobachten sind. Dabei sind s/r/667- und slri668-mRNAs in der Mutante nahezu nicht
detektierbar, wihrend die Signale fiir s/r2015 und slr2018 in Ahfqg um ca. 33 % bzw. 75 %
reduziert sind. Auch die Akkumulation der s/r/764- und ssr2848-mRNAs zeigte im Northern
Blot-Experiment eine deutliche Abhingigkeit von Hfq. Im Falle von s/r/764 (ausgewihlt
wegen der Homologie zu cAMP-bindenden Proteinen) erscheint diese Expressionsdiskrepanz

noch deutlicher als in der Microarray-Analyse (Fc = -3,42).

Insgesamt konnte in diesen Experimenten die Aussagekraft der Microarray-Daten validiert
werden. Dennoch muss darauf hingewiesen werden, dass die differenzielle Akkumulation
einzelner weniger stark betroffener Transkripte aus Tabelle 1 nicht reproduziert werden
konnte. Dies gilt fiir die mit einem Fc von -2,95 detektierten mRNA des Chaperonins
GroES1, deren Menge in verschiedenen Northern Blot-Experimenten zwischen Wildtyp und

Ahfg nicht variierte (sieche Abbildung 33, Abschnitt 2.3.3.5). Dem liegt ggf. eine starke
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Empfindlichkeit der Expression gegeniiber geringfiigig verdnderten Umweltbedingungen zu
Grunde. In diesem Fall konnte dies durch unterschiedliche Schichtdicken der Kulturen in
nicht identischen Anzuchtkolben hervorgerufen werden, als dadurch abweichende mittlere
Lichtintensitdten in den Kulturen vorherrschen. Die mRNA des kleinen Hitzeschock-Proteins
hspA zeigte in den Northern Blot-Experimenten - bei ansonsten gleichen Gesamt-
Transkriptmengen - im Wildtyp infolge einer Hitzestress-Behandlung eine kleine
Hybridisierungsbande, welche in Ahfg nur sehr schwach ausgeprigt war (markiert durch

schwarzen Pfeil in Abbildung 16).
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Abbildung 15: Northern Blot-Analysen zur Verifizierung der Microarray-Daten anhand ausgewiihlter
Transkripte. Die Gesamt-RNA wurde aus fliissigen Zellkulturen von Wildtyp und Ahfg wéhrend der
logarithmischen Wachstumsphase isoliert und zu je ca. 5 pg in einem 1,3 %igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nylonmembran wurde die RNA mit radioaktiv markierten,
genspezifischen RNA-Sonden hybridisiert. Zur Ladekontrolle diente eine 16S-rRNA-spezifische DNA-Sonde.
Dargestellt sind jeweils die Hybridisierungen von Proben aus drei unabhéngigen Experimenten. WT, Wildtyp.
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Abbildung 16: Northern Blot-Nachweis der
WT Ahfy Transkriptakkumulation von hspA (sll1514) in
Wildtyp und Ahfg. Wildtyp- und A#fg-Kulturen
wurden parallel in einem Wasserbad bei 44 °C
inkubiert. Die Probenahme erfolgte unmittelbar vor
(28 °C-Kontrolle) sowie 1 h Inkubation. Die
préaparierte Gesamt-RNA (ca. 5 pg) wurde in einem
1,3 %igen denaturierenden Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine
Nylonmembran transferiert und mit einer
i strangspezifischen hspA-RNA-Sonde hybridisiert.
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2.1.2.6 Genetische Komplementierung des nicht-motilen Phinotyps

2.1.2.6.1 Extrachromosomale, homologe Komplementierung

Um auszuschlieBen, dass der beobachtete Phinotyp vo\ Afg etwa auf Sekundireffekte der
Insertionsmutation bzw. auf andere Mutationen zuriickzufiihren ist, wurde versucht die
phototaktische Motilitdt durch genetische Komplementierung der Mutante in trans

wiederherzustellen.

Da die (groBBen) Typ IV Pili neben der Motilitit auch die natiirliche Kompetenz zur Aufnahme
exogener DNA vermitteln (Nakasugi et al., 2006; Yoshihara et al., 2001), wurde ein
Komplementierungsversuch durch natiirliche Transformation nicht in Betracht gezogen. Die
Transformation von Ahfg durch Elektroporation wiére technisch zwar durchfiihrbar gewesen
(Zang et al., 2007); diese Methode erwies sich in vorangegangenen Versuchen in unserem
Labor jedoch als relativ ineffizient (Daten nicht gezeigt). Unter der Annahme, dass der Verlust
der Typ IV Pili keinen Einfluss auf konjugativen Plasmidtransfer hat, wurde der Locus
ssr3341 inklusive eigener Promoter- und Terminatorregionen in den mobilisierbaren, autonom
replizierenden Shuttle-Vektor pVZ321 (Zinchenko et al., 1999) ligiert. Das resultierende
Konstrukt pVZ-Phfq wurde schlieBlich mithilfe des Helferplasmids RP4 konjugativ in die
Ahfg-Mutante transferiert, um die komplementierte Mutante AhfgC zu erzeugen. Fiir die
Negativkontrolle wurde analog der Vektor pVZ-hfgS mit einem durch Punktmutation (an

Position 121) eingefiihrten Stoppcodon innerhalb der #hfg-Sequenz konstruiert. Die
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resultierende Mutante AkfgS sollte demnach kein funktionelles Hfq exprimieren und weiterhin
einen nicht-motilen Phidnotypen aufweisen. Die Komplementierungsstrategie ist in Abbildung
17A,B schematisch dargestellt. Der erfolgreiche Plasmidtransfer und die Expression von Hfq
in den Mutanten AAfqC und AhfgS wurden durch PCR- bzw. Immunoblot-Analyse iiberpriift
(Abbildung 17C,D).

A B
/ Synechocystis 6803 \ / Synechocystis 6803 \

i

Chromosom Chromosom

M o)

WT Ahfg AhfgS AhfgC

-
- ‘1—~Sk[la

Abbildung 17: Genetische Komplementierung der Afg-Inaktivierung in Synechocystis durch
extrachromosomale Expression. (A,B) Schematische Darstellung der Mutagenesestrategie zur
Komplementierung von AAfg mit dem mobilisierbaren Plasmid pVZ-Phfq (A) bzw. dem Kontrollplasmid pVZ-
hfqS (B). Pfeilformige Boxen kennzeichnen die Transkriptionsrichtungen der entsprechenden ORFs. Cm", Cm-
Resistenzgen-Kassette; Km", Km-Resistenzgen-Kassette; P, Promoter (von ssr3341, hfg); Stopp, auf
Punktmutation basierendes in frame-Stopppcodon; T, Transkriptionsterminator (von ssr3341, hfg). (C) PCR-
Nachweis der stabilen Replikation von pVZ-Phfq und pVZ-hfqS in den Transkonjuganten AhfgC bzw. AhfgS
unter Verwendung der Primer pVZ321-fw und pVZ321-rev. Die PCR-Fragmente wurden in einem 0,8 %igen
Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht. (D) Immunoblot-Nachweis der Expression
von Hfq in Wildtyp, Ahfg, AhfgC und AhfgS unter Verwendung eines Hfg-Antiserums. Normiert auf den
Proteingehalt wurden Gesamtextrakte der jeweiligen Stimme durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Die Detektion erfolgte unter Verwendung eines anti-Kaninchen-HRP-
Konjugates durch einen Chemilumineszenz-Test. WT; Wildtyp.
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Fiir den folgenden Phototaxistest (Abbildung 18) wurde neben Wildtyp, Ahfg und AhfgS ein
Kontrollstamm (pVZ321) eingesetzt, der das nicht-modifizierte Plasmid pVZ321 enthilt. Die
Abbildung zeigt die erfolgreiche Regeneration der Motilitdt in der Mutantsé  AfgC, wihrend
die verkiirzte Version von Hfq in AAfgS den Phénotyp nicht zu komplementieren vermag. Die
im Vergleich zum Wildtyp etwas verlangsamte Bewegung von AhfgC sowie des pVZ321-
Kontrollstamms ist vermutlich die Konsequenz einer Gleichgewichtsverschiebung im
zelluldren Energichaushalt. Dies liee sich auf das zusitzliche Replikon und die damit
einhergehende (Uber-) Expression weiterer Proteine (Antibiotika-Resistenzen, Hfq)
zuriickfithren (Bentley et al., 1990). Als weiterer Beleg der erfolgreichen Komplementierung
dienten TEM-Aufnahmen, die zeigten, dass AhfqgC wieder groBe Pili auf der Zelloberflache
ausbildet (Abbildung 18B). Diese Daten konnten zudem auf molekularer Ebene mithilfe eines
exemplarischen Northern Blot-Experiments unter Verwendung der s/r/667-Sonde unterstiitzt

werden (Abbildung 18C).
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Abbildung 18: Analyse komplementierter hfg-Mutanten mit ssr3341. (A) Phototaxistest. Es wurden jeweils
5 pl exponentiell wachsender Fliissigkulturen (OD7so ~0,4) auf 0,5 %ige BG11-Agarplatten ohne Antibiotikum
aufgetragen und fiir 14 Tage durch eine WeiBlichtquelle unidirektional mit 1-3 pmol Photonen m ~ s belichtet
(siche Pfeil). WT, Wildtyp; pVZ321, Kontrollstamm mit nicht-modifiziertem Plasmid pVZ321; AhfgC,
komplementierte Mutante mit Plasmid pVZ-Phfq; AhfgS, Kontrollmutante mit Plasmid pVZ-hfqS (enthélt
internes Stopppcodon innerhalb des A4fg ORF). (B) TEM-Aufnahmen der Typ IV Pili auf der Zelloberfldche von
AhfqC; rechts in stirkerer Vergroflerung. Die verwendeten Zellen wurden fiir die Mikroskopie unmittelbar von
Fest- in BGI11-Flissigmedium iiberfiihrt. Die Negativkontrastierung der Strukturen erfolgte mit 0,5 %
Uranylacetat (siche auch Golecki, 1988). (C) Exemplarische Northern Blot-Analyse. Die Gesamt-RNA wurde
aus fliissigen Zellkulturen der angegebenen Stimme wihrend der logarithmischen Wachstumsphase isoliert und
zu je ca. 5 pg in einem 1,3 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine
Nylonmembran wurde die RNA mit einer radioaktiv markierten slr1667-spezifischen RNA-Sonde hybridisiert.
Zur Ladekontrolle diente eine 16S-rRNA-spezifische DNA-Sonde.
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2.1.2.6.2 Heterologe Komplementierung von Akfg mit hfg aus E. coli

Hinsichtlich der Aminosduresequenzen zeigt sich zwischen Hfq aus Synechocystis (und
anderen Cyanobakterien) und den homologen Proteinen aus E.coli sowie anderen Bakterien
eine nur schwache Konservierung. (Abbildung 4A; Valentin-Hansen et al., 2004). Die
Sequenzidentitit mit dem Protein aus E. coli betrdgt 23,1 %; der erweiterte carboxy-terminale
Bereich (ab Aminosérerest 73 in Hfq aus E. coli) der Varianten aus y- und p-Proteobakterien
(Sonnleitner et al., 2004; Vecerek et al., 2008) fehlt sogar komplett. Ferner erscheinen die in
den vorigen Abschnitten beschriebenen Effekte der Afg-Inaktivierung in Synechocystis
vergleichsweise mild. Insofern stellte sich die Frage, ob zwischen den genannten Organismen
in Anbetracht der konservierten Sm-Motive eine funktionelle Konservierung der jeweiligen

Hfg-Homologa vorliegt.

Um dem nachzugehen, sollte untersucht werden, ob die Ahfg Mutante von Synechocystis
durch heterologe Expression von hfg aus E. coli (im Folgenden col-hfg) komplementiert
werden kann. Dazu wurde der kodierende Bereich von col-hfg aus dem Stamm MC4100 mit
dem durch Kupfer regulierten Promoter PpetJ (aus Synechocystis) und dem
Transkriptionsterminator oop aus dem Bakteriophagen Lambda fusioniert (siche Abschnitt
4.2.2.18). Dieses Konstrukt wurde - analog zu der in Abschnitt 2.1.2.6.1 (Abbildung 17)
beschriebenen Strategie - mithilfe des Vektors pVZ321 in die Mutante transferiert und die
heterologe Expression durch die Verwendung von BGI11-Medium ohne Kupfer-Zusatz
induziert. Nach erfolgreichem PCR-basiertem Nachweis der stabilen Replikation der
Plasmide (Abbildung 19A) konnte der folgende Phototaxis-Test zeigen, dass der nicht-motile
Phanotyp von Ahfg durch diese Strategie in der Mutante Ahfg-col-hfg nicht komplementiert
wurde (Abbildung 19B). Daher lag nun neben der eingeschriankten Sequenzkonservierung ein
weiterer wichtiger Hinweis auf abweichende funktionelle Eigenschaften zwischen den

homologen Hfg-Proteinen aus Cyanobakterien und Enterobakterien vor.
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Abbildung 19: Heterologer Komplementierungsversuch von Akhfq mit hfg aus E. coli. (A) PCR-Nachweis
von pVZ-col-hfg in den Transkonjuganten W1-col-hfq bzw. Ahfg-col-hfg unter Verwendung der Primer pVZ321-
fw und pVZ32l-rev. Die PCR-Fragmente wurden in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid sichtbar gemacht. (B) Es wurden jeweils 5 pl exponentiell wachsender Fliissigkulturen (OD;s
~0,4) auf 0,5 %ige BGI1-Agarplatten ohne Antibiotikum aufgetragen und fiir 14 Tage durch eine
WeiBlichtquelle unidirektional mit 1-3 pmol Photonen m™? s belichtet (siehe Pfeil). WT, Wildtyp.

2.1.2.6.3 cAMP und Sycrpl

Es existieren einige Hinweise auf eine wichtige Rolle des second messengers cAMP in der
zelluldren Signaltransduktion zur Steuerung der phototaktischen Motilitdt (Terauchi &
Ohmori, 1999; Terauchi & Ohmori, 2004). Sowohl die Inaktivierung des Adenylat-Zyklase-
Gens cyal als auch des fiir das cAMP-Rezeptorprotein Sycrpl kodierenden Gens (s//1371)
fithrten in Synechocystis zum Verlust der Motilitit. (Terauchi & Ohmori, 1999; Yoshimura et
al., 2002b). Zudem konnte gezeigt werden, dass die externe Zugabe von cAMP die Motilitit
der Acyal- (nicht jedoch der Asycrpl)-Mutante wiederherstellt (Bhaya et al., 2006; Terauchi
& Ohmori, 1999).

Da in den vergleichenden Microarray- und Northern Blot-Analysen in Abschnitt 2.1.2.5
insbesondere  einige  durch  Sycrpl  regulierte mRNAs eine  Hfg-abhingige
Transkriptakkumulation zeigten, sollte zunédchst auf physiologischer Ebene untersucht
werden, ob es einen direkten Zusammenhang zwischen cAMP/Sycrpl- und Hfg-abhingiger

Expressionskontrolle gibt. Dies geschah unter der Annahme, dass Hfq in Synechocystis z.B.
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auf post-transkriptioneller Ebene direkt oder indirekt Einfluss auf die zelluliren Mengen an
Cyal- oder Sycrpl-Protein liben kdnnte. Dazu wurden einerseits Phototaxis-Tests mit cAMP-
haltigem Medium durchgefiihrt, um die moglicherweise reduzierte Cyal-Aktivitit in Ahfg zu
kompensieren; andererseits wurde sycrpl in der Ahfg-Mutante mithilfe des induzierbaren
Promotors PpetJ in trans iiberexprimiert (siche Abschnitt 4.2.2.19) und die resultierende

Mutante ebenfalls auf ihre Motilitat untersucht.

Fiir den ersten Versuch wurde den Phototaxis-Testplatten 0,1 mM cAMP zugesetzt und das
phototaktische Verhalten der in Abschnitt 2.1.2.6.1 besprochenen AAfg-Mutanten im Vergleich
zu den Wildtyp-Kontrollstimmen beobachtet. Aus Abbildung 20A geht hervor, dass extern
appliziertes cAMP die Motilitdt von Ahfg und AhfgS nicht wiederherstellen konnte. Ein
generell verminderter zellularer cAMP-Gehalt ist insofern nicht (die einzige) Ursache fiir den

nicht-motilen Phanotyp von Ahfg.

Fiir den zweiten Versuch wurde der kodierende Bereich von sycrpl (sl[1371) inklusive der
putativen Terminatorregion (300 bp stromabwiérts) mit dem durch Kupfer regulierten
Promoter PpetJ fusioniert und entsprechend den Angaben in den Abschnitten 2.1.2.6.1 und
2.1.2.6.2 mithilfe des Vektors pVZ321 konjugativ in die Aifg-Mutante transferiert. Der Erfolg
der Mutagenese wurde durch eine PCR-Analyse mit einem PpetJ- bzw. sycrpl-spezifischem
Primerpaar nachgewiesen (nicht gezeigt). Die Kontrolle der Uberexpression erfolgte durch
Northern Blot-Analysen. Aliquots derselben Kulturen wurden im Photaxistest darauf
untersucht, ob hohe zelluldre sycrpl-Transkriptmengen den phinotypischen Defekt vonA hfg
kompensieren konnen. Eine der Testplatten enthielt einen Zusatz von 0,1 mM cAMP. Auf
diese Weise sollte ein mdglicherweise erhohter cAMP-Bedarf infolge der sycrpl-
Uberexpression iiberpriift werden. Abbildung 20B zeigt, dass der nicht-motile Phinotyp von
Ahfg auch durch diese Strategie nicht komplementiert wird. Da der Wildtyp-Kontrollstamm
(WT-pVZ321) hinsichtlich seines Laufverhaltens durch den Kupfermangel offensichtlich kaum
beeintrichtigt ist, sollte dieser Faktor keine Rolle gespielt haben.
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Abbildung 20: Komplementierungsversuch von AXfg durch extern appliziertes cAMP und in trans-
Uberexpression von sycrpl. (A) Fiir die Phototaxistests wurden jeweils 5 pl exponentiell wachsender
Fliissigkulturen (OD7s9 ~0,4) auf 0,5 %ige BG11-Agarplatten ohne Antibiotikum aufgetragen und fiir 14 Tage
von einer WeiBlichtquelle unidirektional mit 1-3 pmol Photonen m™ s belichtet (siche Pfeile). (A) Einfluss von
extern zugefiihrtem cAMP auf den nicht-motilen Phénotyp von AXfg. Den Phototaxisplatten wurde 0,1 mM
cAMP zugesetzt. WT, Wildtyp, WI1-pVZ321, Stamm mit nicht-modifiziertem Plasmid pVZ321; AhfgC,
komplementierte Mutante mit Plasmid pVZ-Phfq; AhfgS, Kontrollmutante mit Plasmid pVZ-hfqS (enthalt
Stoppcodon innerhalb der kodierenden #ifg-Sequenz). (B) Analyse von sycrpl-iiberexprimierenden Ahfg-
Mutanten (Ahfq-pVZ-PpetJ-sycrpl). Fiinf unabhingige Klone wurden im Vergleich mit den Kontrollstimmen
WT-pVZ321 und Ahfq-pVZ321 auf ihr phototaktisches Verhalten getestet (oben). Die Phototaxisplatten enthielten
Standardmedium (+ Cu®"), kupferfreies Medium (- Cu®") bzw. kupferfreies Medium mit Zusatz von 0,1 mM
cAMP (- Cu*’, + cAMP). Zur Kontrolle der Uberexpression von sycrp! wurden Northern Blot-Analysen
durchgefiihrt (unten). Die Gesamt-RNA wurde parallel aus denselben fliissigen Zellkulturen isoliert und zu je ca.
5 pg in einem 1,3 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nylonmembran
wurde die RNA mit einer [o?P]-markierten, sycrpl-spezifischen RNA-Sonde hybridisiert. Zur Ladekontrolle
diente eine 16S-rRNA-spezifische DNA-Sonde.
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2.2 Strukturanalysen eines rekombinanten Hfq-Proteins aus Synechocystis

Die von den proteobakteriellen Varianten stark abweichenden Aminosduresequenzen
cyanobakterieller Hfg-Proteine warf (auch angesichts des in Abschnitt 2.1.2.6.2 besprochenen
Komplementierungsversuchs) die Frage nach der Konservierung iibergeordneter Strukturen
und dem Potenzial zur RNA-Bindung von Hfq aus Synechocystis auf. Die bisher strukturell
ndher charakterisierten Hfg-Proteine aus Staphylococcus (Schumacher et al., 2002),
Pseudomonas (Nikulin et al., 2005), E. coli (Sauter et al., 2003) und dem Archaeon
Methanococcus jannaschii (Nielsen et al., 2007) zeigen im Monomer jeweils die konservierte
B5alB1B2P3P4-Topologie und bilden durch Interaktionen zwischen den P4-und [5-
Faltblittern zyklische Homohexamere (Ubersicht in Brennan & Link, 2007).

Fiir die Aufklarung der Tertidr-und Quartérstruktur des Hfq-Proteins aus Synechocystis wurde
es rekombinant in E. coli exprimiert, gereinigt und in  vitro durch
GroBenausschlusschromatographie bzw. kristallographisch durch eine Rontgenstrukturanalyse
untersucht. Die kristallographischen Untersuchungen wurden in der Arbeitsgruppe von Cheryl
Kerfeld, M.A., Ph.D. (US Department of Energy -Joint Genome Institute, Walnut Creek, CA,
USA) durchgefiihrt.

2.2.1 Heterologe Expression und Reinigung von Syn-Hfq

Fiir die rekombinante Herstellung sollte ein Expressions-und Reinigungssystem zum Einsatz
kommen, mithilfe dessen es moglich ist, das Hfg-Protein aus Synechocystis (von hier an Syn-
Hfq) ohne ein potenziell storendes Affinitits-tag zu erhalten. Fiir diesen Zweck erschien das
GST Gene Fusion System (GE Healthcare) als besonders geeignet. Unter Verwendung des
zugehorigen Expressionsvektors pGEX-6P-1 wurde das Syn-Hfg-Protein N-terminal mit
einem Glutathion-S-Transferase (GST)-fag fusioniert und fiir die Reinigung an einer
Glutathion-Affinitdtsmatrix immobilisiert. Die 3C-Proteaseschnittstelle im C-terminales
Bereich des GST-tags erlaubte es, Syn-Hfq durch einen Verdau mit der PreScission-Protease
vom Affinitits-fag zu ldsen, sodass am N-Terminus lediglich ein Uberhang von fiinf
Aminosédureresten (Gly-Pro-Leu-Gly-Ser) iibrig blieb. In Vorversuchen erwies sich eine

induzierte, dreistiindige Expression bei 37 °C im Stamm E. coli DH50-pGEX-Hfq als
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ausreichend effizient fiir zufriedenstellende Ausbeuten an gereinigtem Protein (Daten nicht
gezeigt), sodass keine Notwendigkeit bestand die Expressionsbedingungen (z.B. durch
langere Inkubation bei niedrigeren Temperaturen) zu optimieren. In Abbildung 21A ist die
SDS-PAGE-Analyse einer exemplarischen Reinigung des Proteins aus dem Stamm DH5a
gezeigt. In den Eluaten waren jeweils dominante Doppelbanden unterhalb des 10 kDa-
Markerproteins sichtbar, die dem rekombinanten Syn-Hfg-Monomer mit einem theoretischen
Molekulargewicht von 7,83 kDa entspricht. Die Identitdt konnte durch Immunoblot-Analysen
mit einem spezifischen Hfg-Antiserum verifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Die Ursache
fiir das Auftreten des Proteins als Doppelbande im denaturierenden Gel konnte nicht
abschliefend gekldrt werden. Da jedoch Reinigungen eines im protease-defizienten Stamm
BL21 exprimierten Syn-Hfg-Proteins eine einzige distinkte Poteinbande unter gleichen
Analysebedingungen hervorbrachten, konnte das Auftreten der Doppelbande auf einen
proteolytischen Verdau an einem der Termini des Proteins zuriickzufiihren sein. Proteine aus
beiden Stimmen zeigten schlieBlich das gleiche aus GroBenausschlussanalysen (Abbildung
21B) hergeleitete Oligomerisierungsverhalten. Fiir die in Abschnitt 2.3.1 dargestellten Gel-
Retardationsanalysen hatte diese Diskrepanz ebenfalls keine Bedeutung. Da die in Abbildung
21A gekennzeichneten Verunreinigungen in Prdparationen aus DH5a-Kulturen generell von
geringem Ausmall waren, wurde dieser Stamm (auch wegen der besseren Ausbeute an
rekombinantem Syn-Hfq) in den meisten Féllen fiir die Expression eingesetzt. Die einleitende
in vitro-Strukturanalyse von Syn-Hfq erfolgte durch GroBenausschlusschromatographie im
HPLC-Verfahren bei optimaler Auflosung im Molekulargewichtsbereich zwischen 3 und
70 kDa (fiir globuldre Proteine). Das Chromatogramm (exemplarisch in Abbildung 21B
dargestellt) zeigt einen Hauptpeak im apparenten Grofenbereich des 44 kDa-Markerproteins.
Bei einem theoretischen Molekulargewicht des Hfg-Monomers von 7,83 kDa weisen diese
Daten auf eine Hexamerisierung (~47 kDa) des Proteins in vitro hin. Die Identitit des
entsprechenden Proteins konnte durch eine Immunoblot-Analyse der gesammelten Fraktionen
mit dem Hfg-Antiserum validiert werden (Abbildung 21B). Das gezeigte Elutionsprofil war

hoch reproduzierbar und unabhidngig vom Reinheitsgrad der Proteinprédparation.
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Abbildung 21: Reinigung und Grofenausschlussanalyse des rekombinanten Hfq-Proteins aus
Synechocystis. (A) Die Affinitatsreinigung des tiberexprimierten Proteins aus einer 600 ml-Kultur von E. coli
DHS5a-pGEX-Hfq erfolgte im batch-Verfahren unter Verwendung von Glutathion-Agarose und der PreScission
Protease als enzymatischen Eluenten. Das Zelllysat (L), der Uberstand (U), die Waschfraktionen (W1, W2), die
vier Eluate (E1-4) und das Sediment der Glutathion-Agarose (P) wurden mit einem Protein Marker (M) in einem
6-18 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie-Brilliant-Blue geférbt (oben) bzw. auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert. Der immunologische Nachweis erfolgte mit einem Hfq-spezifischen
Antiserum (Anti-Hfq; unten). Die Fraktionen E1-4 wurden vereinigt und mit einem Zentrifugalkonzentrator
(Ausschlussgrenze: 5000 Da) eingeengt. (B) Chromatogramm des GrdBenausschluss-Experiments und
immunologischer Nachweis von Hfq. Aufgetragen sind die relativen Absorptionswerte bei 280 nm gegen das
Retentionsvolumen (ml). Die gestrichelte Kurve markiert den GroBenstandard. Der Durchlauf wurde in 0,5 ml
Fraktionen gesammelt und nach einer DOC/TCA-Fillung mit Anti-Hfq im Immunoblot analysiert.
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2.2.2 Rontgenstrukturanalyse von Hfq aus Synechocystis

Fir die Kristallisation von Hfq aus Symechocystis wurde das rekombinante Protein
entsprechend der in Abschnitt 2.2.1 besprochenen Strategie im Stamm E. coli BL21
exprimiert und anschlieBend gereinigt. Diese Arbeiten wurden ausschlieBlich in der
Arbeitsgruppe von Cheryl Kerfeld (US Department of Energy -Joint Genome Institute,
Walnut Creek, CA, USA) durchgefiihrt. Dort wurde mithilfe der Dampfdiffusionsmethode ein
orthorhombisches Kristallsystem des Proteins dargestellt und zur Generierung von
Diffraktionsdaten am Lawrence Berkeley's Advanced Light Source beamline 8.2.2. (CA,
USA) analysiert. Die Struktur wurde dort durch die Methode des Molecular Replacement mit
dem homologen Protein aus E. coli als Suchmodell (PDB-Eintrag 1hk9) gelost und verfeinert.
Die Auflésung der Kristallstruktur betrug 2,25 A.

2.2.2.1 Struktur des Syn-Hfq-Monomers

Syn-Hfq besitzt ein zentrales fiinfstrangiges, (B-1 bis B-5, gezdhlt von N-bis C-Terminus)
antiparalleles B-Faltblatt, welches am Amino-Terminus an eine a-Helix (al) anschlieit. Daher
ergibt sich insgesamt die fiir die Sm-und Lsm-Proteinfamilie typische B5alp1p2B3p4-
Topologie mit dem klassische Sm-Faltungsmotiv (Abbildung 22A). Trotz der betrichtlich
abweichenden Primirstrukturen iiberlagert das Riickgrat des Syn-Hfg-Proteins die Hfg-
Version aus  Staphylococcus  (Sau-Hfq) sowie Lsmoa aus  Methanobacterium
thermoautotrophicum (Abbildung 22B). Der in Abbildung 23 dargestellte, strukturbasierte
Vergleich der Aminosduresequenzen von Syn-Hfq, Sau-Hfq und Eco-Hfq veranschaulicht die
entscheidenden Unterschiede innerhalb der Sekundirstrukturen dieser Proteine. Dabei fillt
auf, dass keiner der an der RNA-Bindung von Sau-Hfq beteiligten Aminosdurereste
(Schumacher et al., 2002) in der Struktur des Proteins aus Symechocystis konserviert ist.
Wihrend die basischen Reste Lys57 und His58 in allen bisher strukturell charakterisierten
(sowie vielen weiteren) Hfg-Proteinen streng konserviert sind, sind GIn8, Lys41 und Tyr42
(bei ansonsten ebenfalls hoher Konservierung innerhalb der Eubakterien) z.T. durch chemisch
verwandte Reste substituiert (z.B. Tyr42 > Phe42 in E. coli). Derartige, funktionell
(apparent) neutrale Substitutionen liegen in der Sequenz von Syn-Hfq nicht vor, sodass sich

hierin eine generelle funktionelle Divergenz zwischen diesen Proteinen andeutet.
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67 A 30A

Abbildung 22: Kristallstruktur von Monomer und Hexamer des rekombinanten Hfq-Proteins aus
Synechocystis. (A) Banderdarstellung des Monomers mit markierten Sekundérstrukturelementen (al, B1-5). (B)
Uberlagerung des Riickgrats von drei monomeren Hfg-bzw. Lsm-Kristallstrukturen. Syn-Hfq: griin; Sau-Hfq
(PDB-Eintrag 1kql), violett; Methanobacterium thermoautotrophicum Lsma. (PDB Eintrag 1mgq; Collins ef al.,
2001). (C) Modell der proximalen Seite (zum N-Terminus) des Hexamers. Fiir diese Darstellung wurden
ungeordnete Atome des Riickgrats modelliert. Porendurchmesser sowie Durchmesser des Hexamers sind in A
angegeben. (D) Raumfiillende Darstellung des Syn-Hfq-Hexamers in der Seitenansicht. Die proximale Seite liegt
oben. Farben wie in (C).

Zwischen den cyanobakteriellen Vertretern zeigt sich hinsichtlich der jeweiligen Substituenten
dieser Aminosdurereste insgesamt eine recht schwache Konservierung. Der in der terminalen
a-Helix lokalisierte Rest Ser10 (= GIn8 in Sau-Hfq) ist in den Hfg-Sequenzen verschiedener
Cyanobakterien (abgesehen von einigen Stimmen der Gattungen Synechococcus und
Prochlorococcus) hochkonserviert. Der Rest Leu60 im "Sm2’-Motiv von Syn-Hfq (= Lys57
aus Sau-Hfq) dagegen ist mit Ausnahme des nahe verwandten Genus Microcystis in anderen

cyanobakteriellen Proteinen - entsprechend den ,konventionellen® Hfg-Varianten - durch
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einen basischen Rest substituiert. Alle weiteren Substituenten der RNA-bindenden
Aminosdurereste (Lys41, Tyr42, His58 in Sau-Hfq) sind zwischen den cyanobakteriellen
Proteinen recht divergierend. Von den insgesamt zehn an der Poly(A)-Bindung von Eco-Hfq
beteiligten Aminoséureresten sind lediglich drei in Syn-Hfq konserviert: Leu28, Leu34 und
Gly31 (in Eco-Hfq Leu26, Leu32 und Gly31 aus den purinnukleotid-spezifischen
Bindungstaschen [R-site]). Diese Reste sind in cyanobakteriellen Hfg-Orthologen nicht

invariabel, aber zu mindestens 60 % konserviert.

Sm1 ‘Sm 27
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Abbildung 23: Strukturbasierter Sequenzvergleich der Hfq-Proteine Syn-Hfq, Eco-Hfq und Sau-Hfq. Die
Aminosiuresequenzen wurden mithilfe der Uberlagerung der entsprechenden 3D Strukturen (siche Abbildung
22B) aliniert. Komplett konservierte Aminoséurereste (100 %), weil mit schwarzem Hintergrund; hoch
konservierte Aminosdurereste (>80 %), weill mit grauem Hintergrund. Roter Hintergrund, AU-Bindungstasche
von Sau-Hfq (Schumacher et al., 2002); blauer Hintergrund, Poly(A)-Bindungstasche von Eco-Hfq (Nielsen et
al., 2009). Die Sekundérstrukturelemente von Syn-Hfq sind oberhalb der Alinierung als roter Balken (N-
terminale a-Helix) bzw. blaue Pfeile (B-Stringe) dargestellt. *Die in Cyanobakterien streng konservierten Reste
Pro9, Trp40, Gln4d1, Asp42.

2.2.2.2 Quartirstruktur

In Abbildung 22C,D ist dargestellt, dass Syn-Hfq im Kiristall ringformige Hexamere mit
einem Durchmesser von ca. 67 A und einer Dicke von ~30 A bildet. Die zentrale Pore hat
einen Durchmesser von ~10,5 A. Auch auf dieser Ebene zeigt das Protein demnach eine
starke Konservierung wesentlicher Strukturcharakteristika bisher untersuchter Hfg-Proteine.
Die hexamere Struktur entsteht vorwiegend durch die Interaktion des P5-Strangs eines
Monomers mit dem B4-Strang des benachbarten Monomers. Wie bereits in Abschnitt 2.2.1
erldutert, stellt dieses Hexamer offenbar die vorherrschende Form des rekombinanten Proteins
in Losung dar. Bei der Betrachtung der proximalen Seite des Syn-Hfq-Hexamers fillt auf,
dass die ansonsten strukturell konservierte Furche um die zentrale Pore ungeladen ist

(Abbildung 24A). In diesem Bereich befindet sich bei Sau-Hfq (Abbildung 24C) die AU-
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Bindungstasche mit den konservierten basischen und aromatischen Aminosaureresten, welche
in Syn-Hfq komplett substituiert sind. Die proximale Oberfliche von Syn-Hfq ist groftenteils
unpolar bzw. negativ geladen und erscheint wenig geeignet fiir die Bindung von RNA. Auf
der distalen Seite des Hexamers findet sich eine relativ gleichméfige Verteilung potenzieller
basischer Bindungsorte fiir RNA (Abbildung 24B). Es herrscht dort jedoch im Vergleich zu
der proximalen Seite eine relativ schwache Sequenzkonservierung zwischen orthologen
cyanobakteriellen Proteinen. Doch enthélt dieser Bereich eine potenzielle Nukleotid-
Bindestelle. Dieses als nest bezeichnete Strukturmotiv ist eine durch aufeinanderfolgende
NH-Gruppen des Polypeptid-Riickgrats gebildete Vertiefung, die in Mononukleotid- und
Dinukleotid-bindenden Enzymen zu finden ist (Watson & Milner-White, 2002). In der
Kristallstruktur von Syn-Hfq umfasst dieses nest-Motiv die Reste 30-32 [Thr-Gly-Asp] und
bildet aufgrund dessen Lage nahe der sechsfachen Symmetrieachse eine fortlaufende Mulde

auf der ,,distalen” Oberflache des Hexamers (siche Abbildung Abbildung 25B).

Sau-Hfq ,,proximal*

Abbildung 24: Elektrostatische Oberflichenpotenziale von Syn-Hfq und Sau-Hfq im Vergleich. (A,B)
Oberflachenpotenzial der ,,proximalen (A) bzw. der ,distalen” Seite (B) des Syn-Hfg-Hexamers (C, D)
Oberflachenpotenzial der “proximalen” (C) und “distalen” (D) Seite des Sau-Hfq-Hexamers (PDB-Eintrag 1kql;
Schumacher et al., 2002). Rot, elektronegativ; blau, elektropositiv. Die Modelle wurden in der Arbeitsgruppe
von Cheryl Kerfeld mit dem Programm GRASP2 (Petrey & Honig, 2003) erstellt.
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Konserviert 2 Variabel

Abbildung 25: Primiirstrukturkonservierung zwischen cyanobakteriellen Hfq- Proteinen, dargestellt auf
der molekularen Oberfliche des Syn-Hfq Hexamers. Die Aminosduren sind nach der Stirke ihrer
Konservierung innerhalb der Sequenz mithilfe eines gelb-weiB-blau- Gradienten eingefarbt (siehe Farbskala).
Die relative Sequenzkonservierung wurde in der Arbeitsgruppe von Cheryl Kerfeld unter Verwendung einer
Alinierung von 29 cyanobakteriellen Hfq Sequenzen mit dem Programm ConSurf (http://consurf.tau.ac.il/)
berechnet. (A) ,,Proximale” Seite des Syn-Hfq-Hexamers. Die fiinf in cyanobakteriellen Hfg- Proteinen absolut
invariablen Reste (Pro9, GInl5, Trp40, GIn41 und Asp42) sind in einem der sechs Protomere hervorgehoben. (B)
»Distale* Seite des Syn-Hfgq-Hexamers. Das putative Anionen bindende nest- Motiv (Reste 30-32) ist umrissen.

2.3 Identifikation und Untersuchungen Hfq-abhingiger sRNAs in Synechocystis

Die bisher gezeigten Daten gewéhren einen ersten Einblick in die globale Funktion des Hfg-
Proteins in Synechocystis. Auf physiologischer Ebene lief3 sich zunéchst eine essenzielle Rolle
von Hfq bei der Vermittlung phototaktischer Motilitdt darstellen. Diese Erkenntnisse konnten
durch molekulare Analysen gestiitzt und insofern vertieft werden, als die Expression einiger

bekanntlich an der Motilitét beteiligten Gene offenbar stark von Hfq abhangt.

Keinen Hinweis gibt es bisher auf den Mechanismus, durch den Hfq diese Prozesse in
Synechocystis steuert. Die Funktion des orthologen Proteins aus E. coli (sowie einiger
weiterer untersuchter Hfg-Varianten) ist primdr auf dessen RNA-Bindungsaktivitit

zuriickzufiihren (sieche z.B. Jousselin et al., 2009; Morita et al., 2008; Valentin-Hansen ef al.,
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2004). Ein besonderer und weitldufig untersuchter Aspekt ist dabei die zentrale Rolle dieses
Proteins in der post-transkriptionellen Kontrolle der Genexpression durch regulatorische
sRNAs. Solche sRNAs werden durch die hochaffine Bindung an Hfq entweder stabilisiert
(Moll et al, 2003a; Moller et al, 2002; Pfeiffer et al., 2007; Sledjeski et al., 2001;
Sonnleitner et al., 2006; Viegas et al., 2007); oder Hfq vermittelt/erleichtert als RNA-
Chaperon in vitro die Interaktion der SRNA mit der entsprechenden Ziel-mRNA (Arluison et
al., 2007; Hopkins et al., 2009; Lease & Woodson, 2004; Moll et al., 2003b; Soper &
Woodson, 2008).

Die Frage nach der Konservierung dieser funktionellen Eigenschaften in der
cyanobakteriellen Hfg-Variante wurde erheblich durch das negative Ergebnis des in Abschnitt
2.1.2.6.2 dargestellten, heterologen Komplementierungsexperiments gendhrt. Wie dort
gezeigt, konnte der Phinotyp der AAfg-Insertionsmutante von Synechocystis nicht durch die in
trans exprimierte Hfq-Variante aus E. coli aufgehoben werden. Entsprechend lieferte
umgekehrt auch der Versuch, die Ahfg-Mutante von Salmonella (Sittka et al., 2007) mit dem
hfg-Locus aus Synechocystis genetisch zu komplementieren, negative Ergebnisse (personliche
Mitteilung von Alexandra Sittka, MPI fiir Infektionsbiologie, Berlin). Entsprechend deckte
auch die Rontgenstrukturanalyse des Syn-Hfg-Proteins ggf. mafigebliche Unterschiede im
Potenzial zur Bindung AU-reicher RNA-Sequenzen auf.

Vor diesem Hintergrund beschiftigen sich die folgenden Teilabschnitte mit einer zentralen
Fragestelllung: Gibt es in Synechocystis ein von Hfq abhdngiges Repertoire regulatorisch
aktiver sRNAs, und besitzt Hfq dabei eine mit jener der enterobakteriellen Varianten

vergleichbare Aktivitdt?

Um sich dieser Fragestellung zu ndhern, sollten in ersten Experimenten die
Expressionsniveaus bekannter, stark exprimierter cyanobakterieller SRNAs in Aifg untersucht
werden. Dariiber hinaus wurden in vitro Protein-RNA-Bindungsstudien u.a. mit bekannten

enterobakteriellen SRNAs durchgefiihrt (Abschnitt 2.3.1).
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Zudem sollten weitere RNA-Molekiile in Synechocystis identifiziert werden, deren
Expressionsniveaus direkt oder indirekt von Syn-Hfq abhidngen. Da das annotierte,
proteinkodierende Spektrum des Transkriptoms (unter standardisierten
Kultivierungsbedingungen) bereits durch die Expressionsanalysen in Abschnitt 2.1.2.5.2
abgedeckt wurde, standen in den folgenden Untersuchungen v.a. hypothetische regulatorische
sRNAs im Fokus. Zu deren Identifikation wurden vergleichende Expressionsanalysen
zwischen Wildtyp und Ahfg mithilfe eines speziellen Tiling-arrays durchgefiihrt, dessen
Sonden ca. 40 % des Chromosoms inklusive ,,intergenischer Regionen™ und des antisense-

Strangs abdecken.

2.3.1 Invitro Bindungsstudien zeigen keine eindeutige Bindung bekannter SRNAs an
Syn-Hfq

Um erste Einblicke in die RNA-Bindungscharakteristika von Hfq aus Symechocystis zu
bekommen, wurde die Affinitdt des rekombinanten Proteins Syn-Hfq (siehe Abschnitt 2.2.1)
zu publizierten, enterobakteriellen Hfg-bindenden sRNAs und einer cyanobakteriellen SRNA
in vitro mithilfe von Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) analysiert. Dieses
Verfahren basiert auf der Eigenschaft von Protein-RNA/DNA-Komplexen, in nicht-
denaturierenden Gelen ein verzdgertes elektrophoretisches Laufverhalten gegeniiber den
freien Nukleinsdurefragmenten aufzuweisen (Hellman & Fried, 2007). Der EMSA ist die
Standardmethode zum qualitativen Nachweis sowie zur semi-quantitativen Charakterisierung
von Hfg-RNA-Komplexen in vitro (siehe z.B. Folichon et al., 2003; Lease & Woodson, 2004;
Mitobe et al., 2008; Soper & Woodson, 2008; Sun & Wartell, 2006; Zhang et al., 1998),
sodass dieser Test angesichts der zahlreichen Referenzen auch in dieser Arbeit zur

Anwendung kam.

RprA

Die ersten Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Nelly Said im Labor von Dr. Jorg
Vogel (MPI fiir Infektionsbiologie, Berlin) durchgefiihrt. Die dort im Vorfeld durch in vitro
Transkription préparierte, [o’°P]-markierte enterobakterielle Hfg-bindende sRNA RprA
(Updegrove et al., 2008) wurde bei Endkonzentrationen von je 5 nM fiir 30 min bei 37 °C

mit dem rekombinanten Syn-Hfg-Protein in aufsteigenden Konzentrationen (mit Bezug auf
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das theoretische Hexamer) zwischen 100 nM und 500 nM inkubiert und in einem nicht-
denaturierenden Polyacrylamidgel elektrophoretisch analysiert. Als Positivkontrolle diente
das rekombinante, homologe Hfg-Protein aus Salmonella (Sal-Hfq) bei einer Konzentration
von 100 nM. Zur Vermeidung unspezifischer Interaktionen des Proteins mit RprA enthielt
jeder Ansatz 1 pg Hefe-tRNA als Kompetitor. Abbildung 26A zeigt, dass in dem gewéhlten
Konzentrationsbereich kein verzogertes Laufverhalten von RprA durch Syn-Hfq zu

beobachten ist, wiahrend die RNA durch Sal-Hfq nahezu komplett retardiert wird.

MicA

Um diesen Aspekt zu vertiefen, wurden im Verlauf dieser Arbeit erginzende Analysen mit
weiteren RNAs durchgefiihrt. Nielsen und Mitarbeiter (2007) konnten mithilfe solcher
heterologen in vitro-Bindungsstudien bereits Interaktionen zwischen dem archaealen Mja-Hfq
und den enterobakteriellen SRNAs Spot42, DsrA, MicA (Synonym: SraD) und HbrC bei
Proteinkonzentrationen ab 200 nM darstellen. Die Autoren verweisen jedoch auf eine zwei-
bis sechsfach geringere RNA-Affinitdit von Mja-Hfq im Vergleich zu bakteriellen Hfq-
Proteinen. Exemplarisch wurde in dieser Arbeit die Affinitit von Syn-Hfq zu MicA

untersucht.
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Abbildung 26: EMSA von Syn-Hfq mit ausgewihlten sSRNAs. Die analysierten SRNAs (MicA, Yfrl) wurden
durch in vitro Transkription synthetisiert und nach anschlieBendem DNase-Verdau zusammen mit einem
GroBenstandard in einem 8 %igen Harnstoff-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid sichtbar gemacht (B,D, rechts). Die RNA wurde aus dem Gel eluiert und am 5’-Terminus mit
[«’”P] markiert. RprA (A) wurde im Labor von Dr. Jorg Vogel (MPI fiir Infektionsbiologie, Berlin) pripariert.
Poly(A)-RNA (C) wurde von Dr. Elena Evguenieva-Hackenberg (Institut fiir Mikrobiologie und
Molekularbiologie, Justus-Liebig-Universitit Giessen) zur Verfiigung gestellt und direkt mit [o**P] markiert. Die
markierten RNAs wurden jeweils bei einer Konzentration von 5 nmol L fiir 30 min bei 30 °C mit Syn-Hfq in
aufsteigenden Konzentrationen (siche Beschriftung) inkubiert. Als Kompetitor war in jedem Ansatz 1 pg Hefe-
tRNA enthalten. Die EMSA-Analysen erfolgten in 5 %igen nicht-denaturierenden Polyacrylamidgelen. Die Gele
wurden im Vakuum getrocknet und die markierte RNA durch phosphoimaging sichtbar gemacht.
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Diese sRNA wurde per in vitro-Transkription synthetisiert und mithilfe einer prédparativen,
denaturierende Gelelektrophorese (Abbildung 26B, rechts) gereinigt. 20 pmol der RNA
wurden unter Verwendung von y*>-P-ATP durch die T4-Polynukleotidkinase am 5’-Terminus
radioaktiv markiert und erneut elektrophoretisch gereinigt. Die oben beschriebenen EMSA-
Versuchsbedingungen wurden insofern modifiziert, als die Inkubationstemperatur in
Anlehnung an die Standardkulturbedingungen fiir Synechocystis auf 30 °C herabgesetzt
wurde. Zudem wurde Syn-Hfq in aufsteigenden Konzentrationen zwischen 50 nM und 2000
nM eingesetzt, um auch bei einer niedrigeren Affinitit die RNA-Bindung nachweisen zu
konnen. Fiir den Fall, dass bei den hohen Mengen des Proteins unspezifische RNA-
Bindungen zu falsch-positiven Ergebnissen fiithren, wurde zur Kontrolle das entsprechend
aufgereinigte, rekombinante HetL-Ortholog aus Anabeana variabilis ATCC 29413 bei einer

Konzentration von 2000 nM eingesetzt.

Das in Abbildung 26B dargestellte Ergebnis zeigt, dass bei niedrigeren Syn-Hfq-Mengen
lediglich eine schwache, undeutliche Retardation der MicA-RNA erkennbar ist (unterer Pfeil).
Bei 2000 nM Syn-Hfq hingegen erscheinen auf unterschiedlicher Hohe im Gel zwei
schwache, distinkte Banden (mittlerer und oberer Pfeil), die auf die Bildung eines Syn-Hfg-
MicA-Komplexes hindeuten konnten. Dies wiirde einer gegeniiber Mja-Hfq mindestens
zehnfach niedrigeren Affinitdt von Syn-Hfq zu MicA entsprechen. Da dasselbe Bandenmuster
jedoch auch durch das Kontrollprotein HetL hervorgerufen wird, ist anzunehmen, dass es sich
hier tatsdchlich um unspezifische Interaktionen handelt, die auf iiberschiissige Mengen des

Proteins bzw. Verunreinigungen in der Proteinpréparation zuriickzufiihren sind.

Yfrl

Weitere EMSA-Analysen wurden exemplarisch mit einer bekannten, stark konservierten
cyanobakteriellen SRNA durchgefiihrt: Yfrl ist ubiquitér in Cyanobakterien (mit Ausnahme
von zwei Prochlorococcus-Stammen) verbreitet und durch eine hoch-konservierte
(theoretische) Sekundirstruktur mit einem invariablen einzelstringigen Abschnitt zwischen
zwei Stammschleifen gekennzeichnet (Vo3 et al., 2007). Diese sSRNA wird in Synechocystis
konstitutiv auf hohem Niveau exprimiert und ldsst sich genetisch nicht Inaktivieren, was auf

eine essenzielle zelluldre Funktion von Yfrl hinweist (Daten nicht gezeigt). Fiir die EMSA-
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Analyse wurde Yfrl, wie oben fiir MicA beschrieben, durch in vitro Transkription
synthetisiert (Abbildung 26D, rechts), gereinigt und radioaktiv markiert. Fiir den Test wurde
rekombinantes Syn-Hfq im Konzentrationsbereich zwischen 20 nM und 800 nM eingesetzt.
Aus Abbildung 26D geht hervor, dass auch Yfrl bei den iiblichen Proteinkonzentrationen in
vitro nicht stabil an Syn-Hfq bindet. Angesichts der falsch-positiven EMSA-Ergebnisse zur
dhnlich strukturierten MicA-RNA erschien der Einsatz groerer Mengen an Syn-Hfq fiir den

Test mit Yfrl nicht sinnvoll.

Poly(A)

Ein weiterer Aspekt der Funktion von Hfq (in Enterobakterien) ist dessen Bindung an 3'-
terminale Polyadenylat-Sequenzen von mRNAs und die damit korrelierte Regulation der
zelluliren mRNA-Degradation (Folichon et al., 2003; Folichon et al., 2005; Hajnsdorf &
Régnier, 2000; Mohanty et al., 2004). Folichon und Mitarbeiter (2003) konnten zeigen, dass
Hfq aus E. coli ein (A)j;s-Polyribonukleotid in vitro im picomolaren Bereich in einer 1:3
Stochiometrie (RNA:Hfqe) bindet. Ergebnisse gleicher Groenordnung wurden in derselben
Arbeit fiir einen (A)s-polyadenylierten mRNA-Rest gezeigt. Vor diesem Hintergrund sollte
im Folgenden untersucht werden, ob Syn-Hfq eine vergleichbare Affinitit zu Poly(A)-RNA-
Molekiilen aufweist wie das homologe Protein aus E. coli. Fiir die entsprechende EMSA-
Analyse stand ein synthetisches (A);p — Polyribonukleotid zur Verfiigung, welches ebenfalls
am 5’-Terminus radioaktiv markiert, mit Syn-Hfq in aufsteigenden Konzentrationen (20-
3000 nM) inkubiert und schlieBlich gelelektrophoretisch analysiert wurde. Da es sich in
diesem Fall um eine unstrukturierte, homogene RNA-Spezies handelte, die auch hinsichtlich
ihrer Bindungseigenschaften in vitro von MicA und Yfrl abweichen kann, wurde bei diesem
Experiment erneut mit héheren Proteinkonzentrationen gearbeitet. In Abbildung 26C ist zu
sehen, dass auch Poly(A)-RNA in vitro keine nachweisbare spezifische Bindung mit Syn-Hfq
eingeht. Im Unterschied zu MicA (Abbildung 26B) zeigt sich hier jedoch keine unspezifische
Retardation der RNA.
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2.3.2 Analysen der Transkripakkumulationen cyanobakterieller SRNAs in
Abhiingigkeit von Syn-Hfq

Viele der in diversen Enterobakterien konservierten sRNAs sind fiir ihre intrazellulédre

Stabilitdt auf Hfq angewiesen. So konnten z.B. Zhang und Mitarbeiter (2003) eine stark

reduzierte Akkumulation einiger Hfg-bindender sRNAs in ein @ Akifg-Mutante von E. coli

nachweisen. Als weitere zentrale Funktion von Hfq gilt die Stimulation der funktionellen

Interaktion zwischen regulatorisch aktiven sRNAs und deren Ziel-mRNAs (Ubersicht in

Gottesman, 2005).

Um sich der Frage nach der Funktion des orthologen Hfg-Proteins in Synechocystis
experimentell zu ndhern, wurden die Transkriptniveaus ausgewdéhlter SRNAs vergleichend in
Wildtyp und Ahfg-Mutante durch Northern Blot-Analysen untersucht. Neben der konstitutiv
exprimierten, zelluldr stabilen SRNA Yfrl (Axmann et al., 2005) wurde dabei mit Yfr2a eine
kiirzlich beschriebene, weithin konservierte cyanobakterielle sRNA (Vo3 et al, 2009)
getestet, deren Transkriptakkumulation unter diversen Stressbedingungen abnimmt (Daten

nicht gezeigt).

Aus Abbildung 27A,B geht hervor, dass Hfq fiir beide sRNAs unter
Standardkultivierungsbedingungen keine essenzielle Rolle hinsichtlich ihrer zelluldren
Akkumulation spielt. Wéhrend sich fiir Yfrl keine Mengenunterschiede zwischen Wildtyp
und Ahfg zeigten, ist Yfr2a in Ahfq gegeniiber dem Wildtyp im Mittel um ca. 17 %
angereichert (basierend auf densitometrisch ermittelten, relativen Werten). In einem weiteren
Versuch wurden Fliissigkulturen von Wildtyp und AAfqg fiir eine Stunde einer Temperatur von
44 °C ausgesetzt, um den Einfluss von Hfq auf das verminderte Expressionsniveau von Y fr2a
unter Hitzestress zu untersuchen. Die Northern Blot-Daten (Abbildung 27C) zeigen ~50 %ige
und ~67 %ige Abnahmen der Yfr2a-Akkumulation im Wildtyp bzw. Ahfg infolge der
Hitzebehandlung. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass im Rahmen von Promotorstudien
eine drastische Abnahme der Yfr2a-Promotoraktivitit nach einem zehnminiitigen Hitzeschock
(bei 43 °C) beschrieben wurde (VoB3 et al., 2009). Gleichwohl verweisen die Autoren auf die

Moglichkeit eines pleiotropen Effekts. Dennoch deuten die hier dargestellten Daten vor
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diesem Hintergrund eine von Hfq unabhédngige, hohe Stabilitit der Yfr2a-RNA an, deren

zelluldre Akkumulation unter Stressbedingungen vermutlich transkriptionell reguliert wird.

A B
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- - - . e
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Abbildung 27: Einfluss der hfg-Inaktivierung auf die Transkriptakkumulation ausgewihlter SRNAs in
Synechocystis. (A,B) Northern Blot-Analyse der Transkriptmengen von Yfrl (A) und Yfr2a (B) unter
Standardkultivierungsbedingungen in Wildtyp und AAfg. Die Gesamt-RNA wurde aus fliissigen Zellkulturen
wihrend der logarithmischen Wachstumsphase isoliert und zu je ca. 3 pg in einem 8 %igen Harnstoff-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nylonmembran wurde die RNA mit
radioaktiv markierten, strangspezifischen Oligonukleotid-Sonden hybridisiert. Zur Ladekontrolle diente eine 5S-
rRNA-spezifische Oligonukleotid-Sonde. Dargestellt sind jeweils die Hybridisierungen von Proben aus drei
unabhingigen Experimenten. (C) Northern Blot-Analyse von Yfr2a unter Hitzestress in Wildtyp und AAfg.
Fliissige Zellkulturen wurden wéhrend der logarithmische Wachstumsphase einer Temperatur von 44 °C
ausgesetzt. Die Probenahme erfolgte unmittelbar vor (28 °C-Kontrolle) und nach einer Stunde der Inkubation
(44 °C Probe). (D) Northern Blot-Analyse der Expressionskinetik des sense-antisense-Paars isiA/ IstR unter
oxidativen Stressbedingungen in Wildtyp und Ahfq. Nach Zusatz von 50 uM Methylviologen (MV) wurden
parallel von Wildtyp und Ahfg -Mutante zu den angegebenen Zeitpunkten Proben entnommen. Die Zeitpunkte
»0-,, und ,,0+“ reprdsentieren Probenahmen vor bzw. unmittelbar nach Zusatz des Methylviologens. Die
préaparierte Gesamt-RNA wurde in einem 1,3 %igen Formaldehyd-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine Nylonmembran transferiert und mit einer isi4-(doppelstrang)spezifischen DNA-Sonde hybridisiert. Die
Hybridisierung mit einer 16S rRNA-spezifischen DNA-Sonde diente als Ladekontrolle.

Um den Aspekt der durch Hfq vermittelten bzw. geférderten RNA-Interaktionen in
Synechocystis zu untersuchen, stand wéhrend dieser Arbeit das isid/IsrR-sense-antisense Paar
als einziges bisher ndher charakterisiertes cyanobakterielles Modell riboregulatorischer

Aktivitdt zur Verfligung (Diihring et al., 2006; Legewie et al., 2008). Die Hfg-vermittelten

78



2 ERGEBNISSE

Interaktionen zwischen trans-kodierten sSRNAs und den jeweiligen Ziel-mRNAs basieren in
E. coli auf mehrfachen Duplexbildungen von je weniger als 10 bp innerhalb unvollstindig
komplementdrer Sequenzabschnitte (Gottesman, 2005). Demgegeniiber handelt es sich bei
IstR (177 nt) um eine cis-kodierte antisense-RNA, welche mit der isiA-mRNA eine potenziell
perfekt komplementire Duplexbildung von 177 bp eingeht. Angesichts moglicher
Sekundérstrukturbildungen beider RNAs in vivo konnte jedoch auch in diesem Beispiel die
Aktivitdt von Hfq deren Interaktionskinetik beeinflussen. In diesem Fall wire anzunehmen,
dass in der Ahfg-Mutante eine abweichende Kinetik der beschriebenen inversen
Akkumulation von IsrR und isi4 unter Eisenmangel-bzw. oxidativen Stressbedingungen zu
beobachten ist. In Abbildung 27D ist exemplarisch eine Northern Blot-Analyse dargestellt,
die zeigt, dass es durch 50 uM Methylviologen hervorgerufenen oxidativen Stress in Wildtyp-
und Ahfg-Fliissigkulturen gleichermal3en nach 60 min zu einer Akkumulation der isi4-mRNA
kommt. Die damit verbundene zeitliche Abnahme der IsrR-Menge unterscheidet sich

ebenfalls nicht zwischen Wildtyp und Mutante.

Ahnlich durchgefiihrte Untersuchungen zur isid/IsrR-Akkumulation unter Eisenmangel
(BG11-Medium ohne Ammoniumeisen(Ill)-citrat) zeigten ferner keinen Einfluss der Afg-

Inaktivierung auf (Daten nicht gezeigt).

2.3.3 Tiling-array-Analyse zur Identifizierung ,,intergenisch* kodierter SRNAs

Fiir die Identifikation potenzieller Hfg-abhingig akkumulierender sRNAs in Synechocystis
wurden vergleichende Transkriptionsanalysen mithilfe eines Tiling-arrays durchgefiihrt.
Tiling-arrays (von engl.: tile = Dachziegel) prisentieren eine Vielzahl an unmittelbar
benachbarten oder teilweise liberlappenden Oligonukleotidsonden, welche entweder das
gesamte Genom oder definierte Teile davon (contigs) abdecken (Selinger et al., 2000). Auf
diese Weise konnen Transkripte genomischer Regionen jenseits annotierter Gene

hochauflosend detektiert und analysiert werden.

Das in dieser Arbeit verwendete 2 x 105K-Agilent 7iling Array umfasst insgesamt 102.739
beidseitig orientierte, iiberlappende Sonden sdmtlicher Gene und IGR, fiir welche auf der

Basis globaler bioinformatischer Analysen des Genoms von Synechocystis potenzielle
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asRNAs bzw. sRNAs vorhergesagt wurden (insgesamt 646 Sequenzen). Der Tiling Array
enthédlt zudem Kontrollsonden fiir genomische Bereiche ohne entsprechende Vorhersagen
(insgesamt 632 Sequenzen). Dadurch waren fiir die Expressionsanalyse ca. 40 % des
gesamten Genoms von Synechocystis abgedeckt. Der Entwurf dieses Tiling-arrays erfolgte in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Wolfgang Hess (Institut fiir Biologie III, Albert-Ludwigs-
Universitét Freiburg) und ist publiziert (Georg et al., 2009).

Fiir dieses Experiment wurden ebenfalls RNA-Priparationen aus Wildtyp- und AAfg-Kulturen
in der logarithmischen Wachstumsphase eingesetzt. Die Probenvorbereitung und kompetitive
Hybridisierung (inklusive dye swap) des Tiling Arrays erfolgte im Wesentlichen entsprechend
den Angaben in Abschnitt 2.1.2.5.2 am MPI fiir Infektionsbiologie, Berlin (Servicebereich
Microarray, Ina Wagner, Dr. Hans-Joachim Mollenkopf). Im Unterschied zu den oben
dargestellten, vergleichenden Expressionsanalysen, diente die 7Tiling-array-Analyse zunédchst
dem rein qualitativen Nachweis einzelner bisher unbekannter Transkripte. Insofern wurde -
auch angesichts des Kostenfaktors - hier zunichst auf den Einsatz biologischer Replikate fiir
die statistische Absicherung der Daten verzichtet. Identifizierte SRNA-Kandidaten sollten zu
diesem Zweck spdter im Rahmen von Northern Blot-Analysen in mehreren voneinander

unabhingigen Versuchen untersucht werden (Abschnitt 2.3.3.3).

Eine graphische Darstellung der differenziell akkumulierenden Transkripte ist fiir beide
Farbstoffzuordnungen in Abbildung 28 gezeigt. Daraus geht zundchst deutlich hervor, dass
sich die Transkriptionsprofile der beiden dye swap-Ansdtze in den Diagrammen nahezu
spiegelsymmetrisch zueinander darstellen, was fiir eine gute technische Qualitét spricht. Auch
hier sind z.T. erheblich reduzierte Mengen einiger Transkripte in Ahfg zu erkennen (rote
Kreuze im linken Diagramm, griine Kreuze im rechten Diagramm; Abbildung 28), was - auch
hinsichtlich der insgesamt limitierten Varianz der Transkriptionsprofile - in der Tendenz die

Daten der Microarray-Analyse aus Abschnitt 2.1.2.5 widerspiegelt.
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Abbildung 28: Graphische Gesamtdarstellung differenziell akkumulierender Transkripte in Ahfg
gegeniiber dem Wildtyp im Tiling-array-Experiment. Aufgetragen sind jeweils die dekadischen
Logarithmen der Verhiltnisse zwischen den relativen Fluoreszenzintensititen von Wildtyp- und Ahfg-
Proben (Y-Achse) gegen die entsprechenden Gesamtintensititen (X-Achse). Die Diagramme zeigen
die Daten aus zwei kompetitiven Hybridisierungen derselben Proben mit inversen
Farbstoffzuordnungen (dye swap). Die einzelnen Signale sind durch farbige Kreuze dargestellt (siche
Legende). In Anlehnung an den dye swap enthalten die Diagramme eine zueinander inverse

Farbmarkierung.
2.3.3.1 Identifizierung differenziell akkumulierender Transkripte

Da fiir die Auswertung dieser 7iling-array Analyse keine Daten aus biologischen Replikaten
zur Verfiigung standen, wurden keine weiterfithrenden statistischen Analysen durchgefiihrt.
Daher wurden zur Identifikation differenziell akkumulierender Transkripte nur solche Sonden
beriicksichtigt, deren Signale in AAfg im Vergleich zum Wildtyp mindestens um den Faktor 4

erhoht bzw. reduziert waren (Fc > 4). Dieser vergleichsweise hohe Schwellenwert sollte die

Anzahl falsch-positiver Kandidaten reduzieren.
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Das Operon slr1667-slr1668 als Positivkontrolle

Diese Analyse brachte eine Auswahl von 42 Genen bzw. regulatorischer Genbereiche
(5’-bzw. 3’-UTRs) - reprédsentiert durch eine jeweils unterschiedliche Anzahl von
differenziell reagierenden 7iling-Sonden - hervor. (Tabelle 2). Die Fc-Werte von Sonden,
welche demselben Gen bzw. einem definierten genomischen Abschnitt zugeordnet wurden,
sind als Mittelwerte angegeben. Ahnlich den Microarray-Daten aus Abschnitt 2.1.2.5.4 (vergl.
Tabelle 1) erscheint auch in diesem Experiment der GroBteil der ausgewédhlten Transkripte in
der Ahfg-Mutante herunterreguliert. Lediglich 15 Sonden zeigten stirkere Signale in Ahfg;
davon liefen sich alleine sechs Sonden s/r0804 (dacB) zuordnen, wihrend insgesamt drei
Sonden mit dem Locus s/r0439 (inklusive dessen 5’ -UTR) iibereinstimmen. Ansonsten waren
nur positive Signale einzelner Sonden in AAfg mit einem F¢> 4 nachweisbar. Unter den
regulierten Genen bzw. Transkripten mit den stdrksten durchschnittlichen Negativinderungen
in Ahfg finden sich erneut das Operon slri667-slri668 (Fc >20), der diesem Operon
benachbarte Locus s//1542 (Fc >10; siche auch Abbildung 14F) und s/r2015. Alle weiteren
Signale sind keinem der in Abschnitt 2.1.2.5.4 dargestellten /fg-abhéngig akkumulierenden
Transkripte zuzuordnen. Dies ist weitestgehend auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass nicht
das gesamte (protein-kodierende) Genom von Symechocystis auf dem Tiling-array
reprasentiert ist. So befinden sich auf dem chip z.B. keine Sonden fiir die Loci ssr2848,
sll1543, ssr2787, slr2016, ss{2996 und slr2018, deren mRNA-Akkumulationen in Aifg nach
der ,klassischen* Microarray-Daten mindestens um den Faktor 4 reduziert sind. Zudem
konnen abweichende Datensitze auf eine unterschiedliche Qualitédt (Sensitivitdt) der Sonden
fiir die jeweiligen Gene zuriickzufiihren sein. Ferner muss bei der Bewertung der 7iling-
array-Daten in diesem Fall das Fehlen biologischer Replikate und damit statistischer
Auswertbarkeit berticksichtigt werden. So liel sich die reduzierte Akkumulation der nrt4-

mRNA in Ahfg durch Northern Blot-Analysen nicht bestdtigen (Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 2: Tiling-array-Signale.

a

, “intergenische” Signale in chromosomaler Nachbarschaft zu ebenfalls
differenziell exprimierten ORFs (potenzielle 5'- bzw. 3"-UTRs); °, antisense-RNA. ¢, Hfg-regulierte putative
sRNAs; *, bekannte Hfg-regulierte mRNA aus Tabelle 1; Nr., Anzahl reagierender Sonden; @ Fc, aus den
Signalen aller reagierenden Sonden gemittelte Anderung der Transkriptakkumulation in AAfg relativ zum

Wildtyp.

Locus Strang Svynonvm Cvanobase Definition Nr. O Fc
slrl1667* + 5-slrl667 hypothetical protein (target gene of Sycrp1) 2 -35.88
slrl1667* + slrl667 hypothetical protein (target gene of Sycrpl) 11 -28.73
slr1668* + slri668 periplasmic protein, (target gene of Sycrpl) 19 -21,07
slr1512° + 5 -slrl5i2 sbtA (CO2 transport) 2 -19.36
slr0204 — x + h pr 2 genomic 3’ region of slir0204 (YCF83) ; 5° of gltX 5 -17,22
—sl0179°

slr1512 + slrli512 sbtA (CO2 transport) 23 -13.4
slr1667° + 5 -slri667as hypothetical protein (target gene of Sycrpl) 2 -12,39
sll1542 - sll1542 unknown protein - 12 -11,22
slr0363 — x- + h pr 3 genomic between s/r0363 & slr0364 2 -7,34
slr0364°

sIr2015* + pilA9 type 4 pilin-like protein, (pil49) 16 -681
sll1451° - 5 -nrtB nitrate/nitrite transport system permease protein 2 -5,34
sll1450 - nrtd nitrate/nitrite transport system substrate-binding protein 15 -5,06
sll1452 nrtC nitrate/nitrite transport system ATP-binding protein 12 -4,88
sHIT19 - SII119 unknown protein 6 488
sll1450° - 3 -nrtd nitrate/nitrite transport system substrate-binding protein 3 -4,71
sIr0288 n aInN ammonia ligase 2 471
sll1451 - nrtB nitrate/nitrite transport system permease protein 6 -4,62
slr1651 + hiyB ABC transporter ATP-binding protein 1 -4,58
sll1453 - nrtD nitrate/nitrite transport system ATP-binding protein 11 -4,58
slr1096 + phdD dihydrolipoamide dehydrogenase 1 -4,54
slr0212 + metH 5-methyltetrahydrofolate--homocysteine methyltransferase 1 -4,49
sll1755 - sll1755 unknown protein 1 437
slr2081 + tyrd prephenate dehydrogenase 1 -4,37
slr1959" + 3=s1r1939 unknown protein 1 433
sllo158 - gloB 1,4-alpha-glucan branching enzyme (gl/gB) 1 -4,33
slr0220 + alyS glycyl-tRNA synthetase beta chain 1 -4,33
sli2001° + lap-as leucine aminopeptidase 1 -4,33
sll1542° + 5'-sll1542as unknown protein 1 -4,16
sll1546 - ppx exopolyphosphatase 1 4,12
slr1579 + slrl579 hypothetical protein 1 -4,12
sll1864 - sll1864 probable chloride channel protein 1 -4,08
sl1119" - 3=slI19 unknown protein 1 4,04
ssi2874 — x - hpr5 genomic - between ss/1278 & sirl1575 1 +4,16
-slr1575¢

slr0439 + 5110439 unknown protein 2 1433
slr0439° n 5 slr0439 unknown protein 1 +4.41
sir0369 + slr0369 RND multidrug efflux transporter 1 +4.41
sII370 — x- n hprl 1 +4,49
sli371°

slr1655" - 5 -psal-as photosystem I subunit X 1 +4.93
sll1898 sll1898 hypothetical protein 1 +6.,3
slr0646 — x- - hpr4 genomic 3" to s//0601 (Nitrilase homologue) 1 +7,51
sll0601¢

slr0804 + dacB probable D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase 6 +7.56
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2.3.3.2 Identifizierung von drei Hfq regulierten putativen sRNAs (Hpr)

Im Folgenden sollten aus den in Tabelle 2 aufgefiihrten Loci bzw. ,,intergenischen® Bereichen
geeignete sRNA-Kandidaten fiir weitere Analysen ausgewdhlt werden. Kandidaten aus
potenziellen 3'- bzw. 5’'-terminalen Bereichen annotierter Gene, deren Expression (angesichts
der Tiling-array Daten) ebenfalls durch Hfq beeinflusst wird, sowie asRNA-Kandidaten
wurden in dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Letztendlich wurden drei ausgewdhlte Hfq
regulierte putative SRNAs (Hpr 1-3) definiert. Die Hprl zugeordnete Sonde zeigt eine um den
Faktor 4,49 erhohte Signalstirke in AAfg und ist von besonderem Interesse, da dessen
genomische Sequenz in antisense-Orientierung 10 bp stromaufwirts einer vorhergesagten
Sycrpl-Bindestelle im Promotorbereich von sycrpl (Xu & Su, 2009) lokalisiert ist. Zudem
wurden die zwei ,intergenischen Kandidaten mit den hdchsten negativen Fc-Werten
ausgewdhlt: Hpr2 (@ Fc = -17,22) und Hpr3 (@ Fc = -7,34) galten auch angesichts mehrerer

reagierender Sonden (siche Tabelle 2) als besonders vielversprechende Kandidaten.

Die genomischen Bereiche der einer Hpr zugeordneten Sonde(n) wurden vorlaufig als Apr -
Sequenzen bezeichnet. Da auch bei diesen Kandidaten nicht ausgeschlossen werden konnte,
dass es sich z.B. um regulatorische 3"-oder 5’-Bereiche von annotierten Protein-kodierenden
Genen bzw. selbst um kleine, nicht-annotierte ORFs handelt, wurden sie einleitend
hinsichtlich ihrer exakten Lokalisierung im Genom charakterisiert. Dazu wurden die
genomischen Regionen zundchst im ,,Artemis“-Genombrowser (Rutherford et al., 2000)
visualisiert und die Lokalisierungen von #hpri-3° definiert (Abbildung 29). Dasselbe
Programm wurde zudem genutzt, um hypothetische, nicht-annotierte ORFs zu identifizieren.
Da ,,Artemis* jedoch jedes mogliche Startcodon beriicksichtigt, wurden die /spr’-Sequenzen
sowie deren flankierenden Bereiche<(50 bp; ohne  Uberlappung mit annotierten ORFs)
ferner  mithilfe des Programms ,,ORF  Finder® (http://www.geneinfinity.org/
sms_orffinder.html) nach nicht-annotierten ORFs von mindestens 50 bp Sequenzlédnge
durchsucht. Es wurden alle drei Leseraster des entsprechenden Strangs analysiert und dabei
ATG, CTG, GTG und TTG als mdgliche Startcodons zugelassen. Zur Identifizierung
homologer Sequenzen in den Genomen verwandter Organismen wurden die

Aminosduresequenzen der hypothetischen ORFs mithilfe der Algorithmen BLASTP und
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TBLASTN (Altschul et al, 1997) mit der Proteinsequenzdatenbank des NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) bzw. der Nukleotidsequenzdatenbank der Cyanobase
(http://blast.kazusa.or.jp/blast _search/cyanobase/genomes) abgeglichen.

Die Angaben der genomischen Lokalisationen von hprl-3° orientieren sich in diesem
Abschnitt an den 5’- und 3’-Enden der im 7iling-array reagierenden Sonden. Daher sind die

hier besprochenen Sequenzabschnitte zunéchst als hypothetisch zu betrachten.

A B C
L[ S A1 o ' I
s1r0363 slr0364
(R =1 (R == R O AT RN R
L 1V = o = T O N1 A
— _ Slr0204 = —
’ D S ) < 2
hpri s1x020. hpr2 510363 hpr3 20364
1844800 [1845600 || |2740800 2741600 2350400 [2351200
S e T e |
s111371 rfbM gleX - -
D
* 20 * 40 *
PCC 8802 |- —-MAETEND Sy KR g s INE LA PS SVAMOK T SN- TR I LSATFRQKCST- : 54
PCC 7424 : --MTES NP NV QSANVTQLSTANPS:KFQEVQSTESQKV : 56
ATCC 51142 : -- AARIEQ 'GIRWNEY SVSETTPHLHSSQGEKISSDSKDTL——— : 53
CCY 0110 HEE EQ j i:'u.TV MPVTKTTNHFSSSVGEEISSDSKDTL--- @ 53
PCC 8106 : ~MTMIQTCEK W KEQQCSPOQPE————3KVA-——=—===== : 43
HPR2 : VISV.‘IESQ ONREEQNNNS PNATDQDQDNG=====—— : 52

Abbildung 29: Lokalisierung der reagierenden Tiling-array-Sonden von Hprl-3 im Genom von
Synechocystis. (A-C) Ausschnitte aus Darstellungen des Artemis-Genombrowsers (Rutherford et al., 2000).
Beide Stringe des Chromosoms (+, -) sind mit den annotierten Loci (weifle Blockpfeile) und den Apr-Sequenzen
(blaue Blockpfeile) schematisch in grauer Schattierung dargestellt. Die drei Leseraster oberhalb des (+)-Strangs
(A-C) stellen schematisch theoretische Stoppcodons (schwarze Striche) und ATG-Startcodons (blaue Striche)
dar. Graue Blockpfeile markieren durch das Programm ORF Finder
(http://www.geneinfinity.org/sms_orffinder.html) identifizierte hypothetische ORFs. Der Rote Blockpfeil (B)
markiert einen hypothetischen ORF mit homologen Genen in anderen Cyanobakterien. Die von den Northern
Blot-Sonden (siche Abschnitt 2.3.3.3) abgedeckten Bereiche sind durch rote Balken gekennzeichnet (F)
Aminoséduresequenz-Vergleich des hypothetischen Proteins Hpr2 mit homologen Sequenzen aus Cyanothece sp.
(ATCCS51142, CCYO0110, PCC8802, PCC7424) und Lyngbya sp. PCC 8106 (PCC8106). Konservierungsgrad:
Komplett konservierte Aminosdurereste (100 %), weil mit schwarzem Hintergrund; hoch konservierte
Aminosdurereste (>80 %), weil mit dunkelgrauem Hintergrund; schwach konservierte Aminosdurereste
(>60 %), schwarz mit hellgrauem Hintergrund. Die Alinierung wurde mit dem Programm ClustalW2 (EMBL-
EBI) generiert und mit dem Programm GeneDoc editiert.
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Hprl

Die hprl -Sequenz (Chr: 1845436..1845477)* befindet sich auf dem genomischen (+)-Strang
zwischen den Loci s/l1371 (sycrpl) und sll1370 (rfbM), die jeweils in Gegenorientierung auf
dem (-)-Strang liegen. Demzufolge ist es nicht wahrscheinlich, dass Hprl die 3'- bzw.
5’-UTR eines anliegenden, annotierten ORFs ist. Aus der Darstellung (Abbildung 29A) geht
zudem hervor, dass sich im Bereich von Apr/’ in jedem der drei Leseraster je zwei nicht-
annotierte hypothetische ORFs befinden, die mit dem Programm ,,ORF Finder” ermittelt
wurden. Im Rahmen von TBLASTN-Analysen wurden lediglich fiir einen der hypothetischen
ORFs homologe Sequenzen in zwei Stimmen von Prochlorococcus marinus gefunden, die

jedoch innerhalb eines annotierten kodierenden Bereiches (fisH4) lokalisiert sind.

Hpr2

Die genomische Sequenz von Hpr2 (Chr: 2741384..2741641), dem insgesamt fiinf
reagierende Sonden im 7iling-array zugeordnet wurden, liegt auf dem (+)-Strang direkt
(56 bp in Bezug auf das 5'-Ende der ersten Sonde) stromabwirts von s/r0204 (ycf83).
Stromabwiérts von hpr2 folgt im Abstand von 32 bp (in Bezug auf die letzte Sonde)
gegenorientiert s/[0179 (gltX). Insofern kommt Hpr2 als 3"-UTR von s/r0204 in Frage. Jedoch
lieBen sich in den drei Leserastern des (+)-Strangs mithilfe von ,,ORF Finder* insgesamt vier
potenzielle ORFs (>50 bp) im Bereich von Apr2 " identifizieren (Abbildung 29B). Im Rahmen
der anschlieBenden BLAST-Analysen zeigte sich, dass fiir jenen ORF in der genomischen
Region zwischen 2741413 und 2741568 bp (hpr2’; roter Pfeil in Abbildung 29B) homologe,
annotierte Loci in vier Cyanothece Spezies (ATCC 51142, CCY0110, PCC 8802, PCC 7424)
sowie in Lyngbya sp. PCC 8106 existieren. Der Sequenzvergleich in Abbildung 29D zeigt im
amino-terminalen bis mittleren Sequenzabschnitt der Proteine eine starke Konservierung mit
einem potenziellen Motiv. Diese Daten unterstiitzen die Annahme, dass es sich bei Apr2” um

ein kleines protein-kodierendes Gen handelt.

? Exakte physikalische Lokalisation auf dem Chromosom. Die Zahlen geben die Positionen in bp an.
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Hpr3

Die beiden Tiling-array Sonden, welche Hpr3 zugeordnet wurden, umfassen die genomische
Region zwischen 2351206 und 2351263 bp auf dem chromosomalen (+)-Strang (Abbildung
29C). Dieser Bereich liegt 59 bp stromaufwirts von slr0364 und 222 bp stromabwérts von
sir0363. Diese beiden ORFs liegen in gleicher Orientierung ebenfalls auf dem (+)-Strang.
Daher konnte es sich bei Hpr3 sowohl um die 3’-UTR von s/r0363 als auch um die 5-UTR
von slr0364 handeln. Mithilfe von ,,ORF-Finder* lieBen sich zwei hypothetische offene
Leseraster von 84 bp bzw. 60 bp Sequenzldnge identifizieren. Sie liegen im Bereich zwischen
2351107 und 2351190 bp bzw. zwischen 2351218 und 2351277 bp des Chromosoms, so dass
nur der 60 bp ORF hpr3” tiberlappt. Die Homologiesuche mit BLASTP und TBLASTN in den
Datenbanken des NCBI bzw. der Cyanobase blieben jedoch ergebnislos, sodass zumindest

keine funktionelle Konservierung der hypothetischen Aminosduresequenzen vorliegt.

2.3.3.3 Northern Blot-Nachweis von Hpr1-3

Zur Verifizierung der Tiling-array-Daten und um einen ersten Eindruck von der tatsdchlichen
GroBe von Hprl-3 zu bekommen, wurde erneut Gesamt-RNA aus Wildtyp- und Ahfg-
Fliissigkulturen isoliert und fiir Northern Blot-Analysen unter Verwendung strangspezifischer
RNA-Sonden eingesetzt. Nach Auftrennung der RNA in hochauflésenden Polyacrylamidgelen
lieferten die Hprl- und Hpr3-Sonden (Abbildung 30A,C) klare Signale knapp unterhalb
(Hprl) bzw. auf der Héhe (Hpr3) des 200 nt-Markers. Entsprechend den 7iling-array-Daten
war die Akkumulation von Hpr3 in Akfg drastisch reduziert, wihrend Hprl unter diesen
Versuchsbedingungen ausschlielich in der Mutante deutlich nachweisbar war. Die zwei
weiteren Banden der Hprl-Hybridisierung konnten auf eine Prozessierung bzw. Instabilitit
der RNA zuriickzufiihren sein. Um zu iiberpriifen, ob deutlich gréere, mit diesen Sonden
hybridisierende Transkripte existieren, wurde der Versuch unter Verwendung von 1,3 %igen
Agarosegelen wiederholt. Auch hier weist die Hpr3-Sonde ausschlieflich ein ~200 nt-
Transkript nach (Abbildung 30D), wihrend die Hprl-Bande weniger distinkt erscheint und
sich diffuse schwache Signale im oberen Bereich des Blots abzeichnen (Abbildung 30B).
Insofern konnten die schwachen ,Hintergrundsignale® in Abbildung 30A auf

Degradationsprodukte eines groeren Transkripts zurlickzufiihren sein.
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Abbildung 30: Northern Blot-Analyse zum Expressionsnachweis der putativen sRNAs Hpr1l und Hpr3.
Die Gesamt-RNA wurde aus fliissigen Zellkulturen von Wildtyp und AAfqg wiahrend der logarithmischen
Wachstumsphase isoliert und zu je ca. 5 pg in einem 8 %igen Harnstoff-Polyacrylamidgel (A, C) bzw. zu je ca.
10 pg in einem 1,3 %igen Formaldehyd-Agarosegel (B, D) elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer auf
eine Nylonmembran wurde die RNA mit radioaktiv markierten, genspezifischen RNA -Sonden hybridisiert. Zur
Ladekontrolle diente eine 5S-rRNA-spezifische Oligonukleotid-Sonde (A, C). Dargestellt sind repriasentative
Hybridisierungen aus zwei unabhdngigen Experimenten. Die Abbildungen zeigen zum Mengen- und
GroBenabgleich links jeweils die entsprechenden Spuren des Polyacrylamidgels (A, C) bzw. der Nylonmembran
nach einer Ethidiumbromidfarbung. M, RiboRuler Low/High Range RNA Ladder. WT, Wildtyp.
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Fiir Hpr2 wurde infolge der Polyacrylamidgel-basierten Auftrennung im Northern Blot ein
leiterartiges Bandenmuster in der Wildtyp-Probe detektiert, wéhrend in Akfg kein Signal
nachweisbar war (Abbildung 31). Derartige Bandenmuster beobachtet man gewdhnlich bei
Hybridisierungen von bakteriellen mRNAs, was deren allgemein sehr geringer Halbwertszeit,
d.h. einer hohen Abbaurate geschuldet ist (Rauhut & Klug, 1999). Interessanterweise befindet
sich die hochste prominente Bande im Bereich zwischen den 200 nt und 300 nt
Markerbanden; die von den reagierenden Tiling-array-Sonden abgedeckte Apr2-Sequenz
umfasst 258 bp, der in Abschnitt 2.3.3.2 beschriebene hypothetische ORF 156 bp. Insofern
konnte es sich bei Hpr2 tatsdchlich, v.a. angesichts der konservierten abgeleiteten
Aminosduresequenz um eine protein-kodierende mRNA mit nicht-translatierten Bereichen
handeln. Aufgrund dieser Annahme standen in den weiteren Untersuchungen ausschlieBlich

Hprl und Hpr3 im Fokus.

A B Abbildung 31: Northern Blot-Analyse zum
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2.3.3.4 Identifizierung der Transkriptenden durch RACE-Experimente

Die experimentelle Ermittlung der prézisen Nukleotidsequenzen von Hprl und Hpr3 erfolgten
im Rahmen von RACE (rapid amplification of ¢cDNA ends) Analysen. Die erstmals von
Bensing und Mitarbeitern (1996) fiir die Analyse bakterieller RNAs beschriebene 5° RACE
ist eine sensitive RT-PCR-Technik zum Nachweis von 5’-Transkriptenden, die es erlaubt
zwischen Primirtranskripten und prozessierten RNAs zu unterscheiden. Diese Methode kam
bereits in verschiedenen Arbeiten erfolgreich zur Analyse von 5°-Enden cyanobakterieller
RNAs zum Einsatz (Axmann et al., 2005; Diihring et al., 2006; Georg et al., 2009; Steglich et
al., 2008; Vogel et al., 2003; VoB3 et al., 2009).

In Bakterien besitzen primére, nicht-prozessierte Transkripte Triphosphate, prozessierte
RNAs hingegen Monophosphate an ihren 5’-Enden. Durch Behandlung der RNA mit fobacco
acid pyrophosphatase (TAP) lassen sich die primédren triphosphorylierten 5’-Enden
hydrolytisch zu Monophosphaten umwandeln, was die Ligation mit einem 5-RNA-Linker
bekannter Sequenz erlaubt. Bei der anschlieBenden RT-PCR mit einem Paar aus linker-
spezifischem und gen-spezifischem Primer werden also infolge der TAP-Behandlung (+T)
sowohl primédre als auch prozessierte Transkripte amplifiziert. Die jeweils durchzufiihrende
Negativkontrolle ohne TAP-Behandlung (-T) sollte dagegen ausschlieBlich RT-PCR-Produkte
prozessierter Transkripte hervorbringen, da die Priméartranskripte wegen der Triphosphate am
5’-Ende nicht ligierbar sind. Die Analyse erfolgt durch Klonierung und Sequenzierung
gereinigter (+T)-RT-PCR-Produkte. Die Bestimmung von 3’-Transkriptenden erfolgt analog,
jedoch ohne die Notwendigkeit einer TAP-Behandlung. Der 3"-RNA-Linker ist an dessen 3'-
Ende chemisch modifiziert (aminiert), um intramolekulare Zyklisierungen bzw. Ligationen
mit dem 5°-Ende der zu analysierenden RNA zu vermeiden. Aus entsprechenden Griinden
werden die 5°-Enden der zu analysierenden RNA vor der Ligationsreaktion vollstindig

dephosphoryliert (Argaman et al., 2001).

Die 3-RACE-Analysen von Hprl und Hpr3 erfolgten im Rahmen der Diplomarbeit von Nils

Schiirgers und werden in dieser Arbeit nicht im Einzelnen dargestellt.
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Hprl

Die Sequenzierungen von mindestens vier 5'-RACE-Klonen (+T; siche markiertes RT-PCR-
Produkt, Abbildung 32A, rechts oben) identifizierten fiir Hprl ein 5-Ende an der
genomischen Position 1845458. 3'-RACE-Experimente identifizierten neben dem &ufBersten
3’-Ende an Position 1845634 noch sieben weitere ,,innere” 3’-Enden (Abbildung 32A, oben).
Dabei konnte es sich um Degradationsintermediate handeln (Argaman et al., 2001); da diese
Methode im Gegensatz zur 5'-RACE nicht zwischen priméren und prozessierten/degradierten
Enden unterscheiden kann, ist dieser Befund nicht 100 %ig abgesichert. Jedoch stimmt die
ermittelte Grofle der RNA von 177 nt gut mit den Northern Blot-Daten aus Abbildung 30
iiberein. Die apparente Instabilitit des 3'-Endes konnte dort auch das Auftreten der
zusdtzlichen Hauptbanden erkldren. Die experimentell ermittelte genomische Lokalisierung
von hprl ist schematisch in Abbildung 32A (unten) dargestellt. Der Bereich liegt in antisense-
Orientierung 191 bp stromaufwérts von sll1371 (sycrpl) bzw. 32 bp stromaufwirts der
vorhergesagten Sycrpl-Bindestelle desselben Gens.

Hpr3

Fir Hpr3 wurden in zwei unabhingigen Experimenten zwei unterschiedliche 5’-Enden in
einem Abstand von 2 nt identifiziert (Abbildung 32B). In beiden Versuchen wurden
mindestens vier 5'-RACE-Klone sequenziert. Die ermittelten 5'-Enden sind genomisch an
Position 2351095 bzw. 2351097 auf dem Chromosom lokalisiert und liegen damit 109 bp
bzw. 111 bp stromabwirts von s/r0363. Im Rahmen der 3-RACE wurde die genomische
Position 2351286 als apparentes 3'-Ende ermittelt. In diesem Fall enthielten >50 % der
sequenzierten Klone dieses Ende, wihrend die restlichen Sequenzierungen drei alternative 3 -
Enden hervorbrachten. Auch hier ist von Degradationsintermediaten auszugehen. Folglich
ergibt sich aus den Daten eine RNA von 190/192 nt Linge, welche 36 bp stromaufwirts von
slr0364 kodiert wird (Abbildung 32B, unten). Diese Daten weisen deutlich darauf hin, dass es
sich bei Hpr3 um eine sSRNA handelt, die nicht den untranslatierten Bereichen der benachbart
kodierten mRNAs entspricht. Dies wird zudem durch die Northern Blot-Ergebnisse in
Abschnitt 2.3.3.3 unterstiitzt.

91



2 ERGEBNISSE

A
Hprl (1845458..1845634)
-35 10 5" 300bp
—_— —_ . 2508p
- CCCCACTUCAGAGARNGTOAGTTTTTTCACTTGCTAGGGAGCATTTCTOGATTGGATTAAGACTTGTTACCATGAACCAGTOGGCAMACCARTCARATGGCACARACANTGCCACTSGC - 37~ °°
|184s400 1845420 1845440 |1sasaso |1sasas0 1845500 150 bp
3 100 bp
S TG G TTTT T TR TAAKTECCCCAATTAGAKTCACATE GAGCAGANToATCGCTTOTTAGAFANGEGAMGATARATATTCTAACCGGTARTTGACAGTAKTITATIOAAMGACK - 37
|ts4ssa0 |184ss60 |tsassao |1gasso0 [laastzo |easea |18 )
(177bp)
Hprl
- -
(699bp) 191bp 160 (1104 bp)
sli1371 (syerpl) —— SU1370 (rfbM)
B

Hpr3 (2351095%..2351286)

-35 -10 5
'-‘l=.'_’ .-ﬁ'_’ | S=—=1 .
5 TOATAACCGTGARTACTTTGAAGTTTTITTTGG6TATOAT TOARACACGTAGGTAMATGCGGAGARATTC CGEGATGTTTTTTICACTTGCCCCCATTCATCCGANTANTSTANGGOTTTTUCCGETTTTES - 3
[e3s1080 |zas1080 [easta00 [z3s1120 |z3s1040 easnisn ea
-3
i t—l R
5 mmmmmrmumemmmmmum@mqmmmmmmmccsmm- 3
2351200 2351220 2351240 31260 2581280 |z3sL300 |zasp3z
109bp* 36bp
s [a
+ ———-———
sir0363  Hpr3 sir0364
(612bp) (192 bp) (9090 bp)

Abbildung 32: Experimentell ermittelte 5'-und 3"-Enden von Hprlund Hpr3. Gezeigt sind Ausschnitte der
genomischen Sequenzen (jeweils oben) im Umfeld der fiir Hprl (A) und Hpr3 (B) kodierenden Regionen. Die
durch 5°- bzw. 3"-RACE ermittelten Transkriptenden sind durch Pfeile markiert. Die -10- und -35-Regionen der
moglichen Promotoren sind durch Querbalken gekennzeichnet; Punkte markieren jeweils die
Nukleotidpositionen -10 bzw. -35 in Bezug auf die 5'-Enden. Die zwei alternativen 5'-Enden von Hpr3 sind in
schwarz bzw. grau dargestellt. Alternative 3’-Enden sind unterhalb der Sequenzen markiert (+). Rechts
abgebildet: RT-PCR-Produkte der 5'-RACE-Experimente, aufgetrennt in einem 4 %igen Agarosegel. Der Pfeil
markiert das TAP-spezifische, klonierte und sequenzierte PCR-Produkt (+T). Als Kontrolle diente ein paralleler
Ansatz ohne TAP-Behandlung (-T). Die PCR-Produkte enthalten zudem die 28 bp der RNA-Linkersequenz. Als
Langenstandard wurde GeneRule 50 bp DNA Ladder eingesetzt (M). Unten ist jeweils eine schematische
Darstellung der genomischen Lokalisierungen der fiir Hprl bzw. Hpr3 kodierenden Sequenzen gezeigt.
Abgebildet sind jeweils (+)- und (-)-Strang. Die GroBen sind in bp (in Klammern) angegeben. Abstéinde
zwischen den Genen sind markiert. *Die numerische Angabe fiir die exakte Position auf dem Chromosom
bezieht sich fiir Hpr3 auf das ,,dullere* der alternativen 5'-Enden (schwarzer Pfeil).
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2.3.3.5 Hpr3 akkumuliert unter Salz- und Hitzestress

Die Expression vieler bakterieller regulatorischer sRNAs wird durch bestimmte
Umweltbedingungen im Rahmen der zelluldren Stressantwort stimuliert (sieche z.B.
Gottesman, 2005). Vor diesem Hintergrund sollte der Einfluss ausgewéhlter - in unserem
Labor technisch etablierter - Stressbedingungen auf die Transkriptakkumulationen von Hprl
und Hpr3 in Wildtyp-Kulturen von Synechocystis untersucht werden. Da fiir Hprl generell
keine Expression im Wildtyp nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt), sind im
Folgenden ausschlielich Daten zu Expressionsanalysen von Hpr3 dargestellt. Abbildung 33
zeigt eine Northern Blot-Hybridisierung mit Gesamt-RNA-Proben aus Zellkulturen, welche
tiber definierte Zeitrdume Stickstoff- bzw. Eisenmangel, erhohten Lichtintensitidten oder
absoluter Dunkelheit ausgesetzt waren, bzw. mit Methylviologen zur Erzeugung oxidativen
Stresses oder NaCl (Salzstress) behandelt wurden. Aus der Darstellung geht hervor, dass es im
Vergleich zu den Standardanzuchtbedingungen (K) nach 25 h Salzstress zu einer drastisch
erhohten Transkriptakkumulation von Hpr3 kommt, wihrend nach 1 h Starklicht (HL)
immerhin eine leichte Zunahme erkennbar ist; nach 48 h HL nimmt die Transkriptmenge
hingegen wieder ab. Bei Dunkelheit ist Hpr3 nicht mehr nachweisbar. Unter den restlichen
untersuchten Bedingungen zeigen sich keine signifikanten Expressionsunterschiede. Die
durch Salzstress vermittelte Akkumulation von Hpr3 wurde anschlieBend im Rahmen einer
Zeitreihe etwas genauer betrachtet (Abbildung 33B). Dabei zeigte sich, dass das
Expressionsniveau bereits nach 4h Inkubation mit 684 mM NaCl im Medium drastisch
ansteigt, wahrend innerhalb von zwei Stunden nach Versuchsbeginn keine Effekte zu
beobachten waren. Da bereits mehrfach von Schnittmengen zwischen Salzstress- und
Hitzestress-regulierten Genen in Synechocystis berichtet wurde (Fulda et al., 2006; Kanesaki
et al., 2002; Marin et al., 2004; Shoumskaya et al., 2005), erfolgten ferner Northern Blot-
Analysen mit RNA aus Fliissigkulturen, die iiber definierte Zeitrdume bei 44 °C inkubiert
wurden (Abbildung 33C). Die Darstellung zeigt (hier im Vergleich mit RNA aus Ahfg als
Negativkontrolle), dass die Transkriptmenge von Hpr3 im Wildtyp bereits nach 0,5 h
Hitzestress deutlich zunimmt; nach 2 h akkumuliert Hpr3 in etwa auf dem Niveau der Salz-

Akklimatisierung (vgl. Abbildung 33A,B). Innerhalb einer Regenerationsphase von 2 h bei
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28 °C zeigt sich eine relativ geringe Abnahme der Hpr3-Mengen, was auf eine relativ hohe

Stabilitdat der RNA hinweisen konnte.

Insgesamt konnte mithilfe dieser Northern Blot-Analysen eine stress-induzierte Expression
von Hpr3 in Synechocystis dargestellt werden. Dies gilt insbesondere fiir Hitzestress und
Langzeit-Salzstress; ein  Einfluss  weiterer, in dieser Arbeit nicht getesteter
Umweltbedingungen auf die Hpr3-Expression kann nicht ausgeschlossen werden. Die
Expression von Hprl konnte mithilfe von Northern Blot-Analysen unter den getesteten

Bedingungen im Wildtyp nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 33: Einfluss ausgewiihlter Stressbedingungen auf die Transkriptakkumulation von Hpr3.
Logarithmisch wachsende Fliissigkulturen wurden vergleichend diversen Stressbedingungen (A) bzw. in
Zeitreihen Salzstress (B) und Hitzestress (C) ausgesetzt und per Northern Blot analysiert. Die préparierte
Gesamt-RNA (ca. 5 pg) wurde in einem 8 %igen Harnstoff-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine Nylonmembran transferiert und mit einer strangspezifischen Hpr3-RNA-Sonde hybridisiert. Die
Hybridisierung mit einer 5S rRNA-spezifischen Oligonukleotidsonde diente als Ladekontrolle. Die
Kontrollhybridisierung mit einer groES-RNA-Sonde (C) erfolgte zum Nachweis der zelluldren
Hitzestressantwort. (A) Folgende Stressbedingungen wurden im Wildtyp getestet: Standardbedingungen (K),
Stickstoffmangel (7,5 h —N), oxidativer Stress durch 50 pM Methylviologen (0,5 h MV), Langzeit-Salzstress
durch 684 mM NacCl (25 h NaCl), Kurzzeit-Starklicht bei 150 pE m?s! (1h HL), Eisenmangel (1d —Fe; 5d -Fe),
Dunkelheit (2 h dunkel), Langzeit-Starklicht (48 h HL). (B) Nach Zusatz von NaCl (Endkonzentration 684 mM)
zu einer logarithmisch wachsenden Fliissigkultur des Wildtyps wurden zu den Zeitpunkten 0,5 h, 2 h, 4 h Proben
entnommen. Der Zeitpunkt ,,0° représentiert Probenahmen vor NaCl-Zusatz. Aus der Diplomarbeit von Nils
Schiirgers.(C) Wildtyp- und Ahfg-Kulturen wurden parallel in einem Wasserbad bei 44 °C inkubiert. Die
Probenahme erfolgte unmittelbar vor (28 °C-Kontrolle) sowie 0,5 h und 2 h nach der Inkubation. Nach einer
zweistiindigen Regenerationsphase bei 28 °C wurden erneut Proben genommen (2 h 28 °C). Gezeigt sind
reprasentative Daten aus mindestens drei unabhéngigen Experimenten. WT, Wildtyp.
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2.3.3.6 Hpr3 interagiert in vitro schwach mit Syn-Hfq

Unter der Annahme, dass es sich bei Hpr3 um eine Hfg-abhidngig exprimierte sSRNA mit
potenzieller Funktion in der zelluldren Stressantwort handelt, sollte geklart werden ob sich in
vitro eine spezifische Bindung an Syn-Hfq nachweisen ldsst. Entsprechend des in
Abschnitt 2.3.1 beschriebenen Verfahrens wurde dazu ein EMSA mit [o’”P]-markierter in
vitro transkribierter Hpr3-RNA (Abbildung 34A) durchgefiihrt. Der Test erfolgte mit
rekombinantem Syn-Hfg-Protein im Konzentrationsbereich zwischen 600 nM und 6000 nM.
Als Kontrolle wurde erneut das rekombinante HetL-Ortholog aus Anabaena variabilis
ATCC 29413 im selben Konzentrationsbereich eingesetzt. Es ist zu beriicksichtigen, dass das
5’-Ende der in vitro transkribierten RNA (Hpr3a) gegeniiber dem experimentell ermittelten
5’-Ende von Hpr3 um 64 nt erweitert ist (Abbildung 34A, unten), da die Priparation vor dem
Abschluss der 5'-RACE Experimente erfolgte. Die Sequenz-Auswahl basierte auf parallel in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Wolfgang Hess (Institut fiir Biologie III, Albert-Ludwigs-
Universitidt Freiburg) generierten Transkriptom-Daten von Synechocystis. Abbildung 34B
zeigt, dass ab einer Konzentration des Syn-Hfg-Proteins von 600 nM eine zunehmende
diffuse Retardation von Hpr3a zu beobachten ist (schwarzer Pfeil, reproduziert in Abbildung
34C). Dieses Verhalten ist in den entsprechenden Kontrollansitzen mit HetL nicht
nachweisbar, was auf die Bildung eines spezifischen Syn-Hfg-Hpr3a-Komplexes hinweist.
Die Daten sprechen jedoch fiir eine mindestens 10-fach niedrigere Affinitit des Syn-Hfq-
Proteins zu Hpr3a im Vergleich zu den charakterisierten Hfg-RNA-Bindungskinetiken aus E.
coli. Zudem weist der diffuse Charakter der retardierten Banden auf eine apparente Instabilitit
des Syn-Hfg-Hpr3a-Komplexes hin, was ferner auf eine sehr schwache Interaktionskinetik

zuriickzufithren wire (Hopkins et al., 2009).
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Abbildung 34: Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) mit in vitro synthetisierter, [**P]-markierter
Hpr3a RNA (5 nM) bei zunehmenden Mengen an Syn-Hfq-Protein. (A) In vitro Transkription von Hpr3a.
Die RNA wurde nach erfolgtem DNase-Verdau zusammen mit dem Marker ,,RiboRuler Low Range RNA
Ladder* (linke Spur) in einem 8 %igen Harnstoff-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Fiir die EMSA-Analysen wurden die Banden aus dem Gel eluiert und am
5’-Terminus mit [a’*P]-markiert. (B, C) Die markierte RNA wurde bei einer Konzentration von 5 nmol L™ fiir 30
min bei 30 °C mit Syn-Hfq bzw. dem Kontrollprotein HetL (B) in aufsteigenden Konzentrationen (siche
Beschriftung) inkubiert. Als Kompetitor war in jedem Ansatz 1 pg Hefe-tRNA enthalten. Die EMSA-Analysen
erfolgten in 5 %igen nicht-denaturierenden Polyacrylamidgelen. Die Gele wurden im Vakuum getrocknet und
die markierte RNA durch Phosphoimaging sichtbar gemacht.
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3 Diskussion
3.1 Hfq ist essenziell fiir die Motilitiat von Synechocystis

Die physiologische Rolle von Hfq ist bislang vorwiegend in pathogenen Organismen aus
unterschiedlichen Verwandtschaftsgruppen, insbesondere jedoch aus der Abteilung der
Proteobakterien untersucht (Chao & Vogel, 2010). Pathogene Bakterien haben spezielle
Mechanismen entwickelt, ihren jeweiligen Wirtsorganismus zu besiedeln und besitzen die
Féhigkeit, sich an die jeweils spezifischen Stressbedingungen in der Wirtsumgebung
anzupassen. Wichtige Messgroflen fiir die Virulenz eines Bakteriums sind z.B. Adhirenz,
Invasion und die Uberlebensrate des Pathogens in Bezug auf das Wirtsgewebe.
Inaktivierungsmutanten von Afg in unterschiedlichen Organismen zeigten erhebliche Defekte
hinsichtlich der genannten Eigenschaften (Chao & Vogel, 2010). Diese Phinotypen gingen
hiufig mit Beeintrdchtigungen in der Toleranz gegeniiber diversen physiologisch relevanten
Stressbedingungen einher. Auch fiir die Knollchenbakterien Sinorhizobium meliloti (Barra-
Bily et al., 2010b) und Azorhizobium caulinodans (Kaminski et al., 1994; Kaminski &
Elmerich, 1998) wurden der speziellen Lebensweise angepasste Funktionen der orthologen
Hfg-Proteine beschrieben. Als Vertreter photosynthetischer Organismen wurden bisher fiir die
a-Proteobakterien Rhodobacter capsulatus (Drepper et al., 2002) und Rhodobacter
sphaeroides (Glaeser et al., 2007) wichtige Funktionen von Hfq nachgewiesen. Diese Effekte
bezogen sich jedoch auf die Stickstofffixierung (R. capsulatus) bzw. die zelluldre Antwort auf

Singulett-Sauerstoff-Stress (R. sphaeroides).

Die einleitenden physiologischen Untersuchungen einer A/fg-Mutante des Modellorganismus
Synechocystis sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit Aufschluss dariiber geben, ob Hfq
auch in Cyanobakterien moglicherweise eine der speziellen (oxygen photosynthetischen)
Lebensweise geschuldete Funktion zukommt. Zunéchst lieB sich angesichts der schnellen,
vollstindigen genomischen Segregation in den selektierten Mutanten eine essenzielle
Haushaltsfunktion (z.B. im Rahmen der Photosynthese) von Hfq in diesem Organismus
ausschlieBen. Diese Beobachtung war insofern nicht iiberraschend, als sich die Inaktivierung
des hfg-Locus auch in den bisher untersuchten Bakterien nicht auf das Uberleben bzw. nur

minimal auf das Wachstum der Stdmme unter optimierten Laborbedingungen auswirkte (Attia
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et al., 2008; Bohn et al., 2007; Christiansen et al., 2004; Dietrich et al., 2009; Ding et al.,
2004; Drepper et al., 2002; Fantappi¢ et al., 2009; Geng et al., 2009; Kulesus et al., 2008;
McNealy et al., 2005; Meibom ef al., 2009; Pannekoek et al., 2009; Robertson & Roop, 1999;
Shakhnovich et al., 2009; Sittka et al., 2007; Sonnleitner et al., 2003). Die Ahfg-Mutante von
Synechocystis zeigte jedoch auch bei unterschiedlichen Lichtintensititen sowie unter diversen
Stress- und  Néhrstoffmangel-Bedingungen 1im  Vergleich zum  Wildtyp keine
Wachstumsdefekte (Abbildung 6; Abbildung 7). Bei diesen Experimenten wurden lediglich
zwei minimale Effekte beobachtet: FEinerseits zeigte Ahfg unter Stickstoffmangel eine
scheinbar leichte Verzogerung des stressbedingten (Collier & Grossman, 1992) Abbaus der
Phycobilisomen. Andererseits wurde eine erhohte Langzeit-Toleranz der Mutante gegeniiber
Hitzestress (bei 44 °C) beobachtet (Abbildung 8; diskutiert in Abschnitt 3.6). Die durch den
Stickstoffmangel bedingten Effekte wurden anhand der Lichtabsorption bei ~620-630 nm
untersucht. Tatsdchlich wurden in Ahfg, auf der Basis des Lichtabsorptionsspektrums, im
Vergleich zum Wildtyp hédufig erhéhte PC/Chl-Verhéltnisse beobachtet. Dies galt besonders
fiir Fliissigkulturen, welche unter diversen Stressbedingungen angezogen wurden. Abgesehen
von der Nihrstoffversorgung (Grossman et al., 1993) wird der zellulire Gehalt an
Phycobilisomen in Cyanobakterien auch von den herrschenden Lichtintensititen beeinflusst
und verringert sich unter Starklichtbedingungen (Kalla et al., 1993; Raps et al., 1985). Die in
Ahfq beobachteten Abweichungen der Pigmentverhéltnisse waren jedoch generell sehr gering
(£ 5 %) und (auch unter Stickstoffmangel) schwer reproduzierbar. Angesichts dessen und der
Tatsache, dass keine Besonderheiten im Wachstumsverhalten der Mutante unter den
relevanten Bedingungen zu beobachten waren, ist nicht davon auszugehen, dass Hfq in
Synechocystis eine zentrale Rolle in der Regulation der zelluldren Pigmentzusammensetzung
oder der allgemeinen (Licht-) Stressantwort spielt. Es kann dennoch nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich um einen signifikanten - wenn auch schwachen - Phénotyp handelt, der
auf Primér- oder Sekunddreffekte der Afg-Inaktivierung zuriickzufiihren ist. Fiir genauere
Untersuchungen dieses Aspektes wiren quantitative Pigmentanalysen von Zellextrakten z.B.
infolge alternativer Behandlungen mit unterschiedlichen Lichtquantititen bzw. —qualitdten
sinnvoll. Ein weiterer wichtiger Aspekt in der Physiologie von Synechocystis ist die Féhigkeit,
sich mithilfe der Phototaxis auf festen Oberflichen gerichtet durch einen aktiven

Mechanismus einer Lichtquelle entgegen zu bewegen (Choi et al., 1999). In der vorliegenden
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Arbeit konnte gezeigt werden, dass Hfq ein essenzieller Faktor bei der Vermittlung der
phototaktischen Motilitdt in Synechocystis ist. Die Phototaxis ist - wie die natiirliche DNA-
Aufnahme von Synechocystis und der meisten anderen natiirlich kompetenten Organismen -
ein aktiver Prozess, an welchem gleichermaBBen die Typ IV Pili (bzw. eng verwandte
Strukturen) beteiligt sind. Diese Mechanismen sind am besten in den Proteobakterien
Pseudomonas und Neisseria gonorrhoeae untersucht (Hamilton & Dillard, 2006; Kato et al.,
2008; Mattick, 2002; Nudleman & Kaiser, 2004); fiir Synechocystis liegen dagegen
Mutagenese-Studien vor, welche auf eine fundamentale Rolle homologer pil-Gene (pilus
assembly Gene) in der natiirlichen Kompetenz hinweisen (Yoshihara et al., 2001; Yoshihara et
al., 2002). Dabei zeigte sich, dass die Expression dieser Gene sowohl fiir die Motilitét (sieche
auch Bhaya et al., 2000) als auch fiir die natiirliche Kompetenz von Synechocystis wichtig ist
(Tabelle 3). Mit Ausnahme von einigen pil4A I-Homologen sowie von pilT1, welches fiir ein
ATP-abhingiges Motorprotein kodiert und dessen Inaktivierung zu einer Hyperpilierung der
Zelloberflache fiihrt, sind diese Gene bzw. deren Protein-Produkte essenziell fiir die
Assemblierung von groflen Pili. Das Fehlen dieses Pilus-Morphotyps ging bislang in allen
dazu untersuchten Mutanten mit dem Verlust der phototaktischen Motilitit in Synechocystis
einher. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Aifg-Mutante verdeutlichten, dass an
der Zelloberfliche ebenfalls keine groBen Pili ausgebildet werden, wéhrend in einzelnen
Féllen noch kleine Pili sichtbar waren (Abbildung 10). Die Rolle der kleinen Pili in der
Phototaxis konnte ebenso wie deren Strukturkomponenten bisher nicht aufgeklart werden; ein
kompensatorischer Einfluss bei Verlust der groBen Pili wurde noch nicht beschrieben. Die
Tatsache, dass der Verlust der Mortilitdt inA 4fg ohne Ausnahme in verschiedenen Klonen
(sowie in zwei weiteren Klonen aus einer unabhingigen Transformation; nicht gezeigt) zu
beobachten war, spricht fiir die Konsistenz dieser Daten. Zudem konnte mithilfe genetischer
Komplementierung sowohl die Ausbildung der groBen Pili, als auch die phototaktische
Motilitdt in Ahfg wiederhergestellt werden (Abbildung 18). Daher kann ausgeschlossen
werden, dass der beobachtete Phénotyp auf polaren Effekten durch die Insertion der
Resistenzgen-Kassette beruht. Diese Daten weisen deutlich auf eine zentrale Rolle von Hfq in
der Regulation von Pilus-Assemblierung- und/oder Funktion in Syrnechocystis hin.
Interessanterweise fiihrte die #Afg-Inaktivierung auch in Pseudomonas zu einer starken

Beeintriachtigung der durch Typ IV Pili vermittelten twitching- und swarming Motilitét
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(Sonnleitner et al., 2003). In dieser Arbeit wurden jedoch keine mikroskopischen Analysen

der Zelloberfldche dargestellt.

Tabelle 3: Homologe pil-Loci und weitere essenzielle Gene fiir die Motilitit/Phototaxis in Synechocystis.
Die Auflistung fasst im Wesentlichen die Daten aus den Ubersichtsartikeln von Bhaya (2004) sowie Yoshihara &
Ikeuchi (2004) zusammen. ", aus Nakasugi et al. (2006); ", aus dieser Arbeit (sieche auch Dienst et al., 2008);
? nachweislich essenziell fiir die natiirliche Kompetenz; *, MCP, methyl accepting chemotaxis protein,
™, widerspriichliche Daten (Kamei ef al., 2002; Kim et al., 2004) .

Gen Svnonvm Mégliche Funktion Beteiligt an:

sll1694 pildl Priépilin (Typ IV Pilin-dhnlich) *Biogenese ..groBer‘ Pili, Motilitéit
slr2015 pilA9 Prépilin (Typ IV Pilin-dhnlich) Motilitit

slr2016 pilA10 Prépilin (Typ IV Pilin-dhnlich) Motilitét

sir2017 pilA1l Prépilin (Typ IV Pilin-dhnlich) Motilitét

slr2018 - ? Motilitét

slr0063 pilB1 Motor-Protein,Pilus-Extension "Biogenese ,.groBer* Pili, Motilitiit
sir0161 pilTl Pilus-Retraktion "Pilus-Degradation, Motilitit
slr0162-63 _ pilC Protein der inneren Membran “Biogenese “groBer” und kleiner* Pili,
slr1274 pilM Protein der inneren Membran "Biogenese “groBer” Pili, Motilitiit
slr1275 pilN Protein der inneren Membran "Biogenese “groBer” Pili, Motilitiit
sir1276 pilO Protein der inneren Membran “Biogenese “groBer” Pili, Motilitit
slrl1277 pilQ Pore der dulleren Membran "Biogenese “groBer” Pili, Motilitiit
sir1120 pilD Prépilin-Peptidase *Biogenese ..groBer und ,kleiner Pili,
sl10038 pixG, taxP1 _ Response regulator Positive Phototaxis

sll0039 pixH, taxY1 Response regulator Positive Phototaxis

sl10040 pixl, taxWl Kopplungs-Faktor Positive Phototaxis

sll0041 pixJ1, taxD1 _ Phytochrom-dhnliches MCP’ Positive Phototaxis

sll0042 pixJ2, taxD’ _ MCP’ Positive Phototaxis

sll0043 pixL, taxAY1  Histidin-Kinase Positive Phototaxis

sll1533 pilT2 Motor-Protein Positive Phototaxis

sll0821 cph2 Phytochrom-dhnlicher Rezeptor ~ Negative Phototaxis gegeniiber Blaulicht
slr1041 pilG, taxP3 Response regulator Biogenese “groffer” Pili, Motilitét
sir1042 pilH, taxY3 Response regulator Biogenese “grofler” Pili, Motilitét
sir1043 pill, taxW3 Kopplungs-Faktor Biogenese “grofler” Pili, Motilitét
sir1044 pilJ, taxD3 Intrazelluldrer Rezeptor “Biogenese “groBer” Pili, Motilitit
slr0073 pilL-N Histidin-Kinase, N-Terminus Pilus-Degradation

sir0322 pill-C, Histidin-Kinase, C-Terminus "Biogenese “groBer” Pili, Motilitiit
sir2031 - Protein-Phosphatase, PP2C-Typ  Motilitit

sll1575 spkA Ser/Thr-Protein-Kinase Biogenese “groller” Pili, Motilitét
slr1697 spkB Ser/Thr-Protein-Kinase Motilitét

slr1443 spkE Ser/Thr-Protein-Kinase "Motilitit

sir1991 cyal Adenylat-Cyclase Motilitét

sll1371 sycrpl cAMP-Rzeptor-Protein Motilitét

slr1667 - - Biogenese “groler” Pili, Motilitét
sir1668 - Pilus-Chaperon, Periplasma Biogenese “groller” Pili, Motilitét
sir1564 sigF, rpoF Sigma Faktor, Gruppe 3 Biogenese “kleiner Pili”, Motilitit
slr0388" comF Kompetenz-Protein "Pilus-Biogenese/Degradation, Motilitit
ssr3341°  hfy RNA-Chaperon Biogenese “erofer” Pili, Motilitit
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Bei einer Ahfg-Mutante von Neisseria gonorrhoeae ging die verminderte Dichte der Typ IV
Pili auf der Zelloberfliche mit Einschrinkungen in der Bildung von Zellaggregaten und der
natiirlichen Kompetenz einher. Die twitching Motilitdt war davon jedoch nicht betroffen
(Dietrich et al., 2009).Die Autoren diskutieren daher alternativ die herabgesetzte Expression

weiterer Adhésine als Ursache fiir diesen Phianotyp.

Untersuchungen der Ahfg-Mutanten zweier unterschiedlicher Stdmme von Neisseria
meningitidis lieferten ferner gegensitzliche Daten hinsichtlich der Akkumulation von PilE
(homolog zu PilA aus Synechocystis) (Fantappi¢ et al., 2009; Pannekoek et al., 2009). Weitere
nicht-motile Phénotypen von Akfg-Mutanten wurden fiir zwei pathogene Stimme von E. coli
(Hansen & Kaper, 2009; Kulesus et al., 2008), sowie von Salmonella (Sittka et al., 2007) und
Burkholderia cepacia (Sousa et al., 2009) beschrieben. In Salmonella war dieser Phénotyp auf
eine verringerte Expression des Flagellins FliC zuriickzufiihren. Die strukturellen und
mechanistischen Eigenschaften dieser Zellfortsidtze unterscheiden sich jedoch grundlegend
von jenen der cyanobakteriellen Typ IV Pili (Bardy et al., 2003). Die Motilitit dient allen
genannten Organismen zudem als ein wesentlicher Mechanismus fiir deren Pathogenitédt und
unterscheidet sich daher im 0©kologischen Kontext funktionell grundsétzlich von der
cyanobakteriellen Phototaxis. Insbesondere vor diesem Hintergrund ldsst sich anhand des
vorgestellten Phénotyps von AAfg - im Vergleich mit den physiologischen und
morphologischen Daten aus anderen Bakterien - nur mit Vorbehalt eine physiologisch-

funktionelle Ahnlichkeit fiir Hfq aus Synechocystis festhalten.

3.2 Hfq steuert in Synechocystis die Expression von Motilitits-relevanten Genen

Mithilfe umfassender Microarray-Analysen lieB3 sich ein grundlegender Einblick in den
molekularen Hintergrund des nicht-motilen Phénotyps der Ahfg-Mutante gewinnen. Dabei
zeigte sich zundchst die Besonderheit, dass mit 31 Genen weniger als 1 % des protein-
kodierenden Genoms von Symechocystis Hfg-abhidngig reguliert wird. Dieser Umfang
erscheint gegeniiber den meisten bislang publizierten Daten zu Ahfg-Mutanten anderer
Organismen &ufBlerst gering. In den entsprechenden Arbeiten machten die Anteile zwischen
~6 % (z.B. 269 Gene in einem nicht-pathogenen E. coli-Stamm; Guisbert et al., 2007) und

~18 % (785 Gene in Salmonella; Sittka et al., 2008) des protein-kodierenden Genoms aus.
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Auf der Basis von Proteom-Analysen dagegen wurden in Neisseria meningitidis (Fantappi¢ et
al., 2009; Pannekoek et al., 2009) und Sinorhizobium meliloti (Barra-Bily et al. 2010a)
lediglich ~30 bzw. 55 differenziell akkumulierende Proteine in Aifg-Mutanten identifiziert. In
diesen Arbeiten wurden jedoch keine Transkriptom-Analysen durchgefiihrt. Zwar liegen die
Befunde in derselben GroBenordnung wie jene der vorliegenden Transkriptom-Analyse von
Synechocystis; jedoch lassen sich solche Daten schwer miteinander vergleichen. Bei globalen
Transkriptom- und Proteom-Analysen einer Aifg-Mutante von Salmonella wurden insgesamt
781 differenziell akkumulierende Proteine bzw. 492 Transkripte identifiziert. Die beiden
Datensitze bildeten jedoch lediglich eine Schnittmenge von 113 regulierten Genen (Ansong et
al., 2009), was darauf zuriickgefiihrt wurde, dass Hfq auf post-transkriptioneller Ebene
Transkription und Translation regulatorisch voneinander entkoppelt. Demnach steuert Hfq in
Salmonella durch die direkte post-transkriptionelle Regulation der Synthese von
Transkriptionsfaktoren auch indirekt die Transkription bestimmter weiterer Gene (Ansong et
al., 2009; Sittka et al., 2008). Des Weiteren ist zu beriicksichtigen, dass die Expressionsprofile
in den genannten Arbeiten unter verschiedenen Wachstumsbedingungen analysiert wurden.
Fir die vorliegenden Untersuchungen zu Synechocystis wurden Zellkulturen in der
logarithmischen Wachstumsphase unter Standard-Kultivierungsbedingungen geerntet. Daher
bieten die hier diskutierten Daten zwar - insbesondere im Hinblick auf den nicht-motilen
Phénotyp von AAfg - einen guten grundlegenden Einblick in die Hfg-abhdngige Genregulation
von Synechocystis; fiir ein vollstdndiges Bild sind jedoch weitere umfassende Analysen auf
Transkriptom-  und  Proteomebene  und mit  Blick auf  unterschiedliche

Kultivierungsbedingungen notwendig.

3.3 Hfq reguliert Komponenten eines putativen Pilus-Assemblierungs-Systems -
funktionelle Betrachtung des Hfq-Regulons

Unter den am stérksten regulierten Genen waren Komponenten der zwei potenziellen Operone
slr1667-slri668 und slr2015-slr2019 (mit Ausnahme von s/r2017 und slr2019), deren
Transkriptmengen auch in einer sycrpl-Inaktivierungsmutante von Synechocystis (Yoshimura
et al., 2002a) dhnlich drastisch reduziert waren. Das Gen sycrpl (sll1371) kodiert das cAMP-
Rezeptorprotein Sycrpl, welches im cAMP-Sycrpl-Komplex die Promotorregion von sirl1667
bindet und dessen Transkription aktiviert (Yoshimura et al., 2002a; Yoshimura et al., 2002b).
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Auch stromaufwirts von s/r2015 wurde im Rahmen von bioinformatischen Analysen ein
potenzielles cAMP-Sycrpl-bindendes Promotor-Element vorhergesagt (Xu & Su, 2009).
Experimentell konnten Yoshimura und Mitarbeiter (2002a) in diesem Bereich jedoch keine
Bindung nachweisen. Eine Asycrpl-Mutante zeigte indes einen nicht-motilen Phanotyp mit
einer reduzierten Anzahl grofler Typ IV Pili, die zudem im Durchschnitt um ca. 2 pm kiirzer
waren als jene des Wildtyps (Yoshimura et al., 2002b). sir2015-slr2017 zéhlen zu den pilA-
dhnlichen Genen, deren Proteinprodukte primér innerhalb einer kurzen hydrophoben Region
nahe des Amino-Terminus Ahnlichkeit zu PilA1 zeigen (Bhaya et al., 2000; Sergeyenko &
Los, 2000). Diese Konservierung sowie u.a. die typische, basische Signalsequenz (leader
peptide) am Amino-Terminus klassifiziert die PilA-Proteine als extrazelluldre Proteine
(Sergeyenko & Los, 2003). EinschlieBlich pil4] sind in dem Genom von Synechocystis
insgesamt elf pild-dhnliche Gene (pilAl-pilA1l) bekannt, welche - abgesehen von pil43
(slr1046%) und pilA4 (slr1456) - genomisch gruppiert vorliegen (Bhaya et al., 2000; Yoshihara
et al., 2001): pilAl-pilA2 (sll1694-s1l1695), pilA5-pilA8 (slr1928-slr1931), pilA9-pilAll
(sir2015-slr2017). slr2018 wird in der Literatur mangels Sequenzkonservierung nicht als
pild-dhnliches Gen aufgefiihrt (Bhaya et al., 2000; Panichkin et al., 2006). Im Vergleich der
abgeleiteten Aminosduresequenzen zeigt sich gleichwohl durchaus, dass in dem amino-
terminalen Bereich des hypothetischen s/r2018-Produkts die typischen Charakteristika
sekretierter Proteine vom pildA-Typ (s.0.) wenigstens teilweise konserviert sind. Wahrend
PilA1 als Hauptstrukturkomponente der grofen Pili essenziell fiir deren Biogenese und die
Motilitdt ist (Bhaya et al, 2000), hatten einzelne Mutationen der Gene pil42-8 keinen
Einfluss auf Motilitdt und/oder Pilus-Morphologie (Bhaya et al., 2000; Yoshihara et al.,
2001). Die Inaktivierungen einzelner Gene des Lokus s/r2015-slr2018 fiihrte dagegen zu
nicht-motilen Mutanten (Bhaya et al., 2001b), die jedoch weiterhin grofe und kleine Pili
ausbildeten (Yoshihara & Ikeuchi, 2004).

Die Gene slri667 und slri668 dagegen sind jeweils essenziell fiir die Biogenese groBer Pili
(Yoshihara & Ikeuchi, 2004) und zeigen keine Ahnlichkeit zu den bekannten pil-Genen in

3 sIr1046 ist genomisch direkt stromabwirts des pilG-Genclusters lokalisiert und wurde kiirzlich als putative
Komponente des Tat-Proteintransport-Systems der Thylakoid- und Plasmamembran beschrieben (Aldridge et
al., 2008).
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Synechocystis. Die abgeleitete Aminosduresequenz von slr1667 enthélt im Carboxy-Terminus
eine Spore coat protein U-Domine (Pfam-Eintrag: PF05229), welche auch in einer Familie
sekretierter Pili-Proteine zu finden ist. Deren Mitglieder wurden u.a. in Acinetobacter
baumannii  ATCC 19606 (4. baumannii) als Komponenten von  Pilus-
Assemblierungssystemen identifiziert und spielen als solche eine Rolle bei der Bildung von
Biofilmen und Oberflachen-Adhdrenz (Tomaras et al., 2003). Sequenzvergleiche zeigen fiir
diese Proteine zudem eine schwache Ahnlichkeit zu der FimG-Untereinheit der gut
untersuchten Typ-I-Pili aus uropathogenen E. coli (UPEC)-Stimmen (Ubersicht in Waksman
& Hultgren, 2009). In den Genomen von 4. baumannii und einigen weiteren Organismen sind
die entsprechenden Gene innerhalb polycistronischer Operone lokalisiert. Darin werden auch
Proteine mit einer amino-terminalen Pili-Assemblierungs-Chaperon-Doméne (Pfam-Eintrag:
PF00345) kodiert. Interessanterweise enthélt auch s/r/668 eine solche Doméne, die man
typischerweise in den periplasmatischen Pilus-Assemblierungs-Chaperonen PapD und FimC
der P-Pili bzw. Typ-I-Pili der UPEC-Stimme findet (Tomaras et al., 2003; Waksman &
Hultgren, 2009). Diese Chaperone unterstiitzen dort die Faltung und Stabilisierung der Pilus-
Untereinheiten fiir deren Assemblierung und verhindern frithzeitige Aggregationen (Sauer et
al., 2000; Waksman & Hultgren, 2009). Die Sequenzidentitit zwischen s/r/668 und PapD
betriigt insgesamt jedoch lediglich 12,05 %, die Ahnlichkeit 22,14 % (jeweils berechnet mit
dem Programm SIAS; http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html). Es ist daher auch darauf
hinzuweisen, dass sich die genannten Pili-Klassen hinsichtlich ihrer Biosynthese und des
Aufbaus deutlich von Typ IV Pili unterscheiden (Fronzes et al., 2008). Dennoch weisen die
Daten - auch in Anbetracht der Bedeutung des slri667-slr1668-Locus fiir Pilierung und
Motilitdt von Synechocystis - auf eine fundamentale Funktion von Hfq in der Regulation der
Biosynthese grofler Pili hin. Neben weiteren, kleinen hypothetischen ORFs mit unbekannter
Funktion war auch die Transkriptakkumulation des Gens s///543 von der Hfg-Inaktivierung
mit einer sechsfachen Abnahme besonders stark betroffen. s//1543 kodiert ein hypothetisches
Protein mit einer PIN (PilT N-Terminus)-Doméne (Pfam-Eintrag: PF01850). Diese Doméne
ist in Prokaryoten besonders innerhalb der toxischen Komponenten von Toxin-Antitoxin-
Operonen bzw. -Genkassetten zu finden und hat u.a. vermutlich eine nukleolytische Funktion
bei der mRNA-Qualititskontrolle (http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF01850.14; 08.03.2010;

Anantharaman & Aravind, 2003). In Eukaryoten wurden PIN-Doménen als ribonukleolytische
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Komponenten innerhalb des Nonsense-mediated mRNA decay-Mechanismus (Clissold &
Ponting, 2000) und des Exosoms” identifiziert (Schaeffer ez al., 2009). BLAST-Recherchen
mit der abgeleiteten Aminosduresequenz von s//1543 identifizierten jedoch lediglich
homologe Proteine ohne definierte Funktion. Dennoch konnte hier eine interessante
Verbindung zwischen primérer und sekundirer, Hfg-vermittelter (post-transkriptioneller)
Regulation existieren. Bemerkenswert ist auch die Tatsache, dass dieser ORF in
Gegenorientierung stromaufwérts von s/r/667 lokalisiert ist (Abbildung 14) und beide Loci
offenbar durch Hfq ko-reguliert sind.

Eines der zwei einzigen Gene, welche in der Microarray-Analyse eine signifikante Zunahme
ihrer Transkriptmengen in Ahfq zeigten, war sll1942, dessen hypothetisches Protein-Produkt
eine putative Pilus PilP-Doméne (Pfam-Eintrag: PF11356) enthélt. In der Gattung Neisseria
ist PilP ein Lipoprotein der inneren Membran, welches wahrscheinlich als stabilisierender
Faktor des Sekretins PilQ essenziell fiir Pilus-Biogenese und natiirliche Kompetenz ist
(Averhoff, 2004; Balasingham et al., 2007; Nudleman & Kaiser, 2004). In Neisseria sowie
Pseudomonas ist pilP innerhalb des pilM-Operons lokalisert. In dem homologen Operon von
Synechocystis (slr1274-slr1277; Tabelle 3) fehlt dagegen ein pilP-Ortholog (Yoshihara et al.,
2001). Insofern wiren gezielte genetische Untersuchungen interessant, um zu iiberpriifen, ob
es sich bei s/r1942 tatsichlich um ein genetisch und ggf. regulatorisch von dem pi/M-Operon

entkoppeltes pilP-Ortholog in Synechocystis handelt.

Die im Vorfeld der Microarray-Analysen durchgefiihrten Northern Blot-Experimente zeigten
den Einfluss von Hfq auf die Akkumulation weiterer fiir die Motilitdt wichtiger mRNAs. spk4
und pil/Bl kodieren eine Serin/Threonin-Kinase bzw. eine putative ATPase, welche eine
essenzielle Funktion bei der Pilus-Extension wahrnimmt (Panichkin et al., 2006; Yoshihara et
al., 2001). Fiir beide wurde eine leichte Zunahme der Transkriptmenge inA Afg nachgewiesen,
wihrend die relative Menge der pilA/l-mRNA leicht abnahm (Abbildung 11). Diese

Kandidaten zeigten im Rahmen der Microarray-Analysen - moglicherweise aufgrund der

* Das Exosom ist ein ribonekleolytischer Proteinkomplex, welcher - dhnlich dem bakteriellen Degradosom - in
Eukaryoten und Archaeen fiir viele RNA-Prozessierungs- und Degradationsprozessen verantwortlich ist
(Mitchell et al., 1997).
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ausgewdhlten statistischen Stringenz bei der Datenauswertung - keine differenzielle
Akkumulation. Da PilA1 die Hauptstrukturkomponente der Pili bildet, sollte dessen Synthese
streng reguliert werden, um die zelluldren Ressourcen zu rationalisieren. Daher konnte die
beobachtete Abnahme der pildl-Transkriptakkumulation eher auf einen sekundiren

Mechanismus zuriickzufiihren sein als auf einen direkten Effekt durch die Afg-Inaktivierung.

Die inversen Verdnderungen der pildl- und spkA-Transkriptniveaus stimmen
interessanterweise mit der Beobachtung tiberein, dass die pil4 I-Transkriptakkumulation in
einer AspkA-Mutante erhoht ist (Panichkin ef al, 2006). Demgegeniiber waren die
Transkriptmengen von slr2015-sir2018 sowohl in Ahfg als auch in AspkA vermindert.
Demnach unterscheidet sich die SpkA-abhéngige Kontrolle der Pilusbiogenese offenbar von
der Hfg-abhidngigen Regulation, wenngleich Schnittmengen in Bezug auf die regulierten
Komponenten existieren. Die erhohten pilBI-Transkriptmengen in Ahfg erscheinen angesichts
des Phénotyps zunidchst widerspriichlich, zumal PilB1 ein entscheidender Faktor fiir die
Biogenese grof3er Pili ist (Yoshihara & Ikeuchi, 2004). Moglicherweise handelt es sich dabei
ebenfalls um einen (kompensatorischen) Sekundireffekt. Zudem wiirde die Expression der
genannten Komponenten die (wenn auch eingeschrinkte) Prdsenz kleiner Pili auf der

Zelloberfldche von Ahfq erkliren.

3.4 Eine Verbindung zwischen Hfq und dem cAMP-Regulon in Synechocystis

Neben den Loci slri667-sir1668 und slr2015-sir2018 wurden im Rahmen der Microarray-
Analysen auch weitere Gene aus dem Sycrpl-Regulon identifiziert, welche in Ahfg drastisch
reduzierte Transkriptmengen zeigten (Ubersicht in Abbildung 35). Yoshimura und Mitarbeiter
(2002a) wiesen im Rahmen von vergleichenden Microarray-Analysen in einer sycrpl-
Inaktivierungsmutante auch fiir s/r0442 reduzierte Transkriptmengen nach. Die abgeleitete
Aminosduresequenz  dieses  Gens  enthdlt jedoch  kein  bekanntes = Motiv
(http://pfam.sanger.ac.uk/; http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif scan; am 08.03.2010) und
lasst sich daher funktionell nicht einordnen. SowohlAin Afg als auch in Asycrpl ist die
Transkriptakkumulation von s/r0442 im Vergleich zum Wildtyp circa dreifach reduziert
(Tabelle 1). Zudem wurde im Abstand von 187 bp stromaufwirts des Locus slr0442 (relativ

zum Translationsstartpunkt +1) eine putative Sycrpl-Bindungsstellen vorhergesagt (Omagari
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et al., 2008; Xu & Su, 2009) und experimentell verifiziert (Hedger et al., 2009). Als
interessanter Aspekt kommt hinzu, dass 144 bp stromabwirts von s/r0442 in dessen

Gegenorientierung s//0428 lokalisiert ist, dessen mRNA ebenfalls Hfq-abhingig akkumuliert.
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Abbildung 35: Gemeinsame Loci des Sycrpl- und des Hfq-Regulons. Schematische Darstellung der
chromosomalen Lokalisierungen von Genen mit Sycrpl- bzw. Hfg-abhédngiger Transkriptakkumulation. In den
Teilabbildungen (A-F) sind die unterschiedlichen chromosomalen Regionen betroffener Gene/Operone separat
aufgefiihrt. Die numerische Skalierung kennzeichnet die Positionen innerhalb des Genoms von Synechocystis.
Schwarze Kreuze: reduzierte Transkriptakkumulation in AAfg; graue Kreuze: reduzierte Transkriptakkumulation
in Asycrpl (Yoshimura et al., 2002a). Das gestrichelte Kreuz bei s//1543 verweist auf eine reduzierte
Transkriptakkumulation in Ahfg ohne statistische Validierung (7iling-array-Analyse). Hypothetische Sycrpl-
Bindungsstellen nach (Omagari et al., 2008; Xu & Su, 2009) sind schwarz markiert. Die Syrcrp1-Bindungsstelle
stromaufwarts des s/r2015-slr2018-Locus wurde nur durch (Xu & Su, 2009) vorhergesagt. Die eingezeichneten
Abstinde (bp) entsprechen der Anzahl der Basenpaare, welche zwischen dem ersten und letzten Basenpaar des
ORFs bzw. der Bindungsstelle liegen.
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In Zusammenhang mit dem Sycrpl-Regulon wurde dieses Gen in der Literatur jedoch noch
nicht erwdhnt. Die mutmalliche Ko-Regulation mit slr0442 in Ahfg konnte demnach auch

zufallig sein.

Uberdies waren in Ahfg die Transkriptmengen des Genpaars s//1239-s111240, welches
zusammen mit s/r/241 ein putatives Operon bildet, um das zwei- bis dreifache reduziert. Die
Transkriptakkumulation von s/ri241 zeigte sich auch in Asycrpl in entsprechender
GrofBBenordnung beeintrachtigt (Yoshimura ef al., 2002a). Fiir diesen Locus wurde in den
genannten Arbeiten jedoch keine Sycrpl-Bindungsstelle vorhergesagt bzw. experimentell
sondiert. Daher konnte dieses Operon (dhnlich wie slr2015-slr2019) regulatorisch sekundér
von den sycrpl-Inaktiverung betroffen sein. Fiir Hfq kommen in diesen Beispielen dagegen
auch direkte post-transkriptionelle Kontrollmechanismen in Frage. Dafiir spricht die scheinbar
differenzielle Akkumulation der einzelnen Transkripte innerhalb des putativen Operons (s.0.).
Anhand der abgeleiteten Aminosduresequenzen ldsst sich fiir keines der Gene des s//1239-
sll1241-Operons  eine  funktionelle Vorhersage machen (http:/pfam.sanger.ac.uk/;
http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif scan; am 08.03.2010).

Ein dhnliches Beispiel findet sich in dem Genpaar sll0710-sll0711: In Ahfq zeigte sich eine
etwa dreifache Reduktion des s//0711-Transkriptmenge, wihrend die Expression von s//0710
in dhnlicher GroBenordnung in Asycrpl betroffen war (Yoshimura et al., 2002a). Wéhrend
sich in dem putativen S110710-Genprodukt wiederum kein bekanntes funktionelles Motiv
befindet, kodiert s/[071]1 fiir eine mogliche Isopentenyl-Monophsphat-Kinase
(http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase; 08.03.2010). Auch diese Gene werden vermutlich
nicht direkt durch Sycrpl reguliert (Omagari ef al., 2008; Xu & Su, 2009).

In diesem Zusammenhang erwéhnenswert sind auch die Loci s//1543 und ssr2848, deren
Transkriptakkumulation in AAfg um den Faktor 6 bzw. 13 reduziert ist. Damit stellen sie nach
slr1667-slr1668 die am stirksten regulierten Gene dar. Fiir beide Gene wurde eine Sycrpl-
Bindungsstelle vorhergesagt: fiir s//1543 181 bp und fiir ss72848 86 bp stromaufwérts des
Transkriptionsstarts (Omagari et al., 2008; Xu & Su, 2009). sll1543 teilt sich das erste
Element mit s/r1667 und ist mit dem slr1667-slr1668-Operon (auch angesichts dhnlicher Fc-
Werte; siche Tabelle 1) offenbar ko-reguliert, wenngleich die Transkriptakkumulation von
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sl11543 in Asycrpl nicht beeintrdchtigt war (Yoshimura ef al., 2002a). Insofern kdnnten diese
Daten darauf hinweisen, dass Hfq als zweite Kontrollinstanz an der Regulation von Genen des
Sycrpl-Regulons beteiligt ist. ssr2848 dagegen teilt sich die vorhergesagte Sycrpl-
Bindungsstelle mit cpcB (sll1577), dem ersten Gen des cpc-Operons, welches Phycocyanine
und Linker-Polypeptide der Phycobilisomen kodiert (Ughy & Ajlani, 2004). Komponenten
dieses Operons tauchten jedoch weder in den Microarray-Analysen der Ahfg- noch der
Asycrpl-Mutante auf (Yoshimura et al., 2002a). Auch ssr2848 zeigte in Asycrpl keine

differenzielle Transkriptakkumulation.

Insgesamt decken diese Analysen einen interessanten Zusammenhang zwischen cAMP-
vermittelter Signaltransduktion, der Biogenese groBer Pili und Genregulation durch Hfq in
Synechocystis auf. Der wichtige Einfluss von cAMP auf die Motilitdt wurde bereits mehrfach
beschrieben (Bhaya et al., 2006; Terauchi & Ohmori, 1999; Terauchi & Ohmori, 2004). So
filhrte die genetische Inaktivierung der Adenylat-Cyclase Cyal in Synechocystis zu einem
apparenten Verlust der phototaktischen Motilitdt, welche durch die exogene Zugabe von
cAMP wiederhergestellt werden konnte. Entsprechende Versuche zur Komplementierung der
nicht-motilen Asycrpl- (Bhaya et al., 2006) und Ahfg-Mutanten (Abbildung 20) waren
dagegen nicht erfolgreich.

Daher scheint es, dass Hfq innerhalb der cAMP-vermittelten Signaltransduktion entweder
stromabwérts bzw. unabhdngig von Sycrpl regulatorisch wirkt. Versuche zur
Komplementierung von Ahfg durch induzierte Uberexpression von sycrpl zeigten
entsprechend keinen Effekt (Abbildung 20). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden,
dass Hfq z.B. aktivierend auf die Translation von sycrpl wirkt. Ein solcher Mechanismus
misste sich nicht zwangsldufig auf die Transkriptakkumulation auswirken. In diesem Fall
wire eine Uberexpression von sycrpl in Abwesenheit von Hfq wahrscheinlich (wie
beobachtet) physiologisch wirkungslos. Dagegen sprechen jedoch insbesondere die
morphologischen Daten: Bei Asycrpl wurde eine reduzierte Anzahl groBer Pili sowie eine
unverdanderte Menge kleiner Pili auf der Zelloberfliche beobachtet, wihrend die Ahfg-
Mutante einen kompletten Verlust grofer Pili sowie eine verminderte Anzahl kleiner Pili

zeigte (Abbildung 10). In diesem Kontext ist es erwidhnenswert, dass die lediglich
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eingeschriankte Pilierung (in Bezug auf die groBen Pili) von Asycrpl (Yoshimura et al.,
2002b) gegeniiber der berichteten essenziellen Rolle von slri1667 und slri668 in der
Biogenese groB3er Pili (Yoshihara & Ikeuchi, 2004) widerspriichlich erscheint.

Jedenfalls decken sich auch die Ergebnisse der Microarray-basierten Expressionsanalysen
von Asycrpl (Yoshimura et al., 2002a) und Ahfg nur teilweise. Der Grund dafiir konnte
allerdings in unterschiedlichen Qualitdten der verwendeten Microarrays liegen (Jarvinen et
al., 2004). Dafiir wiirde sprechen, dass die Regulation desselben putativen Operons (s//0710-
sl0711, slr2015-slr2019, sll1239-sll11241; siehe Abbildung 35) in den beiden Experimenten

anhand unterschiedlicher Transkripte nachgewiesen wurde.

Die slr2015- und sir2018-mRNAs zeigten in Ahfg lediglich eine um 33 % bzw. 75 %
reduzierte Akkumulation (im Northern Blot; Abbildung 15), wihrend Yoshimura und
Mitarbeiter (2002a) von einer komplett reprimierten slr2015-mRNA-Akkumulation
berichteten. Angesichts dessen erfolgt die Hfg-abhédngige Regulation dieser pil4-dhnlichen
Gene moglicherweise auf einer anderen Ebene bzw. unter Mitwirkung weiterer (Sycrpl-
abhédngiger) Faktoren. Dafiir spricht die Beobachtung, dass die s/r2017-und slr2019-
Transkript in den Microarray-Analysen als Komponente des putativen Polycistrons nicht
auftauchte. Dies kann erneut auf die Qualitdt des Microarrays bzw. der Microarray-Sonden
zuriickzufiihren ~ sein;  andererseits konnten  Hfg-abhingige  post-transkriptionelle
Regulationsprozesse zu der differenziellen Transkriptabundanz - z.B. durch nukleolytische

Prozessierung des Polycistrons (Homuth ez al., 1999; Sawers, 2006) - beitragen.

Zudem lassen sich mehr als die Hailfte der durch Hfq beeinflussten Gene nach aktuellem
Kenntnisstand nicht in direkten oder indirekten Zusammenhang mit dem Sycrpl-Regulon
bringen. Auch waren einige stark betroffene Gene, welche - wie etwa ss72848 - hypothetische
Proteine mit unbekannter Funktion kodieren, trotz der vorhergesagten Sycrpl-Bindungsstelle

nicht von der sycrpl-Inaktivierung betroffen (Yoshimura et al., 2002a).

Es bleibt also die Frage, ob Hfq entweder epistatisch gegeniiber cAMP-Sycrpl wirkt oder im
Rahmen eines (z.B. durch weitere &uBlere Signale gesteuerten) post-transkriptionellen

Feinregulierungs-Mechanismus einen Teil des Sycrpl-Regulons unabhéngig bzw. ergdnzend
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kontrolliert. Ein interessanter Aspekt wurde in diesem Zusammenhang von Hedger und
Mitarbeitern (2009) diskutiert. Die Autoren wiesen in ihrer Arbeit eine durch einen Licht-
Dunkel-Wechsel induzierte cAMP-Sycrpl-abhéngige Aktivierung der Transkription einiger
Sycrpl-Zielgene nach. Dabei zeigte sich, dass sich die s/r0442-Transkriptmenge infolge der
Belichtung im Wildtyp nicht verdnderte, wéhrend in einer Asycrp/-Mutante (entsprechend
den Beobachtungen von Yoshimura und Kollegen (2002a) eine Abnahme zu beobachten war.
Mit dem Hinweis auf die relative Instabilitit des 5’-Bereichs dieser mRNA wurde
vorgeschlagen, dass das steady-state-Niveau der slr0442-mRNA auf eine simultane
Transkriptionsaktivierung durch cAMP-Sycrpl und post-transkriptioneller mRNA-
Degradation zuriickzufiihren sein konnte. Bei solchen Prozessen konnte auch Hfq eine Rolle
spielen. Eine potenziell stabilisierende Wirkung von Hfq auf das s/r0442-Transkript wiirde
deren reduzierte Akkumulation in Ahfg erkléren. Ein entsprechender Mechanismus ist ebenso
fiir das slr1667-1668-Operon denkbar, dessen Expression ebenfalls gleichermaflen von Hfq
und Sycrpl abhéngt.

3.5 Hprl und Hpr3 — zwei putative Hfq-abhiingige sSRNAs in Synechocystis

Angesichts der weithin konservierten Funktion homologer Hfg-Proteine in der sRNA-
vermittelten Expressionskontrolle (Chao & Vogel, 2010; Valentin-Hansen et al., 2004) sollten
vergleichende Tiling-array-Analysen von Wildtyp und Ahfg-Mutante Aufschluss iiber die
Existenz Hfg-abhédngig akkumulierender sSRNAs geben. Im Rahmen parallel durchgefiihrter
Arbeiten mit demselben Tiling-array wurde die Expression zahlreicher neuer sSRNAs und
asRNAs in Synechocystis nachgewiesen (Georg et al., 2009). Fiir diese Analysen wurde
jedoch eine Mischung von Gesamt-RNA aus Wildtyp-Kulturen, welche zuvor
unterschiedlichen Stressbedingungen ausgesetzt waren, verwendet. Diese Daten lassen
entsprechend keine Riickschliisse auf einen Zusammenhang zwischen cyanobakterieller
Riboregulation und Hfq bzw. dessen oben diskutierten Regulon zu. Ein definiertes Ziel war es
demnach, sRNA-Kadidaten zu identifizieren, welche ggf. in Abhédngigkeit von Hfq an der
post-transkriptionellen Kontrolle motilitits-relevanter Gene beteiligt sind. Die Analyse ergab
eine Reihe differenziell ausgeprégter Signale aus intergenischen Regionen, die in den meisten
Féllen 3'- bzw. 5'-UTRs zugeordnet wurden. Letztlich blieben nach Anwendung der

beschriebenen Ausschlusskriterien fiinf Kandidaten fiir Hfq regulierte putative sSRNAs (Hpr;
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Tabelle 2) iibrig. Drei dieser Kandidaten (Hpr1-3) wurden weiter analysiert. Dabei zeigte sich,
dass es sich bei Hpr2 um einen hypothetischen, bisher in den Cyanobase- und NCBI-
Datenbanken nicht annotierten ORF handelt, welcher bei logarithmischem Wachstum im
Wildtyp auf hohem Niveau transkribiert wird und in AAfg scheinbar komplett reprimiert ist
(Abbildung 31). Homologe Apr2-Loci existieren in einigen Cyanobakterien-Stimmen (vor
allem der Gattung Cyanothece). Die abgeleiteten Aminosduresequenzen zeigen ein hoch-
konserviertes, putatives Motiv im amino-terminalen Bereich, welches jedoch keine
Ubereinstimmungen in der Pfam-Datenbank findet (Stand: 08.03.2010). Zudem fanden
BLAST-Analysen keine homologen Gene auflerhalb der Cyanobakterien. Insofern handelt es
sich bei Hpr2 um ein Cyanobakterien-spezifisches, hypothetisches Protein des Hfg-Regulons,
dem moglicherweise eine bisher nicht beriicksichtigte Funktion innerhalb der Pilus-Biogenese
zukommen konnte. Da sich angesichts der Datenlage jedoch keine definitiven Vorhersagen

machen lassen, kommen auch andere Funktionen in Frage.

Bei Hprl und Hpr3 handelt es sich dagegen nicht um putative protein-kodierende Sequenzen
bzw. mRNAs. In beiden Féllen konnte zudem mithilfe von RACE- und Northern Blot-
Analysen kleine Transkripte von 177 Nukleotiden (Hprl) und 192 Nukleotiden (Hpr3) Lange
nachgewiesen werden. Wihrend die Akkumulation von Hprl in Abwesenheit von Hfq
deutlich zunimmt (Abbildung 30), akkumuliert Hpr3 - dhnlich wie Hpr2 und die meisten der
oben besprochenen mRNAs - in Abhédngigkeit von Hfq.

Die Identifizierung von Hprl liefert einen neuen Aspekt hinsichtlich einer mutmaBlichen,
Hfg-vermittelten Kontrolle von sycrpl, da der kodierende Bereich im Genom 191 bp
stromaufwérts (in Gegenorientierung) von sycrpl (sll1371) lokalisiert ist (Abbildung 32).
Insofern kdme Hprl - insbesondere im Hinblick auf dessen hohe Abundanz in Ahfq - per se
als post-transkriptioneller RNA-Regulator der sycrpl-Expression in Frage. Andererseits
wurde ab 32 bp stromaufwérts von sprl (und 143 bp stromaufwérts von s//1371) eine Sycrpl-
Bindungsstelle vorhergesagt (Xu & Su, 2009). Dies weist einerseits auf eine Autoregulation
der sycrpl-Expression durch das eigene Protein-Produkt hin. Zum anderen ist es dadurch
unwahrscheinlich, dass Hprl eine asRNA der 5'-UTR von sycrp! ist, da hprl jenseits dessen

Promoters lokalisiert wire. Eindeutige experimentelle Daten zu den Promoter-Elementen und
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dem Transkriptionsstartpunkt von sycrp! liegen jedoch nicht vor. Da die Expression von Hprl
im Wildtyp unter keiner der getesteten Bedingungen nachweisbar war, deutet sich in diesem

Fall eine stringente Hfq-vermittelte Expressionskontrolle an.

Die Akkumulation des Hpr3-Transkripts dagegen nahm unter definierten Stress-Bedingungen
zu. Dies galt insbesondere fiir Salz- und Hitzestress (Abbildung 33). Eine Funktion l&sst sich
auf der Basis dieser Daten fiir Hpr3 jedoch nicht vorhersagen. Wéhrend der Fertigstellung der
vorliegenden Arbeiten wurden im Rahmen einer Diplomarbeit Mutanten von Synechocystis
hergestellt, welche Hpr3 unter der Kontrolle des Promoters Ppet/ (vergleiche Abschnitt
2.1.2.6.2) bzw. PrnpB in trans iberexprimieren. Daneben wurde eine Ahpr3-
Deletionsmutante konstruiert, deren genomische Segregation bereits nachgewiesen werden
konnte (nicht gezeigt). Fiir funktionelle Untersuchungen stehen diese Mutanten mittlerweile
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Annegret Wilde (Institut fiir Mikrobiologie und
Molekularbiologie, Justus-Liebig-Universitit Giessen) zur Verfiigung. Die Phototaxis ist von
der Modifikation des zelluldren Hpr3-Gehalts offenbar nicht betroffen (Abbildung 36A). Aus
dem Test geht entsprechend auch hervor, dass die Aifg-Mutante hinsichtlich der Motilitét

nicht durch die Uberexpression von Hpr3 komplementiert wird.

Erste Northern Blot-Untersuchungen der Hpr3-Uberexpressoren zeigten ferner ein
interessantes Hpr3-Bandenmuster, welches auf eine Hfg-vermittelte Prozessierung dieser
RNA hinweisen konnte. Dazu ist anzumerken, dass in den Mutanten eine am 3’-Ende um die
folgenden (genomischen) 120 nt verldngerte Hpr3-Variante exprimiert wird. Im Northern Blot
zeigen sich neben der Bande unterhalb des 200-nt-Markers zwei weitere, schwéchere Banden
knapp unterhalb des 300 nt-Markers (Abbildung 36B). Diese Banden waren auch in den
Spuren der 44 °C-Proben von Wildtyp und AAfg schwach zu erkennen (Abbildung 33C). Die
Uberexpression von Hpr3 in A fg bringt lediglich diese zwei Banden hervor, nicht jedoch die
~200 nt-Bande, welche unter Hitzestress akkumuliert (Abbildung 36B). Die Vorhersage der
Sekundarstruktur von Hpr3 zeigt, dass sich das per 3"-RACE ermittelte 3'-Ende inmitten einer

potenziellen, AU-reichen RNaseE/G’-Erkennungssequenz befindet (Abbildung 36C).

> SIr1129 aus Synechocystis ist ein funktionelles Homolog zu sowohl RNase E als auch RNase G aus E. coli und
wird daher als RNase E/G bezeichnet (Horie et al., 2007).
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Abbildung 36: Vorldufige Analysen zu der putativen sSRNA Hpr3. (A) Phototaxis-Test verschiedener /pr3-
Mutanten im Vergleich zu den Kontrollstaimmen Wildtyp, Ahfqg und WT-pVZ321. WI-PrupB-hpr3 und Ahfg-
PrupB-hpr3 sind Hpr3-Uberexpressoren unter Verwendung des konstitutiven Promoters PrupB in einem
modifizierten pVZ-Plasmid. (B) Northern Blot-Analyse von Hpr3 in Hpr3-Uberexpresoren (mit PpetJ-Promoter
in einem modofizierten pVZ-Plasmid) aus der Diplomarbeit von Nils Schiirgers. Die Hpr3-Uberexpression
wurde in An- (WT-PpetJ-hpr3) und Abwesenheit (Ahfq-PpetJ-hpr3) getestet. (C) Ausschnitt aus der Hpr3-
Sekundirstrukturvorhersage mit dem Programm mjfold (Zuker, 2003). Die RNA wurde am ermittelten 3"-Ende
um die folgenden 116 nt (der genomischen Sequenz) erweitert. Der schwarze Pfeil zeigt die letzte Base der
langsten 3'-RACE-Sequenz an (Abbildung 32). Die Klammer zeigt eine potenzielle Erkennungssequenz fiir
RNase E/G an.
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Demnach ist es denkbar, dass Hpr3 als lingeres Primértranskript von ~300 nt synthetisiert
und in Abhingigkeit von Hfq und RNase E/G zu der funktionellen/stabilen Version von 192
bp prozessiert wird. Ein &hnlicher Mechanismus ist aus Vibrio cholerae bekannt: Das
Primértranskript der sSRNA MicX wird in Abhingigkeit von RNase E und Hfq zu der in
Wildtyp-Zellen deutlich abundanteren, kurzen Form prozessiert, welche eine circa 10-fach
hohere Stabilitdt aufweist (Davis & Waldor, 2007). Die exakte Funktion von Hfq bei diesem
Mechanismus ist nicht aufgeklirt; moglicherweise fordert das Protein jedoch die Faltung des
Primirtranskripts in eine Form, welche die RNase E-Erkennungssequenz fiir die
Prozessierung freisetzt (vgl. auch: Modell zur Funktion von Hfq in der Polyadenylierung von

mRNAs, Abschnitt 1.5.3.2 und Abbildung 3C; Mohanty ef al., 2004).

In Bezug auf Hpr3 konnten fiir einen solchen Mechanismus die Ergebnisse der
Bindungsstudien mit Syn-Hfq sprechen, demnach Hpr3 und Syn-Hfq in vitro spezifisch
miteinander interagieren (Abbildung 34) .Die relativ geringe Affinitit von Syn-Hfq zu Hpr3
konnte auf die am 5°-Ende um 64 nt verlingerte Hpr3-Variante zuriickzufiihren sein.
Entsprechende EMSA-Analysen von kurzen und langen Hpr3-Varianten mit korrekten
5-Enden (mit Bezug auf die 5°-RACE-Daten) sind in Vorbereitung. Zudem sollten
weiterfiihrende in vitro- und in vivo-Analysen - u.a. mithilfe der vorliegenden Mutanten -
Aufschluss iiber den Einfluss von Hfq und RNase E/G auf die Prozessierung und
Stabilisierung von Hpr3 geben. Interessanterweise lisst sich ein mit Hpr3 vergleichbares Hfg-
abhéngiges Bandenmuster auch in den Northen Blot-Daten von s/r2015 erkennen (siche
Abbildung 15). Demnach konnte Hfq in Synechocystis tatsdchlich eine wesentliche Funktion

in der Prozessierung einiger Primirtranskripte bzw. polycistronischer mRNAs zukommen.

Fiir die funktionelle Charakterisierung von Hpr3 stehen Expressionsanalysen der Ahpr3-
Mutante sowie der Hpr3-Uberexpressoren auf Transkriptom- und ggf. Proteomebene aus. Auf
diese Weise sollen potenzielle Ziel-mRNAs von Hpr3 identifiziert und spéter hinsichtlich der
Interaktionseigenschaften charakterisiert werden. Entsprechende Untersuchungen sind ebenso

fiir Hprl in Planung.
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3.6 Reguliert Hfq die spezifische Stress-Antwort?

Die Daten der Expressionsanalysen von Hpr3 wiesen ferner darauf hin, dass Hfq offenbar
auch innerhalb der spezifischen, zelluldren Stressantwort eine regulatorische Rolle spielt. Die
Microarray-Analysen deuteten einen Einfluss von Hfq auf die Expression einiger
Komponenten des Hitzestress-Regulons an. Die differenzielle Akkumulation der groESI
(sir2075)- und hspA (sll1514)-Transkripte lieB sich experimentell jedoch nicht eindeutig
verifizieren. Die mRNA des Chaperonins GroES1 war dabei unter Standard-
Kultivierungsbedingungen allerdings auch im Wildtyp nicht durch Northern Blot-Analysen
nachweisbar. Die im Microarray-Experiment detektierten Differenzen der groESLI-
Expression zwischen Wildtyp und Mutante hétten demnach - angesichts des insgesamt sehr
niedrigen  Expressionsniveaus - wahrscheinlich keine weiteren physiologischen
Konsequenzen, zumal sich diese Unterschiede unter induzierenden Hitzestress-Bedingungen
nicht zeigten (Abbildung 33) Die mRNA des kleinen Hitzeschock-Proteins hspA dagegen
zeigte bei den Northern Blot-Experimenten im Wildtyp infolge einer Hitzestress-Behandlung
eine zusétzliche Hybridisierungsbande, welche in Aifg nur sehr schwach ausgeprigt war
(Abbildung 16). Diese Bande konnte z.B. auf eine Hfg-abhingige Prozessierung
zurlickzufiihren sein, deren Produkt ggf. die Unterschiede der hspA-Signale in der
Microarray-Analyse begriinden wiirde. So konnte die cDNA-Synthese mit der prozessierten
mRNA als 7emplate eftektiver ablaufen als in Anwesenheit einer hoch-strukturierten 5’-UTR.
Dabei ist anzumerken, dass AspA in Synechocystis u.a. post-transkriptionell durch ein RNA-
Thermometer reguliert wird (siehe 1.5.1.1), dessen durch erhoéhte Temperaturen induzierte
Strukturdnderung zur Freisetzung der Ribosomen-Bindungsstelle fiihrt (Tagungsvortrag von
Prof. Dr. Franz Narberhaus, Ruhr-Universitdit Bochum; ,,Regulatory RNA in prokaryotes®,
3.-6. Juni 2009, Berlin). Eine unterstiitzende Beteiligung von Hfq an diesem Prozess - ggf. in

Verbindung mit einer anschlieBenden Degradation - ist vorstellbar.

Umfassende, vergleichende Analysen von Wildtyp und Ahfg-Mutante unter den genannten
Bedingungen wiirden neuen Aufschluss dariiber geben, inwiefern Hfq z.B. an der Regulation
der Expression bekannter stress-induzierter Gene beteiligt ist. Entsprechende Microarray-
Experimente zur Untersuchung des Transkriptoms von Ahfg unter Hitzestress sind in

Vorbereitung. Fiir einige Hfg-abhéingig akkumulierende mRNAs zeigte sich bereits, dass
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deren relative Menge im Wildtyp unter Hitzestress abnimmt und demnach ein inverses
Verhalten gegeniiber Hpr3 zeigt (in Abbildung 37 am Beispiel von slr/667 dargestellt). Im
Gegensatz zu den entsprechenden Mutanten von unterschiedlichen Proteobakterien (Chao &
Vogel, 2010) zeigte die Ahfg-Mutante von Synechocystis jedoch keine signifikanten
Beeintriachtigungen in der Stresstoleranz. Tatsdchlich erschien Ahfg sogar etwas toleranter
gegeniiber gemaBigtem Hitzestress (bei 44 °C) als der Wildtyp (Abbildung 8). Erhohte
Thermotoleranz wurde auch in Inaktivierungsmutanten des Transkriptionsregulators HrcA
(heat-inducible transcription repressor, sll1670) und der Histidin-Kinase Hik34 beobachtet
(Nakamoto et al., 2003; Suzuki et al., 2005). In beiden Fillen war der Phénotyp jedoch
deutlicher ausgeprdgt und mit einer deregulierten Expression einiger Hitzeschockgene
korreliert. Zudem wurde in diesen zwei Arbeiten die Sensitivitit der Zellen gegeniiber
kurzzeitigen (maximal ein- bzw. dreistiindige) Hitzebehandlungen bei 48 °C untersucht.
Entsprechende Experimente zeigten in Vorversuchen der vorliegenden Arbeit keine
Unterschiede zwischen Wildtyp und Ahkfg. Daher ist es schwierig, eine direkte Verbindung
zwischen Hfq und der Hitzeschock-Antwort in Symechocystis zu postulieren.
Interessanterweise  stellten Singh und Mitarbeiter (2006) auf der Basis von
Expressionsanalysen einen Zusammenhang zwischen der Hitzeschock-Antwort und der
Regulation einiger fiir die Motilitdt relevanter Gene (u.a. pildl, pilM und taxDI) in
Synechocystis her. Allerdings scheint eine Verbindung zu Hfq bzw. Sycrpl auch hier mangels
Ubereinstimmungen der regulierten Gene unwahrscheinlich. Insgesamt spielt Hfq in
Synechocystis demnach eine scheinbar untergeordnete Rolle in der zelluldren Antwort auf

Hitzestress (und ebenso Salzstress).
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Abbildung 37: Einfluss von Hitze- und Salzstress auf die Transkriptakkumulation von slri1667.
Logarithmisch wachsende Fliissigkulturen wurden bei 42 °C (links) bzw. mit 684 mM NaCl (rechts) unter
gleichen Lichtbedingungen inkubiert und in Proben zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Je ~5 pg der
isolierten Gesamt-RNA wurden in einem 1,3 %igen, denaturierenden Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt,
auf eine Nylon-Membran transferiert und mit einer strangspezifischen slr/667-RNA-Sonde hybridisiert. Die
Hybridisierung mit einer 16S rRNA-spezifischen DNA-Sonde diente als Ladekontrolle. WT, Wildtyp.

3.7 Struktur- und in vitro-Funktionsanalyse von Syn-Hfq

Ergdnzend zu den beschriebenen phinotypischen Analysen der Ahfg-Mutante von
Synechocystis wurden im Rahmen dieser Arbeit in vitro-Untersuchungen zu Struktur und
Funktion des Syn-Hfg-Proteins durchgefiihrt. Hierbei stand die Frage im Vordergrund,
inwieweit sich die schwache Sequenzkonservierung des Proteins (im Vergleich zu den Hfq-
Varianten aus Proteobakterien) auf dessen iibergeordnete Struktur sowie auf funktionelle

Aspekte im RNA-Metabolsimus auswirkt.

An dieser Stelle wird darauf hingewiesen, dass die in diesem Kapitel diskutierten
Kristallstruktur-Analysen von Syn-Hfq etwa zeitgleich in den Arbeitsgruppen von Dr. Ditlev
E. Brodersen und Dr. Poul Valentin-Hansen durchgefiihrt wurden und publiziert sind (Boggild
et al., 2009). Strukturdaten und zentrale Schlussfolgerungen stimmen mit jenen der
vorliegenden Arbeit iiberein. Zusitzliche Aspekte bzw. Experimente aus der Arbeit von

Boaggild und Mitarbeitern (2009) werden entsprechend zitiert.
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Die Kristallstruktur des Hfg-Proteins aus Symechocystis zeigte, dass diese Hfg-Version -
entsprechend den orthologen Proteinen anderer Organismen - das typische Sm-Faltungsmotiv
besitzt und zu einem ringféormigen Hexamer assembliert (Abbildung 22). Durch die insgesamt
relativ negative Oberfldchenladung der proximalen Seite des Hexamers (Abbildung 24)
erscheint der Bereich um die Pore - trotz ansonsten struktureller Konservierung - zunéchst
wenig geeignet flir die Bindung von RNA. Zudem spricht in Syn-Hfq die fehlende
Konservierung der basischen und aromatischen Aminoséurereste (insbesondere der ansonsten
hoch-konservierten [KHAI]-Sequenz im "Sm2’-Motiv) der RNA-Bindungstasche von Sau-
Hfq gegen einen vergleichbaren Mechanismus zur Bindung AU-reicher RNA-Sequenzen
(Abbildung 23). Angesichts der Bindungseigenschaften wurde ferner die Moglichkeit
diskutiert, dass einzelstringige RNA die ebenfalls positiv geladene, zentrale Pore des Sau-
Hfg- bzw. Eco-Hfg-Hexamers zur distalen Seite hin durchqueren konnte (Brennan & Link,
2007). Ein dhnlicher Mechanismus wurde auch fiir eukaryotische Sm-Proteine vorgeschlagen
(Stark et al., 2001; Urlaub et al., 2001). Doch der Poreninnenraum von Syn-Hfq zeigt ein
stark elektronegatives Potenzial und erscheint daher ebenfalls nicht priddestiniert fiir die
Bindung von Nukleinsduren. Brescia und Mitarbeiter (2003) berichteten, dass fiir die stabile
Bindung physiologisch relevanter sSRNAs (am Beispiel von DsrA aus E. coli) an Hfq nicht
deren kurze (ca. 10-15 Nukleotide langen) AU-reichen Einzelstrangbereiche per se
ausschlaggebend sind. Auf der Basis von in vitro-Bindungsstudien schlugen die Autoren ein
Modell vor, demnach die Bindung der flankierenden Sekundirstrukturen an die periphere
Oberflache des Hfg-Hexamers die Interaktion der einzelstingigen Region mit der RNA-
Bindungstasche sterisch begiinstigt. An diesem Mechanismus wiren demnach wahrscheinlich
die hoch-konservierten Aminosdurereste Argl6 und Phe39 (Eco-Hfq) bzw. Argl5 und Phe41
beteiligt (Brescia et al., 2003). Auch diese Reste sind in Syn-Hfq nicht konserviert bzw.
konservativ substituiert. Abbildung 38 zeigt das Modell eines Syn-Hfg-AUs-Komplexes,
demnach innerhalb der strukturell konservierten AU-Bindungstasche dennoch die Bindung

einzelstrangiger RNA moglich wire.
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Abbildung 38: Modell der Interaktion des Syn-
HfqHexamers mit einem AUs-Ribonukleotid.
Darstellung der elektrostatischen Oberflichenpotenziale
von Syn-Hfq mit RNA im Stidbchenmodell. Interaktion
basierend auf hypothetischen Wasserstoftbriicken-
Bindungen unter Beteiligung der Reste Thr43, Arg59
und Asp44 (markiert). Das Modell wurde in der
Arbeitsgruppe von Cheryl Kerfeld erstellt.

An dieser hypothetischen Interaktion sind die Reste Arg59 und Leu60 (in der Schleife
zwischen B4 und B5; siehe Abbildung 23) sowie Thr43 und Asp44 (in der Schleife zwischen
B2 und B3) mit insgesamt bis zu fiinf Wasserstoffbriickenbindungen pro Monomer-
Untereinheit beteiligt. Moglicherweise hat diese neuartige Zusammensetzung - auch aufgrund
der fehlenden stabilisierenden Aminosdurereste aus dem ‘Sm2’-Motiv von Sau-Hfq -

Konsequenzen hinsichtlich der Affinitdt und/oder Spezifitit fiir die RNA-Bindung.

Mithilfe der Bindungsstudien konnten in vitro keine spezifischen Interaktionen von Syn-Hfq
(bei Proteinkonzentrationen von bis zu 2 pM) mit bekannten Hfg-bindenden sRNAs (~5 nM
Endkonzentration) aus Enterobakterien nachgewiesen werden. Im Fall von MicA muss davon
ausgegangen werden, dass es sich um unspezifische Bindungen handelte, da auch das
Kontrollprotein bei entsprechender Konzentration eine Retardation von MicA hervorrief.
Boggild und Mitarbeiter (2009) fiithrten entsprechende Experimente mit den sSRNAs Spot42
und MicM (jeweils ~1 nM Endkonzentration) aus E. coli durch und setzten dabei das Syn-
Hfg-Hexamer in hohen Konzentrationen von bis zu 20 uM ein. Dabei retardierten die RNAs
im Gel bei Konzentrationen von mindestens 5 pM (MicM) bzw. 10 uM (Spot42). Die Autoren
postulierten auf dieser Basis eine im Vergleich zu Eco-Hfq ca. 100-fach niedrige Affinitdt von
Syn-Hfq zu diesen sRNAs. In dieser Arbeit wurden jedoch keine Experimente mit Negativ-

Kontrollproteinen beschrieben.
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Ferner wurde die Bindung von Syn-Hfq an die abundante und hoch-konservierte
cyanobakterielle SRNA Yfrl aus Synechocystis getestet. Yfrl ist durch eine einzelstringige,
AU-reiche Region (5-ACUCCUCACAC-3") gekennzeichnet, welche von zwei
Stammschleifen flankiert wird (Vo3 et al., 2007). Die EMSA-Bindungsanalysen konnten
jedoch auch fiir diese RNA keine Bindung an Syn-Hfq nachweisen (Abbildung 26D). In
Enterobakterien ist die Akkumulation einiger sSRNAs abhéingig von Hfq (Papenfort et al.,
2009; Urban & Vogel, 2007; Zhang et al, 2003). Northern Blot-Analysen der
Akkumulationen von Yfrl und Yfr2a in Synechocystis zeigten dagegen, dass die Afg-
Inaktivierung in diesen Féllen keinen Einfluss auf die Transkriptmengen hatte (Abbildung
27A-C). Zudem zeigte sich bei erfolglosen Versuchen Yfrl genetisch zu inaktivieren, dass
diese sSRNA fiir das Uberleben von Synechocystis essenziell ist (nicht gezeigt), wihrend die
Ahfg-Mutante einen milden, sehr speziellen Phénotyp zeigt. Des Weiteren kodieren einige
Staimme wie z.B. Prochlorococcus marinus MED4, in welchen Yfrl bioinformatisch und/oder
experimentell nachgewiesen wurde (Axmann et al., 2005; Voss et al., 2007) kein Hfg-Protein.
Zusammen sprechen diese Daten deutlich gegen eine Beteiligung von Hfq an potenziellen
Yfrl-vermittelten post-transkriptionellen Regulationsmechanismen in Synechocystis und

anderen Cyanobakterien.

Auch die durch die asRNA IsrR vermittelte Feinregulation der isi4-Transkriptakkumulation
unter oxidativen Stressbedingungen war in Aifg nicht betroffen (Abbildung 27D). Allerdings
handelt es sich bei IsrR um eine vollstindig zu dem interagierenden Bereich von isi4
komplementidre asRNA. Fiir diese Art der RNA-RNA-Interaktion ist bisher kein Beispiel
bekannt, welches Hfq erfordert. Insgesamt muss bemerkt werden, dass zwar ein grof3es
Potenzial sSRNA-vermittelter, post-transkriptioneller Regulation in Synechocystis und anderen
Cyanobakterien existiert (Axmann et al., 2005; Csiszar et al., 1987; Dihring et al., 2006;
Georg et al., 2009; Hernandez et al., 2006; Steglich et al., 2008; Voss et al., 2007); abgesehen
jedoch von einigen cis-kodierten asRNAs gibt es noch keine konkreten Hinweise auf die
Funktionsmechanismen der bisher identifizierten, putativ regulatorischen RNAs in
Synechocystis. Tatséchlich wurde auch im Rahmen der in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten 7iling-array-Analysen fiir keine der bislang publizierten sSRNA-Kandidaten

eine differenzielle Akkumulation in Ahfg nachgewiesen. Dieser Aspekt ist insofern
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interessant, als die von Georg und Mitarbeitern (2009) publizierten sSRNAs und asRNAs
mithilfe desselben Tiling-arrays experimentell identifiziert wurden. Dabei wurde jedoch
Gesamt-RNA aus Kulturen eingesetzt, die unterschiedlichen Stressbedingungen ausgesetzt
waren. Insofern ist dieser Datensatz mit den Daten aus der Ahfg-Analyse nicht vorbehaltslos

vergleichbar.

Insgesamt weisen die Daten darauf hin, dass Hfq in Synechocystis offenbar eine von den
proteobakteriellen Gegenstiicken abweichende Funktion wahrnimmt. Die strukturellen
Unterschiede liefern zusammen mit den vorgestellten in vitro-und in vivo-Befunden bisher
keine Hinweise darauf, dass potenzielle sSRNA-vermittelte Regulationsprozesse - jedenfalls
nach den untersuchten enterobakteriellen Modellen - in Synechocystis im Zusammenspiel mit
Hfq erfolgen. Der in dieser Arbeit unternommene Versuch, den physiologischen Phianotyp der
Ahfg-Mutante durch die orthologe Variante aus E. coli genetisch zu komplementieren war
ebenso erfolglos wie der umgekehrte Ansatz zur genetischen Komplementierung einer
Salmonella-Mutante mit Hfq aus Symechocystis. Diese Beobachtungen werden durch
funktionelle Analysen in der Arbeit von Beggild und Mitarbeitern (2009) unterstiitzt.
Demgegeniiber stehen die Berichte, dass sich Afg in E.coli funktionell zumindest teilweile
durch die ndher verwandten homologen Gene aus Pseudomonas (Sonnleitner et al., 2002),
dem Archaeon Methanococcus jannaschii (Nielsen et al., 2007) und Listeria monocytogenes
(Nielsen et al., 2009) substituieren ldsst. Die Hfg-Proteine dieser Bakterien enthalten jedoch
im Gegensatz zu Syn-Hfq die kritischen Aminoséuren fiir die (experimentell nachgewiesene)
Bindung AU-reicher RNA-Sequenzen auf der proximalen Seite des Hexamers (Nielsen et al.,
2007; Nielsen et al, 2009). Fiir das archaeale Hfq-Ortholog Mja-Hfq wurde die
Konservierung der AU-Bindungstasche zudem anhand der Kristallstruktur des Proteins
demonstriert. EMSA-Analysen von Mja-Hfq zeigten eine lediglich zwei- bis sechs-fach
reduzierte Affinitdat zu SRNAs (u.a. MicA) aus E. coli (Nielsen et al., 2007).

Fiir Syn-Hfq steht nun Hpr3 als Modell zur Verfiigung, um die Sequenzspezifitit des Proteins
fiir RNA-Bindungen experimentell zu analysieren. Mithilfe von z.B. Nuklease-Footprinting-
Analysen sowie durch zielgerichtete Basensubstitutionen innerhalb der RNA in Verbindung

mit kompetitiven in vitro-Bindungsanalysen lieBen sich die fiir die Interaktion kritischen
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Bereiche sondieren (Brescia et al., 2003). Umgekehrt wéren (in Anlehnung an das AUs-Syn-
Hfg-Modells; Abbildung 38) gezielte Austausche von Aminosédureresten im Sm- bzw. nest-
Motiv von Syn-Hfq hilfreich, um in vitro deren jeweiligen Einfluss auf die Affinitét zu der
bindenden RNA zu {iberpriifen. Ergénzend lieBe sich die funktionelle Relevanz zielgerichteter
Mutagenesen von hfg in vivo anhand von Motilitdtstests und Northern Blot-Analysen
iiberpriifen. Die Ko-Kristallisation von Syn-Hfq mit einem RNA-Molekiil wire schlieBlich

ein vielversprechender Ansatz, um den Bindungsmechanismus aufzukléren.

3.8 Welche funktionelle Rolle spielt Hfq in Synechocystis?

Innerhalb unterschiedlicher phylogenetischer Gruppen von Bakterien lassen sich bereits
abweichende Erfordernisse fiir Hfq in der Riboregulation beobachten. In den Gram-positiven
Bakterien Staphylococcus und Bacillus subtilis wurden mehrere sSRNAs mit vermuteten
Funktionen fiir die Virulenz (Novick et al.,, 1993; Pichon & Felden, 2005) bzw. der
Sporulationskontrolle (Silvaggi et al., 2006) identifiziert. Fiir die bisher dazu untersuchten
sRNA konnte jedoch kein Einfluss des jeweiligen Hfg-Orthologs auf Funktion und in vivo-
Stabilitdt nachgewiesen werden (Boisset ef al., 2007; Heidrich et al., 2006; Jousselin et al.,
2009). Zudem zeigte eine hfg-Mutante von Staphylococcus im Rahmen umfangreicher
Analysen keinen nachweisbaren Phidnotyp (Bohn et al.,, 2007). Dies ist angesichts der
nachweislichen Bindung AU-reicher RNA-Sequenzen durch Sau-Hfq sowie der
Konservierung der dafiir relevanten Strukturmerkmale in Eco-Hfq bemerkenswert

(Schumacher et al., 2002).

Jousselin und Mitarbeiter (2009) diskutierten einen Zusammenhang zwischen der Beteiligung
von Hfq an riboregulatorischen Prozessen und thermodynamischen Parametern der sRNA-
mRNA-Interaktionen bzw. dem genomischen GC-Gehalt des betreffenden Organismus®.
Interessanterweise lie sich die thermodynamische Korrelation anhand einiger Beispiele
belegen. Auch bei dem GC-Gehalt scheint angesichts einiger Beispiele tatsdchlich eine

Korrelation vorzuliegen: Je hoher der GC-Gehalt (in der Regel > 50 %), desto ausgepragter

% Bei hohen GC-Gehalten interagierender sSRNAs und mRNAs wiren demnach stabilere Sekundirstrukturen zu
erwarten, deren Entfaltung die Aktivitdt eines RNA-Chaperons erfordert (Jousselin et al., 2009).
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der Einfluss von Hfq auf die Funktion von sRNAs. Allerdings hat das Genom von
Synechocystis mit 47 % den gleichen GC-Gehalt wie die Genome von Vibrio cholerae sowie
Vibrio harveyi (beide 47 %). In diesen Organismen spielt Hfq eine wichtige Rolle in der
Funktion einiger SRNAs (Lenz et al., 2004). Die Aminosduresequenzen dieser Proteine (Reste
1-72; ohne den variablen Carboxy-Terminus) sind zu ~96 % (Vibrio) mit Hfq aus E.coli
identisch, sodass auch insgesamt von einer strukturellen Konservierung des Proteins
auszugehen ist. Auch fiir das Gram-positive Bakterium Listeria monocytogenes (GC-Gehalt:
37 %; sieche NCBI-Datenbank) existiert ein Beispiel fiir Hfg-abhdngige sSRNA-Regulation,
wenngleich die Mehrzahl der in diesem Organismus bislang identifizierten SRNAs nicht auf
Hfq angewiesen ist (Mandin et al., 2007; Nielsen et al., 2008; Toledo-Arana et al., 2009).
Doch auch hier liegt eine funktionelle (und wahrscheinlich strukturelle) Konservierung der
kritischen Eigenschaften von Eco-Hfq vor (Nielsen et al., 2009). Die an den jeweiligen
Lebensstil angepassten Erfordernisse bestimmter (Hfg-abhéngiger) sRNAs konnten
schlieBlich zu einer unterschiedlichen Komplexitit des Funktionsspektrums von Hfq gefiihrt
haben, zumal die Gene bekannter SRNAs nur in phylogenetisch eng verwandten Organismen
konserviert sind (Livny et al., 2008). So wiirde z.B. eine reduzierte bzw. erhohte Anzahl
interagierender RNAs nicht zwingend zu grundlegenden strukturellen und funktionellen
Modifikationen von Hfq in einem Bakterium fiihren. Auf diese Weise lieBe sich (in
Anbetracht proteobakterieller Ahfg-Phanotypen) z.B. die Konservierung der AU-
Bindungstasche in Hfq aus Staphylococcus im Kontext mit den ausbleibenden
physiologischen Konsequenzen der Afg-Inaktivierung erkldren (Bohn et al, 2007,
Schumacher et al., 2002).

Fiir Sau-Hfq wurde zudem eine niedrige Affinitdt zu Poly(A)-Ribonukleotiden berichtet
(Brennan & Link, 2007). Dies lédsst sich wahrscheinlich auf die relativ unpolare Oberfldche
und die schwache Konservierung des A-R-E-Motivs auf der distalen Seite des Hexamers
zuriickflihren (siehe Abbildung 23 und Abbildung 24; Schumacher et al., 2002). Fiir Syn-Hfq
lieB sich in der vorliegenden Arbeit keine stabile Interaktion mit einem Poly(A)-
Ribonukleotid nachweisen. Auch hier zeigt sich eine von Eco-Hfq stark abweichende
Ladungsverteilung sowie schwache Konservierung des Bindungs-Motivs auf der distalen

Seite des Hexamers (siehe auch Abbildung 1D und Abbildung 23). Das A-R-E-Motiv besitzt
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eine Bindekapazitit von bis zu 18 Nukleotiden mit der Spezifitit fiir sechsfach repetitive
Adenosin-Purin-Purin/Pyrimidin-Nukleotid- (A-R-N-) Tripletts. Unter den insgesamt zehn
daran beteiligten Aminosdureresten sind lediglich drei in Synechocystis konserviert: Leu28,
Leu34 und Gly31 (in Eco-Hfq Leu26, Leu32 und Gly31 aus den purinnukleotid-spezifischen
Bindungstaschen [R-site]). Diese Reste sind in cyanobakteriellen Hfg-Orthologen nicht
invariabel, aber zu mindestens 60 % konserviert (siche Abbildung 4B). Interessanterweise
konnte anhand der Kristallstruktur von Syn-Hfq im distalen Bereich ein nest-Motiv
vorhergesagt werden, an welchem neben Gly31 auch die Reste Thr30 und Asp32 beteiligt
sind. Dieses Motiv bildet auf der distalen Seite des Hexamers eine fortlaufende Furche um die
Pore (Abbildung 25B) und wére angesichts der nest-typischen Affinitdt zu Anionen (Watson
& Milner-White, 2002) fiir die Bindung von RNA geeignet (personliche Kommunikation mit
Cheryl Kerfeld). Die Affinitdt von Syn-Hfq zu Poly(A)-Sequenzen wurde unter Verwendung
eines synthetischen Ajo-Ribonukleotids getestet. Selbst bei hohen Hfg-Konzentrationen von 3
uM konnten keine stabilen RNA-Hfg-Komplexe nachgewiesen werden (Abbildung 26C).
Dagegen demonstrierten Mikulecky und Mitarbeiter (2004) fiir Eco-Hfq bereits im

nanomolaren Konzentrationsbereich die Bindung eines A,;-Ribonukleotids.

Die Spezifitét fiir Poly(A)-Sequenzen steht in E. coli vermutlich im Zusammenhang mit der
Rolle von Hfq in der PAP I-vermittelten Polyadenylierung, d.h. der Stabilitdtskontrolle von
mRNAs (siche Abschnitt 1.5.3.2; Folichon et al., 2003; Hajnsdorf & Régnier, 2000; Mohanty
et al., 2004). Zudem konnten an dasselbe Hfg-Hexamer simultan sSRNA (proximal via AU-
Einzeltrangbereich) und mRNA (distal via Poly(A)-Strang) binden und deren Interaktion
dadurch unterstiitzt werden. Es ist in diesem Kontext zu beachten, dass in Synechocystis - im
Unterschied zu E. coli - vorwiegend heterogene, 15-172 Nukleotide umfassende
Polynukleotidsequenzen an den 3’-Termini von mRNAs nachgewiesen wurden (Rott et al.,
2003), deren Adenosin-Anteil jedoch mindestens 60 % betrug. Insofern ist es denkbar, dass -
sofern in Synechocystis @hnliche Hfg-abhéngige Mechanismen zur Kontrolle der mRNA-
Stabilitdt vorherrschen wie in E. coli - Syn-Hfq eine andere Spezifitit hinsichtlich
3’-terminaler Sequenzen besitzt. Andererseits ist es auch moglich, dass solche Prozesse in
Synechocystis keine Hfq-Aktivitéit erfordern. Dafiir konnten insbesondere zwei Erkenntnisse

sprechen: Erstens fehlt dem cyanobakteriellen Ortholog der RNase E die carboxy-terminale
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Doméne (Kaberdin et al., 1998), welche in E. coli von essenzieller Bedeutung fiir die
Assemblierung der Kernkomponenten des Degradosoms ist (siche Abschnitt 1.5.3.1.).
Zweitens existiert in Synechocystis kein PAP I-Homolog und die Synthese der poly(A)-
reichen Schwinze wird wahrscheinlich exklusiv durch die PNPase katalysiert (Rott et al.,
2003). Die durch PAP I katalysierte Polyadenylierung von mRNAs wird in E. coli
entscheidend durch Hfq stimuliert (Folichon et al., 2003; Folichon et al., 2005; Hajnsdorf &
Régnier, 2000; Mohanty et al., 2004). In einer Afg-Inaktivierungsmutante wurden deutlich
kiirzere Poly(A)-Schwinze beobachtet und die entsprechenden mRNAs zeigten eine erhohte
Stabilitdt. Zugleich zeigte sich in dieser Mutante ein Anstieg der Synthese heteropolymerer
Schwinze an prozessierte 3'-Enden von mRNAs durch PNPase (Mohanty et al., 2004).
Angesichts der im Vergleich zu PAP I hohen Konservierung von PNPase in Prokaryoten und
der strukturellen und funktionellen Ahnlichkeit zwischen PNPase und archaealer Exosomen,
gilt dieses bifunktionelle Protein als die phylogenetisch urspriinglichere, weniger
spezialisierte ,,polyadenylierende” Enzym (Mohanty et al., 2004; Rott et al., 2003; Slomovic
et al., 2008). Insofern konnte sich die Relevanz von Hfq in der Stabilitdtskontrolle von
mRNAs erst zusammen mit der funktionellen Differenzierung von Nukleotidyltransferasen zu
PAP-Enzymen entwickelt haben. Tatsdchlich wurden mithilfe phylogenetischer
Stammbaumanalysen in allen untersuchten B- und y-Proteobakterien, denen die meisten
Organismen mit drastischen AAfg-Phanotypen angehdren (Chao & Vogel, 2010), homologe
Proteine mit putativer PAP-Aktivitdt gefunden (Bralley et al., 2005). Die homologen Proteine
aus den untersuchten Gram-positiven Bakterien (inklusive Staphylococcus und Bacillus
subtilis) besitzen dagegen wahrscheinlich tRNA-Nukleotidyltransferase-Aktivitdt, fiir welche
in B- und y-Proteobakterien ein zweites Homolog zur Verfiigung steht. Fiir die Gram-positiven
Vertreter Streptomyces coelicolor und Bacillus subtilis existiert zudem experimentelle
Evidenz, dass PNPase in diesen Organismen fiir die Synthese heteropolymerer poly(A)-
reicher 3’-Schwinze verantwortlich ist (Campos-Guillén et al., 2005; Sohlberg et al., 2003).
Dasselbe gilt fiir Synechocystis. Unklar ist, ob die homologen Proteine aus den untersuchten
a-und e-Proteobakterien (darunter Helicobacter pylori und Campylobacter jejuni, die jeweils
kein Hfg-Homolog besitzen) PAP- oder tRNA-Nukleotidyltransferase-Aktivitit zugeordnet
werden kann (Bralley et al., 2005).
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Um zu kldren, mit welchen RNA-Molekiilen Hfq in vivo interagiert, bedarf es weiterfiihrender
Untersuchungen, flir die mittlerweile hoch-effiziente Verfahren zur Verfiigung stehen. Durch
RNA-Ko-Immunoprézipitation (Ko-IP, mit einem ,,getaggten* Hfg-Protein) in Verbindung
mit der Hochdurchsatz-Pyrosequenziertechnik (Tiefensequenzierung, deep sequencing)
konnten in Salmonella zahlreiche mit Hfq interagierende mRNAs und neue sRNAs
identifiziert werden (Sittka et al, 2009). Ein Vorteil dieser hochauflésenden
Sequenziermethode gegeniiber Microarrays ist die Tatsache, dass kleine RNA-Molekiile in
voller Lange mit den exakten 5'- und 3'-Enden identifiziert werden konnen. Auf diese Weise
lassen sich dariiber hinaus prézise Prozessierungsorte von Hfg-bindenden RNA-Molekiilen
bestimmen (Sharma & Vogel, 2009). Ein entsprechendes, einleitendes Sequenzierungs-
Experiment wurde in Kooperation mit Cynthia Sharma (MPI fiir Infektionsbiologie, Berlin)
auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt. Die RNA wurde durch Ko-IP mit
einem funktionellen’, rekombinant in Ahfgy exprimierten Flag-Syn-Hfq-Fusionsprotein
(vergleiche 3X FLAG Peptide, Sigma-Aldrich) aus Synechocystis gewonnen und im Vergleich
zu entsprechend isolierter RNA aus einer Wildtyp-Kultur per 454-Sequenzierung (Genome
Sequnecer FLX System, Roche, Mannheim) analysiert. Da die generierten Daten bisher weder
eindeutig experimentell verifiziert wurden, noch (mangels biologischer und technischer
Replikate) statistisch auswertbar sind, wurden sie in dieser Arbeit nicht nidher dargestellt. Aus
dem Vergleich von ~48.000 (Wildtyp-Kontrolle) bzw. ~58.000 (Flag-Syn-Hfq-KolP)
generierten reads (d.h. kurzen Sequenzabschnitten von 18-300 nt Lénge) liel sich lediglich
fiir einige zelluldr hoch-abundante RNA-Molekiile (tRNAs, rRNAs, RnpB) sowie fiir wenige
einzelne mRNAs (z.B. slr0376, 20-fach; slr1042, 12-fach) eine deutliche Anreicherung in der
Ko-IP-Probe ableiten. Allerdings lieBen sich diese Daten mithilfe von Northern Blot- bzw.
Slot Blot-Analysen nicht validieren. Zudem wurden bereits von anderen Autoren
unspezifische Anreicherungen ribosomaler RNAs in Immunoprézipitations-Experimenten mit
eukaryotischen RNA-bindenden Proteinen (u.a. auch mit dem hier verwendeten Flag-System)
beobachtet (de Planell-Saguer et al., 2009). Zur Uberpriifung der 454-Sequenzierungsdaten

sind bereits Wiederholungsexperimente - u.a. mit einer alternativen Flag-Syn-Hfq-Variante -

" Mehrfach wiederholte Phototaxis-Tests zeigten, dass die Expression des Flag-Syn-Hfq-Fusionsproteins in trans
die phototaktische Motilitdt von Ahfg wiederherstellen konnte.
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in Planung. Der Nachweis von Flag-Syn-Hfqg-spezifischen Anreicherungen soll dabei mithilfe
von weiterentwickelten Microarray-Analysen erfolgen. Ein Microarray, welcher neben den
Transkripten von in der Cyanobase-Datenbank annotierten Genen auch sédmtliche bisher
identifizierten sRNAs-Kandidaten aus Synechocystis sondiert, steht bereits zur Verfligung
(personliche Mitteilung von Jens Georg, Institut fiir Biologie III, Albert-Ludwigs-Universitit
Freiburg). Die vorldufigen Daten aus dem 454-Sequenzierungsexperiment, welche ferner auf
eine allenfalls sehr niedrige Affinitdt von Syn-Hfq zu RNA hinweisen, liefern indes weitere
Anhaltspunkte flir die Idee, dass Hfq in Synechocystis (und ggf. anderen Cyanobakterien) ein
von den proteobakteriellen Orthologen abweichendes bzw. ein generell neuartiges
Wirkspektrum zeigt. Interessanterweise zeigten Le Derout und Mitarbeiter (2010) kiirzlich am
Beispiel einiger mRNAs, dass deren Hfg-abhéngige Akkumulation in E. coli nicht auf post-
transkriptioneller Regulation, sondern auf Hfg-vermittelter Aktivierung der Transkription
basiert. Die Autoren diskutieren, dass Hfq etwa die Entfaltung attenuierender 5'-Bereiche von
einigen naszierenden mRNAs unterstiitzen konnte. Es ist daher denkbar, dass Hfq in
Synechocystis — z.B. als sekunddre Kontrollinstanz des Sycrpl-Regulons - auf eine solche
Funktion spezialisiert ist und seine Ziel-RNAs (d.h. in diesem Beispiel nicht-kodierende
Bereiche von mRNAs) nur transient, d.h. zeitlich vor dem Beginn der Transkription des
kodierenden Bereichs, bindet. Demnach wiirden RNA-Hfq-KoIP-Experimente vermutlich zu
keiner deutlichen Anreicherung kodierender Bereiche von mRNAs (und ggf. entsprechend
regulierten sRNAs) fiihren. Angesichts dieser Hypothese bieten sich flir zukiinftige
Untersuchungen - in Anlehnung an die von Le Derout und Mitarbeitern (2010) publizierten
Experimente - neben gerichteten in vitro-Bindungsstudien zudem in vivo-Analysen der
Transkriptionsaktivitdt Hfg-abhidngig regulierter Gene durch Reportergen-Fusionen mit deren

5’-Bereichen an.
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4 Material und Methoden
4.1 Material

In diesem Kapitel werden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Gerite und Reagenzien
beschrieben. Nicht aufgefiihrt sind allgemeine Labor- und Verbrauchsmaterialien, wie z.B.

Glas- und Reaktionsgefile, Petrischalen, Parafilm.

4.1.1 Chemikalien

Die zur Durchfithrung der praktischen Arbeiten im Labor verwendeten Losungsmittel und

Feinchemikalien sowie deren Bezugsquellen sind in Tabelle 4 aufgefiihrt

Tabelle 4: Chemikalien und fertige Gebrauchsléosungen

Produkt Hersteller

2-Propanol (100 %ig) Roth, Karlsruhe
3-(N-Morpholino)-propansulfonsdure (MOPS) Roth, Karlsruhe
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
(X-Gal)

Acrylamid (AA) Roth, Karlsruhe

Adenosin-3',5'-monophosphat (cAMP)

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Ammoniumacetat

Roth, Karlsruhe

Ammoniumeisen(III)-citrat

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Ammoniumpersulfat (APS)

Roth, Karlsruhe

Ampicillin (Na-Salz)

Roth, Karlsruhe

Bacto-Agar Difco, Detroit, USA
Bisacrylamid (BisAA) Serva, Heidelberg
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe
Chloramphenicol Boehringer, Mannheim
Chloroform Roth, Karlsruhe

Coomassie brilliant blue R-250

Serva, Heidelberg

Deoxycholat (DOC)

Roth, Karlsruhe

D-Glukose

Roth, Karlsruhe

di-Kaliumhydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe
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Dimethylfuran (DMF) Roth, Karlsruhe

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe

Dinatriumcarbonat Roth, Karlsruhe

Dithiothreitol (DTT) Roth, Karlsruhe

D-Saccharose Roth, Karlsruhe

Essigsdure (100 %ig, p.a.) Roth, Karlsruhe

Ethanol (96 %ig, p.a.) Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe

Formaldehyd (37 %ig) Roth, Karlsruhe

Formamid (deionisiert >99,5 %ig) Roth, Karlsruhe

Glycerol Roth, Karlsruhe

Glykogen (molecular biology grade) MBI Fermentas, St. Leon Roth

Harnstoff Roth, Karlsruhe

Hefe-tRNA (10 mg ml™) Ambion, Austin, TX, USA

Hydroxyethylpiperazinethanesulfonsdure (HEPES) Roth, Karlsruhe

Isopropyl-thio-B-D-Galaktopyranosid (IPTG) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Kaliumacetat

Roth, Karlsruhe

Kalziumchlorid

Roth, Karlsruhe

Kanamycin (Sulfat-Salz)

Roth, Karlsruhe

Kobalt(II)-nitrat (Hexahydrat)

Roth, Karlsruhe

Kupfersulfat (Pentahydrat)

Roth, Karlsruhe

LB-Agar (Lennox)

Roth, Karlsruhe

LB-Medium (Lennox)

Roth, Karlsruhe

LE Agarose

Biozym, Hess. Oldendorf

Magnesiumchlorid (Hexahydrat)

Roth, Karlsruhe

Magnesiumsulfat (Heptahydrat)

Roth, Karlsruhe

Manganchlorid

Roth, Karlsruhe

Methanol (99 %ig, p.a.)

Roth, Karlsruhe

Methylviologen (MV)

Sigma-Aldrich GmbH,Steinheim

Milchpulver

Roth, Karlsruhe

N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Roth, Karlsruhe

Na-Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Roth, Karlsruhe
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Natriumacetat

Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe

Natriumdihydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe
Natriummolybdat Roth, Karlsruhe
Natriumnitrat Roth, Karlsruhe

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

N-Tris-(hydroxymethyl)-methyl-glycin (Tricine)

Roth, Karlsruhe

Phenol (Roti-Phenol)

Roth, Karlsruhe

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)

Roth, Karlsruhe

Piperazin-N,N'-bis(2-ethansulfonsdure) (PIPES)

Roth, Karlsruhe

Ponceau S

Roth, Karlsruhe

Roti-Blot A Anodenpufter

Roth, Karlsruhe

Roti-Blot K Kathodenpuffer

Roth, Karlsruhe

Rotiphorese 10x TBE (Tris-Borat-EDTA)-Puffer

Roth, Karlsruhe

Rotiphorese Gel 40 (19:1) Acrylamid/Bisacrylamid

Roth, Karlsruhe

Rotiphorese Gel 40 (29:1) Acrylamid/Bisacrylamid

Roth, Karlsruhe

Salzsdure

Roth, Karlsruhe

Sulfonsalicylsdure

Merck, Darmstadt

Trichloressigsdure (TCA)

Roth, Karlsruhe

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Roth, Karlsruhe

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Roth, Karlsruhe

Tris(hydroxymethyl)-aminomethansulfonsdure

Roth, Karlsruhe

Trizol-Reagenz

Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
USA

Tween20

Roth, Karlsruhe

Xylencyanol

Roth, Karlsruhe

Zinksulfat (Heptahydrat)

Roth, Karlsruhe

Zitronensaure

Roth, Karlsruhe
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Radiochemikalien

Radiochemikalien wurden von Amersham Bioscience (Freiburg) oder Hartmann Analytic
GmbH (Braunschweig) bezogen. Folgende Radionukleotide kamen in dieser Arbeit zum

Einsatz:
[a?P]-dCTP, spezifische Aktivitit: 6000 Ci/mmol
[y**P]-ATP, spezifische Aktivitit: 6000 Ci/mmol

[(132P]-UTP, spezifische Aktivitit: 6000 Ci/mmol

4.1.2 Grofienstandards

Die fiir die Elektrophorese bzw. GroBenausschlusschromatographie

GroBenstandards sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Grofienstandards fiir Elektrophorese und Grofienausschlusschromatographie

eingesetzten

Standard Hersteller
Proteinstandards

Gel Filtration Standard Biorad, Miinchen

PageRuler Prestained Protein Ladder MBI Fermentas, St. Leon Roth

DNA-Standards

GeneRuler 50bp DNA Ladder MBI Fermentas, St. Leon Roth
GeneRuler 100bp DNA Ladder MBI Fermentas, St. Leon Roth
A-DNA/Pstl MBI Fermentas, St. Leon Roth
RNA-Standards MBI Fermentas, St. Leon Roth
RiboRuler Low Range RNA Ladder MBI Fermentas, St. Leon Roth
RiboRuler High Range RNA Ladder MBI Fermentas, St. Leon Roth
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4.1.3 Antikorper

Fiir Immunoblots wurden die in Tabelle 6 aufgefiihrten Antikorper verwendet.

Tabelle 6: Verwendete Antikorper

Antikorper Eigenschaften Verd.  Hersteller

Anti-Hfq Kaninchen IgG, Primérantikorper, 1:5000 Elena Puerta-Fernandez,
gerichtet gegen das Hfg-Protein Instituto de Bioquimica Vegetal
aus Synechocystis y Fotosintesis, Universidad de

Sevilla

anti-Kaninchen; Ziege IgG, Sekunddrantikdrper 1:25000  Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Alkalische Phosphatase- gerichtet gegen invariable Ketten Steinheim

Konjugat von Kaninchen IgG, konjugiert mit

Alkalischer Phosphatase (AP)

4.1.4 Plasmide

In Tabelle 7 sind alle Plasmide aufgefiihrt, auf welchen die in dieser Arbeit hergestellten

Konstrukte basieren. Die im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Plasmide sind in den

Abschnitten 4.2.2.16 bis 4.2.2.19 beschrieben.

Tabelle 7: Verwendete Plasmide

Vektor Beschreibung Referenz

pDrive TA-Klonierungsvektor; Amp', Km'; GroBe: 3851 bp Qiagen, Hilden

pGEM-T TA-Klonierungsvektor; Amp'; GroBe: 3003 bp Promega, Mannheim
Expressionsvektor fiir Proteine mit amino-terminalem GST-

pGEX-6P-1  tag; Amp"; GroBe: 4984 bp GE Healthcare, Waukesha, USA

pSK9 Zur 5’-terminalen PpetJ-Promotorfusion ;

GroBe: 6267 bp

Mobilisierbarer shuttle-Vektor zur homologen
pVZ321 Proteinexpression in Synechocystis; IncQ, mob+, Km', Cm";  Zinchenko et al. (1999)
GrofBe: 9601 bp

Helferplasmid fiir konjugativen Transfer von pVZ321-
Derivaten in Synechocystis; Amp', Km', Tet'; GroBe:

56400 bp Haase et al. (1995)
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4.1.5 Enzyme

In Tabelle 8 sind die in dieser Arbeit genutzten Enzyme und Reaktions-Kits aufgelistet. Die

verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden ausschliefSlich von MBI Fermentas (St. Leon

Roth) bezogen und sind nicht im Einzelnen aufgefiihrt. Alle Enzyme wurden nach Angaben

des Herstellers unter Einsatz des jeweils mitgelieferten Reaktionspuffers verwendet.

Tabelle 8: Verwendete Enzyme und Reaktions-Kits

Enzym

Hersteller

AmpliScribeT7-Flash Transcription Kit

Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, USA

CIAP (calf intestine alkaline phosphatase)

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

DNA-free DNase Treatment & Removal Reagents

Ambion, Austin, TX, USA

DreamTaq DNA-Polymerase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

HexaLabel/DecaLabel DNA Labeling Kit

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Lysozym

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

PCR Cloning Kit

Qiagen, Hilden

pGEM-T Vector System

Promega, Mannheim

Phusion High Fidelity DNA-Polymerase

New England Biolabs, Schwalbach

PreScission Protease

GE Healthcare, Waukesha, USA

RiboLock RNase inhibitor

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Proteinase K

MBI Fermentas (St. Leon Roth)

RNase A

AppliChem GmbH, Darmstadt

T4-DNA-Ligase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

T4-Polynukleotid-Kinase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

T4-RNA-Ligase

Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, USA

Thermoscript Reverse Transcriptase Kit

Invitrogen, Life Technologies,

Tobacco acid pyrophosphatase

Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, USA
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4.1.6 Synthetische Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden in lyophilisiertem Zustand von den Herstellern Sigma-Aldrich
(Steinheim), Eurogentec Deutschland GmbH (K6ln) und Eurofins MWG Operon (Ebersberg)
bezogen. Fiir die Herstellung der Stammlosungen (Konzentration: 100 pM) wurde die DNA
nach Angaben des Herstellers in MQ-H,O geldst. Besondere Merkmale der Oligonukleotide
sind in Tabelle 9 und Tabelle 10 hervorgehoben.
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Tabelle 9: Synthetische Oligonukleotide (DNA/ Primer)

Bezeichnung Sequenz (5'-...-3") Verwendungszweck Markierter Bereich
isiA-fw CTGGGGCTTTGTTTCATACC PCR/ dsDNA-Sonde

isiA-rev TAAAATTCTGGCGGATAGGC PCR/ dsDNA-Sonde

pilAl-fw CGGTGTATTGGCTGCTATTG PCR/ dsDNA-Sonde

pilAl-rev TTCAGCACCACCACAATCAT PCR/ dsDNA-Sonde

16S-fw AAGTCATCATGCCCCTTAC PCR/ dsDNA-Sonde

16S-rev ATGGGATTCGCTTACTCTC PCR/ dsDNA-Sonde

Yfrl-as TGTGAGGAGTGAACGGAAACTTACG Oligonukleotid-Sonde

Yfr2a-as TGCTTCCTTATTAATCTTACTCCTC Oligonukleotid-Sonde

PCC6803-r5S-rev. - GCATCGGACTATTGTGCCGTG Oligonukleotid-Sonde (5S rRNA)

slr1667-T7 TAATACGACTCACTATAGGGGGTATGTCAGCCGATGGAGT in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
slr1667-fw CCCTAGTCGGTTTTGGCTCT in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

slr1668-T7 TAATACGACTCACTATAGGGGGCACTTGTTCGGCAATAAT in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
slr1668-fw GTCTGCCCTACCTGCTCTTG in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

slr2015-T7 TAATACGACTCACTATAGGGACGCCGTTATTGCATTTTTC in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
slr2015-fw CTAGCGACCGATACCACCAT in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

slr2018-T7 TAATACGACTCACTATAGGGTCAGAGGAGCGGCATTATCT in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
slr2018-fw CTTGGCGCTGGAACTTCTAC in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

slr1764-T7 TAATACGACTCACTATAGGGGGCAATTTCGTTAATGTCG in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
slr1764-fw TCAGTCTCTTTCCCTTACTAAACCA in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

ssr2848-T7 TAATACGACTCACTATAGGGATCGATAGGCGACGGACATA in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
ssr2848-fw GCCCTCAAGCGGAAAATTAC in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

spka-T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGCTTTGATTTCCGCTTCAATGG  in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
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spka-fw

CAGCAGAGGAGTCGAAAACC

in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

pilB1-T7 TAATACGACTCACTATAGGGCAAAATCCGCAAACAAACC in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
pilB1-fw GGCTCCATCGACATGAATCTGG in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

hspA-T7 TAATACGACTCACTATAGGGTGTGTTTTGGATTGCTCCAG in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
hspA-fw TTCCAGCAGCAGATGAACC in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

T7-sycrpl-rev TAATACGACTCACTATAGGGGTTAGGCAACGGGTGACAGT in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
sycrpl-fw ATGTGGATGGTCGGGAAGTA in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

T7-groEs-rev TAATACGACTCACTATAGGGGCCGGCATACTTGGAATAGA in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
groES-fw GCCAAAGAAAAACCCCAAAT in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

T7-Hprl-2 TAATACGACTCACTATAGGGAGCTTGGAACCCACAGGCTATTG  in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
Hprl-fw GGTTGTGCCCCACTCCAGAG in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

T7-Hpr3 TAATACGACTCACTATAGGGGCACAACGAAGGCTTGCCGA in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
Hpr3 — fw TTCAGTGCCCTGTGAGTTCTCCC in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

T7-Hpr2 TAATACGACTCACTATAGGGCCGTCTCTCCGGTCTTTCAGCC in vitro-Transkription/ RNA-Sonde Unterstrichen: T7-Promoter
Hpr2 — fw TAGACTGGTGAGATTTAGCCTGGCG in vitro-Transkription/ RNA-Sonde

ssr3341-fw TTTACGATTAATGCTTGGAC Klonierung Ahfg/ Kolonie-PCR

ssr3341-rev GCTTAGTGCGGGGTAGAAAG Klonierung Ahfg/ Kolonie-PCR

pVZ321-fw GCCGCTTTCCTGGCTTTGC Kolonie-PCR von pVZ-Konstrukten

pVZ321-rev CGCTGCCCGGATTACAGATC Kolonie-PCR von pVZ-Konstrukten

psk9-fw-pet]-neu

TACGCCCGGTAGTGATCTTATTTC

PCR von PpetJ-sycrpl/-col-hfg-
Fusionen aus pSK9-Konstrukten

psk9-rev

TCCTGTACCTGGAGCAATCC

PCR von PpetJ-sycrpl/-col-hfg-
Fusionen aus pSK9-Konstrukten

Col-hfg-fw-Ndel

ACATATGGCTAAGGGGCAATCTTTAC

Klonierung pVZ-PpetJ-col-hfq

Unterstrichen: Ndel-Zielsequenz

Col-hfg-rev-oop-
Bglll

AGATCTAATAAAAAACGCCCGGCGGCAACCGAGCGTTCTTATTC
GGTTTCTTCGCTG

Klonierung pVZ-PpetJ-col-hfq

Unterstrichen: Bg/lI-Zielsequenz
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Phfg-hfg-tw

GATAAGTTGGATGCCGCCATGC

Klonierung pVZ-Phfq und pVZ-PhfqS

hfgq-Terhfg-rev

GAGGACCATTTCCTCCATGACG

Klonierung pVZ-Phfq und pVZ-PhfqS

Ndel-slr1371-fw

ACATATGGGCACTAGTCCCCAAAATTC

Klonierung pVZ-PpetJ-sycrp1-hfq Unterstrichen

: Ndel-Zielsequenz

BamHI-rev

GGATCCTGTAGTGCTTTGCTTTCCTC

Klonierung pVZ-PpetJ-sycrp1-hfq Unterstrichen

: BamHI-Zielsequenz

BamHI-hfq-fw:

AGGATCCAGCAGATTTGATAGCGG

Klonierung pGex-Hfq Unterstrichen

: BamHI-Zielsequenz

Notl-hfg-rev:

AGCGGCCGCCTAACGGCGGGGAGT

Klonierung pGex-Hfq Unterstrichen

: Notl-Zielsequenz

T7-MicA

GGGGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGGAAA

in vitro-Transkription/ EMSA Unterstrichen

: T7-Promoter

MicA-rev

AGAAAAAGGCCACTCGTGAGTGG

in vitro-Transkription/ EMSA

GS-T7-Hpr3a-fw

TAATACGACTCACTATAGGGAGTCTGCCAAGGTTTATTGATAA
CC

in vitro-Transkription/ EMSA Unterstrichen

: T7-Promoter

GS-Hpr3-rev TATTTAGGATTCAAGCAGCGGTTCC in vitro-Transkription/ EMSA

T7-Yfrl-fw TAATACGACTCACTATAGGGGCGGAGACGTAAGTTTCCG in vitro-Transkription/ EMSA Unterstrichen: T7-Promoter
Yfrl-rev AACCGCCCGAACATCATCCAG in vitro-Transkription/ EMSA

Primer 1 TGATCCAACCGACGCGAC 5’-RACE

Primer 2 ACCGACGCGACAAGCTAATGC 5’-RACE

Hpr3-P2 GCACAACGAAGGCTTGCCGAA 5’-RACE von Hpr3

Hpr3-P3 CTCTAGCTTCAAGCAAATTCAGC 5’-RACE von Hpr3

Hprl-P2 GCATTGTTTGTGCCATTTTG 5’-RACE von Hprl

Hpr1-P3 CCCACTCGGTTCATGGTAAC 5’-RACE von Hprl

M13-rev TTCACACAGGAAACAGCTATGAC Sequenzierung von pDrive-Konstrukten

Tabelle 10: Synthetische Oligoribonukleotide (RNA)

Bezeichnung Sequenz (5'-...-3") Verwendung Markierung
5’-RNA GUGAUCCAACCGACGCGACAAGCUAAUGCAAGANNN 5-RACE Unterstrichen: N-fag
A30 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA EMSA

139




4 MATERIAL UND METHODEN

4.1.7 Sonstige Materialien

In Tabelle 11 sind Filter, Membranen sowie Sdulenmaterialien aufgelistet, welche in dieser

Arbeit zur Anwendung kamen.

Tabelle 11: Porenfilter und Membranen

Bezeichnung

Hersteller

Porenfilter und Membranen

3MM-Filterpapier

Whatman Paper Ltd., Maidstone, GB

HATEF-Nitrozellulose Membranen

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel

Hybond N'-Membranen

GE Healthcare, Waukesha, USA

Millex-GS Sterilfilter (0,22 uM Porengrof3e)

Millipore, Carrigtwohill, Ireland

Protran-Nitrocellulose Membran

Schleicher & Schuell, Dassel

Steril-Filter (0,25 um Porengrofe)

Renner, Dannstadt

Vivaspin 500, 5000 MWCO

Vivascience AG, Hannover

Sdulenmaterial und sonstige Materialien

Glutathion-Agarose 4B

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

illustra MicroSpin G-50 columns

GE Healthcare, , Waukesha, USA

NucleoSpin Extract Il Kit

Qiagen, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

Superdex 75 10/300GL

GE Healthcare, , Waukesha, USA

Glasperlen 0,1/0,25-0,5 mm

Roth, Karlsruhe
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4.1.8 Technische Laborger:iite

Nachfolgende Tabelle listet die verwendeten Geréte auf.

Tabelle 12: Geriiteliste

Geriit Geritetyp/Hersteller
Akta™Purifier GE Healthcare, Waukesha, USA

Aquarien-Durchliifterpumpe

Schego Optimal

Brutschrank B 6200, Heraeus, Hanau
Flachbettschiittler Celloshaker  Variospeed, Renner GmbH,
Dannstadt

Geldokumentationssystem

Gel iX system, Intas, Gottingen

Geltrockner Bio-Rad Gel Dryer 583, Bio-Rad, Miinchen
Horizontale Gelelektrophorese-Kammern Bio-Rad Mini Sub DNA-Cell, Bio-Rad DNA-
(fur Agarosegele) Cell, Miinchen

Hybridisierungsofen Bachhofer, Miinchen

Kiihlbare Tischzentrifugen

Heraeus Biofuge fresco, Heraeus, Hanau

Kiihlzentrifugen:

Rotoren: SS 34, SLA-1000, SLA-1500

Rotor: S4180

RC 5B Plus; Sorvall, DuPont, Bad Homburg

SS 15R; Beckmann, Miinchen

Laborwaagen Basic, BP 310S, BP 1200, Sartorius AG,
Gottingen

Lichtstirkemessgerit 190SA-Sensor, Li-Cor, Bad Homburg

Magnetriihrer Heidolph MR 3000

PCR-Thermocycler

T-Personal, Biometra, Gottingen

Phospho-Imager

Personal Molecular Imager FX, Bio-Rad,
Miinchen

Rotationsschiittler

Intelli Mixer RM-2M. ELMI Ltd., Riga, LV

Semidry-Blotting-Apparatur

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Biorad,
Miinchen

Spannungsquellen fiir:

Elektrophorese allgemein
EMSA

Semi-Dry Blotting

PowerPac 300, Biorad, Miinchen
PowerPac 3000, Biorad, Miinchen

PowerPac Universal, Biorad, Miinchen
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Spektrophotometer:

Shimadzu, UV-2401PC, Kyoto, Japan

Novaspec III Visible Spectrophotometer, GE
Healthcare, Waukesha, USA

ND-1000 UV/Vis-
Peqlab Biotechnologie

NanoDrop
Spektralphotometer,
GmbH, Erlangen

Sterilwerkbank

Heracus Lamin Air, Hanau

Thermoblock/ -mixer

Thermomixer 5436, Eppendorf AG, Hamburg

Tischzentrifuge

Eppendorf 5415C, Eppendorf AG, Hamburg

Titan-Sonotrode/Kegelspitze KE76

Sonopuls, Bandelin

Ultraschall-Homogenisator

Sonopuls, Bandelin

UV-Quervernetzer

UV-Stratalinker 1800, Stratagene, La Jolla,
USA

UV-Transluminator

Biometra, Gottingen

Vertikale Gelelektrophorese-Kammern: Hoefer SE260 Mighty Small, Amersham
Bioscience (Freiburg)

(fiir Polyacrylamidgele)
Protean II, Biorad, Miinchen

Vortexer Reax2000, Heidolph, Schwabach

Wasserbider: MA6, Lauda Dr. R. Wobser, Lauda-
Konigshofen
Julabo, SW20, Julabo Labortechnik GmbH,
Seelbach
GFL-1086, GFL Gesellschaft fiir Labortechnik
GmbH, Burgwedel

Zellmiihle Typ MM2, MM301, Retsch, Haan

4.1.9 Software/ Datenbanken

Zur Analyse/ Bearbeitung von Sequenzdaten sowie zur Auswertung von

Hybridisierungssignalen kamen in dieser Arbeit unterschiedliche Computerprogramme und

Datenbanken zum Einsatz. Diese sind in Tabelle 13 aufgelistet.
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Tabelle 13: Software und Datenbanken

Software  Addresse/Referenz Applikation

Artemis Rutherford ef al. (2000) Programm zur
Visualisierung von
Genomen und
Annotationen

BioEdit http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html Programm zur
Bearbeitung und Analyse
von Sequenzierungsdaten

ClustalW2  http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html Aminosédure-
Sequenzvergleiche

CyanoBase http://bacteria.kazusa.or.jp/cyanobase Sequenzdatenbank fiir
Cyanobakterien

GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov Molekularbiologische
Sequenzdatenbank

GeneDoc http://www.psc.edu/biomed/genedoc Programm zur manuellen
Bearbeitung von
Seauenzvergleichen

Mfold Zuker (2003); Mathews et al. (1999) Programm zur Vorhersage
der Sekundérstrukturen

http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna-form1.cgi von RNA-Molekiilen

anhand
thermodynamischer
Parameter

Multalin http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html Multiple
Sequenzvergleiche

MyHits http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/index Datenbank von
Proteindoménen

NCBI- http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi Homologiesuche

BLAST

ORF http://www.geneinfinity.org/sms_orffinder.html Suche nach offenen

Finder Leserastern in einer
Nukleotidsequenz

Peptide http://www.basic.northwestern.edu/biotools/proteincalc.html  Berechnung des molaren

Property Extinktionskoeffizienten

Calculator von Syn-Hfq

Pfam http://pfam.sanger.ac.uk/ Datenbank von Proteinen
und Proteinfamilien

Primer3 http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ Ermittlung geeigneter
Primer fiir PCR

Quantity BioRad, Miinchen Densitometrische Analyse

One von
Hybridisierungssignalen

SIAS http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html Berechnung der

Ahnlichkeit von
Aminosiuresequenzen
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4.1.10 Medien, Stammlosungen und Puffer

Die Zusammensetzungen von Medien, Losungen und Puffern sind den
Methodenbeschreibungen in den nachfolgenden Abschnitten zu entnehmen. Wiéssrige
Losungen wurden - entsprechend den Angaben im Text - generell unter Verwendung von
ddH,0 bzw. MQ-H,O angesetzt. Fiir alle Arbeiten mit RNA wurden fertige Losungen zur
praventiven Dekontamination von Ribonukleasen zusitzlich durch Millex-GS Sterilfilter
(MilliQ) filtriert. Nur wenn ein anderes Losungsmittel als ddH,O bzw. MQ-H,O verwendet
wurde, ist dies entsprechend vermerkt. Zudem wird vermerkt, wenn Losungen filtriert oder

autoklaviert wurden.

4.1.11 Mikroorganismen

Folgende E. coli-Staimme wurden verwendet:

DH5a: Genotyp: recAl, endAl, hsdR17(xy", mk+), supE44, thi-1, gyrA96, relA,
phoA (phi) 80d lacZ(AM15)A(lacZYA-argF) U1690

Referenz: Hanahan (1983)
Verwendung: Klonierungen, Expression von Syn-Hfq
BL21 (DE3): Genotyp: F', ompT, hsdSB (rgmg), gal
Referenz: Studier & Moffatt (1986)
Verwendung: Expression von Syn-Hfq
J53 (RP4): Genotyp: R, met, pro (RP4: Amp, Tc, Km, Tra", IncP)
Referenz: Wolk et al. (1984)
Verwendung: Konjugation von Synechocystis sp. PCC 6803:

MC4100 Genotyp: F- araD139 A(argF-lac)U169 rpsL150 relAl deoC1 rbsR
fthD5301 fruA25 A-

Referenz: Casadaban (1976)

Verwendung: Matrize fiir Amplifikation des col-hfg-Fragments
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Folgende Synechocystis-Stimme/Mutanten wurden verwendet:

Synechocystis sp. PCC 6803:

Synechocystis  sp. PCC 6803 ist ein einzelliges, nicht-diazotrophes, fakultativ
photoheterotrophes Cyanobakterium (Ordnung: Chroococcales) mit einer Genomgrofle von
3,57 Mbp und 3317 annotierten ORFs (http://genome kazusa.or.jp/cyanobase/Synechocystis;
15.03.2010). Diese Arbeit beschéiftigt sich ausschlieBlich mit einem Wildtyp-Stamm, welcher
von der Arbeitsgruppe von Prof. Sergey V. Shestakov (Lehrstuhl fiir Genetik, Staatliche
Universitdt Moskau, Russland) zur Verfiigung gestellt wurde. Dieser Stamm besitzt eine
natiirliche Kompetenz zur Aufnahme exogener DNA und zeigt phototaktische Motilitit. Alle

in dieser Arbeit untersuchten und generierten Mutanten basieren auf diesem Stamm.

Bereits zu Beginn dieser Arbeit vorliegende Mutante:

Ahfy

Generiert von Gisa Baumert und Dr. Ulf Diihring (in derselben Arbeitsgruppe) durch
Insertion einer Chloramphenicol-Resistenzgen-Kassette in den Locus ssr3341 (hfg) via

Xmall.

Die folgenden Mutanten wurden im Rahmen dieser Arbeit hergestellt und sind in Abschnitt

2.1.2.6 sowie in den Abschnitten 4.2.2.17 bis 4.2.2.19 beschrieben:

AhfqS, Ahfqc, pVZ321, Ahfq-pVZ321, WT-col-hfq, Ahfq-col-hfq (unter Mitarbeit von
Lydia Kretzschmar), Ahfq-pVZ-PpetJ-sycrpl

145



4 MATERIAL UND METHODEN

4.2 Methoden
4.2.1 Allgemeine und physiologische Methoden
4.2.1.1 Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte aerob unter Standardbedingungen (Sambrook & Russel,
2001) und Verwendung eines modifizierten LB-(lysogeny broth) Mediums (Lennox, 1955).
E. coli-Kulturen wurden entweder als Fliissigkultur im Schiittelinkubator bei 37 C und
200 rpm oder auf einem LB-Agar-Festmedium im Brutschrank (bei ebenfalls 37 °C)

angezogen.

Zur Selektion resistenter bzw. entsprechend transformierter Bakterien wurden den Medien die
jeweiligen Antibiotika folgender Endkonzentrationen hinzugefligt: Ampicillin (Amp;

75 ug ml™), Chloramphenicol (Cm; 25 pg ml™) und Kanamycin (Km; 20 pug ml™).

e LB-Medium (Lennox), Roth, autoklaviert

e LB-Agar (Lennox), Roth, autoklaviert

e Amp-Stammlosung: 75 mg ml™ in 50 % (v/v) Ethanol
e Km-Stammldsung: 20 mg ml”, sterilfiltriert
e Cm-Stammlosung: 25 mg ml”!

4.2.1.2 Kultivierung von Synechocystis

Die Anzucht von Synechocystis erfolgte (wenn nicht anders vermerkt) photoautotroph in
BG11-Medium (Rippka et al., 1979) bei 28 °C. Fiir die Stammhaltung wurden die in
Abschnitt 4.1.11 aufgefiihrten Synechocystis-Kulturen unter sterilen Bedingungen auf BG11 -
Festmedium mit 0,75 % (w/v) Bacto-Agar (Difco) ausgestrichen und bei 28 °C und
kontinuierlicher Belichtung (WeiBlicht, ~50-60 pmol Photonen m™ s, Philips TLD
F36W/33) kultiviert. Zur Langzeit-Konservierung wurde je ein Aliquot aller generierten
Mutanten steril in 1 ml Kryo-Medium resuspendiert, in fliissigem Stickstoft schockgefroren
und bei -80 °C gelagert. Die Anzucht von Synechocystis-Fliissigkulturen erfolgte entweder in
100-200 ml-Erlenmeyerkolben auf einem Flachbettschiittler (~150 rpm) oder in kontinuierlich
mit steriler Raumluft begasten Glasfermentern. Die Kulturen wurden bei kontinuierlicher
Bestrahlung mit WeiBlicht (Philips TLD F36W/33) von ~75 umol Photonen m? s (mittlere
Lichtintensitit, ML), <30 pmol Photonen m? s’ (Schwachlicht, LL) oder >150 pumol

Photonen m™ s (Starklicht, HL) angezogen. Zur Selektion von Mutanten wurden den Medien
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die jeweiligen Antibiotika folgender Endkonzentrationen hinzugefiigt: Cm (7 pg ml™") und
Km (80 pg ml™).

Fiir Untersuchungen des Wachstums bzw. der Reaktion von Synechocystis auf spezifischen
Nahrstoffmangel wurden Fliissigkulturen zunédchst widhrend der logarithmischen
Wachstumsphase durch fiinfminiitige Zentrifugation bei RT und 3800 g geerntet und in
modifiziertem BG11-Medium ohne Ammoniumeisen(Ill)-citrat (fiir Eisenmangel) bzw. ohne
Natriumnitrat (NaNOs; fiir Stickstoffmangel) resuspendiert. Der Zusatz stress-induzierender
Faktoren zu den Kulturen bzw. die Kultivierung bei abweichenden Temperaturen ist

entsprechend im Ergebnisteil (Abschnitt 2.1.2.2.) beschrieben.

1 x BG11-Kulturmedium 100 x BG11, autoklaviert
100 x BG11 10ml ™! CaCl, x 2 H,O 36gl!
Na,CO; I mll! Zitronensaure 0,6 g I
K,HPO, x 3 H,0 lmll! NaNO, 149,58 g 1"
Ammoniumeisen(IIl)-citrat 1 ml I” MgSO, x 7 H,O 749 ¢ 1!
Spurenelemente-Mix Il mll’ 0,25 M Na,-EDTA (pH 8) 0,56 ml I
TES-Puffer (pH 8,0) 10ml 1"
Spurenelemente-Mix, Weitere Stammlosungen
sterilfiltrier fiir BG11, sterilfiltriert
H;BO; 2,86 g1 Na,CO; 20 mg ml™”!
MnCl, x 4 H,O 1,81 g1 Ammoniumeisen(III)-citrat 6 mg ml'
ZnSO, x 7 H,O 0222 gl" K,HPO, x 3 H,O 30 mg ml™
Na,MoO, x 2 H,O 0,390 g I TES-Puffer (pH 8,0) 1M
Co(NOs), x 6 H,0 0,049 g 1"
CuSO, x 5 H,0 0,079 g1

o Kryo-Medium: 0,5 x BG11; 8 % (v/v) DMSO

o Km-Stammlosung: 40 mg ml”, sterilfiltriert

o Cm-Stammlosung: 7 mg ml™
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4.2.1.3 Bestimmung der Zelldichte in Fliissigkulturen

Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) von Fliissigkulturen erfolgte mithilfe eines
Spektralphotometers (Novaspec III Visible Spectrophotometer, GE Healthcare) bei einer
Wellenldnge von 600 nm (E. coli) bzw. 750 nm (Synechocystis) in Plastikkiivetten. Als

Referenz diente das jeweilige Anzuchtmedium.

4.2.1.4 Absorptionsspektren ganzer Zellen von Synechocystis

Absorptionsspektren von Synechocystis-Kulturen wurden an ganzen Zellen in BG11-
Flissigkulturen und bei RT im Wellenldngenbereich zwischen 400 und 750 nm mit einem
Spektralphotometer (UV-2401PC, Shimadzu) in Plastikkiivetten gemessen. Vor den

Messungen wurde eine Basislinie mit Wasser aufgenommen.

4.2.1.5 Bestimmung des Phycocyanin/Chlorophyll a-Verhaltnisses

Das Verhiltnis von Phycocyanin (PC) zu Chlorophyll a (Chl) in Synechocystis-
Flissigkulturen wurde mithilfe der Absorptionsspektren ganzer Zellen ermittelt (Abschnitt
4.2.1.4). Die Berechnung erfolgte nach einer modifizierten Formal nach Myers und

Mitarbeitern (1980):

PC 1,0162 = 0D630nm — 0,2612 = 0D680nm

Chlr  1,0162 = 0D680nm — 0,063 = 0D630nm

4.2.1.6 Wachstumsversuche in Zellkulturplatten

Untersuchungen des Wachstums von Symechocystis unter verschiedenen (Stress-)
Bedingungen auf Festmedium wurden mithilfe von 24-well-Zellkulturplatten durchgefiihrt.
Zunichst wurden Synechocystis-Fliissigkulturen in BG11-Medium bei Normallicht (Abschnitt
4.2.1.2) angezogen und nach circa drei Tagen auf eine OD7s9 n,, von 0,4 (Novaspec 111 Visible
Spectrophotometer, GE Healthcare) angeglichen. Unter der Annahme, dass die Zelldichte bei
dieser OD750 nm ~107 Zellen ml’! betrdgt, wurden in Schritten um den Faktor 10!
Verdiinnungsreihen mit BGI11-Medium hergestellt. Die Verdiinnungsstufen 10°10°
Zellen ml™" wurden zu je 7 ul seriell auf jeweils 1 ml BG11-Festmedium (0,75 % Argar) in

den Kulturplatten aufgetragen. Die Zellkulturen wurden darauthin fiir neun Tage bei 28 °C
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unter den in den Abschnitten 2.1.2.1 und 2.1.2.2 angegebenen Wachstumsbedingungen
inkubiert.

4.2.1.7 Phototaxis-Test

Fiir Untersuchungen des phototaktischen Verhaltens von Synechocystis wurden je 5 pul
Fliissigkulturen wihrend der logarithmischen Wachstumsphase in definierten Abstéinden auf
Phototaxis-Testplatten pipettiert und zunichst fiir 48 h bei 28 °C gleichmifBig und konstant
belichtet (WeiBlicht, ~50-60 pmol Photonen m™ s™; Philips TLD F36W/33). AnschlieBend
wurden die Testplatten in lichtundurchlissige Schachteln mit einer (ca. 3 cm breiten) Offnung
auf der Vorderseite positioniert und auf diese Weise unidirektional mit Weilllicht von
1-3 pmol Photonen m™ s bestrahlt (Philips TLD F36W/33). Die Kulturen wurden in je drei
Entfernungen von der Lichtquelle aufgetragen, wodurch sich die Lichtintensitdt von 100 % an

der ersten Position auf etwa 60 % an der zweiten, und 35 % an der dritten Position reduzierte.

e Phototaxis-Testplatte: 0,5 % (w/v) Bacto-Agar; 5 mM Glukose; 10 mM TES/NaOH
(pH 8,0)

4.2.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.2.1 DNA-Amplifizierung mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) nach Mullis ef
al. (1986)

Die PCR wurde zur in vitro-Amplifizierung von DNA-Fragmenten aus dem Synechocystis-
bzw. E. coli-Genom sowie aus Plasmid-DNA durchgefiihrt. Zur Synthese mdglichst
fehlerfreier PCR-Produkte fiir anschlieBende Klonierungen und in vitro-Transkriptionen
wurde - aufgrund ihrer Korrekturlesefunktion (proof-reading) - die Phusion High Fidelity
DNA Polymerase (NEB) verwendet. Fiir Anwendungen, bei welchen Sequenzfehler nicht von
Bedeutung sind (z.B. analytische Kolonie-PCR, RACE), kam die Dream Tag-Polymerase
(MBI Fermentas) zum Einsatz. Als Matrize dienten genomische DNA, Plasmid-DNA oder
etwas unaufgeschlossenes Zellmaterial (Kolonie-PCR). Die PCR-Bedingungen wurden nach
den Angaben der Hersteller und den berechneten Schmelztemperaturen (Programm Primer3,

Tabelle 13) der jeweiligen Primerpaare gewéhlt.
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4.2.2.2 Reinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden entweder direkt mithilfe des QIAquick PCR Purification Kits (Qiagen,
Hilden) bzw. des NucleoSpin Extract Il Kits (Macherey-Nagel) nach Angaben des jeweiligen
Herstellers gereinigt oder bei artifizieller Amplifikation zusétzlicher PCR-Produkte zunéchst

elektrophoretisch in einem Agarosegel separiert und anschlieBend eluiert (sieche Abschnitt

42.2.14).

4.2.2.3 DNA-Spaltung durch Restriktionsendonukleasen

Analytische und priparative DNA-Spaltungen im Rahmen von Klonierungsexperimenten
erfolgten mithilfe verschiedener Restriktionsendonukleasen (MBI Fermentas). In der Regel
wurden 5 U Enzym pro pg DNA in einem Reaktionsvolumen von 50 pl eingesetzt. Die
Reaktionen erfolgten in den vom Hersteller mitgelieferten Puffern und wurden auch gemaf3

den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

4.2.2.4 Erzeugung von 3‘-A-Einzelstrangiiberhingen

Im Vorfeld von TA- bzw. UA-Klonierungen (pGEM-T-Vector System I, Promega bzw. PCR
Cloning Kit, Qiagen) wurden an PCR-Produkten mit glatten Enden (blunt ends) enzymatisch
3‘-A-Einzeliiberhdnge erzeugt (A4-tailing). Dazu wurde ein definiertes Volumen des
gereinigten DNA-Fragments mit 1 x Dream Tag-Puffer (MBI Fermentas), 0,2 mM dATP und
5 U DreamTag-Polymerase (MBI Fermentas) in einem Reaktionsvolumen von 20 pl fiir

30 min bei 72 °C im Thermoblock inkubiert.

4.2.2.5 Ligation von DNA-Molekiilen

Die intermolekulare Ligation von DNA-Molekiilen erfolgte mit 25 ng der linearisierten
Plasmid-DNA in einem molaren Verhéltnis von 1:5 mit der /nsert-DNA. Der Ligationsansatz
enthielt daneben 1 x T4 DNA Ligase-Puffer und 1 Weiss unit T4-DNA-Ligase (beides MBI
Fermentas) in einem Gesamtvolumen von 20 pl. Die Inkubation erfolgteiiber Nacht bei 4 °C
oder fiir 1 h bei RT. Der gesamte Ligationsansatz wurde fiir die Transformation chemisch
kompetenter Zellen des Stamms E. coli DH5a verwendet (sieche Abschnitt 4.2.2.11). Bei
Verwendung der UA-bzw. TA-Klonierungsvektoren pDrive (Qiagen) und pGEM-T (Promega)

wurde strikt nach den Protokollen der Hersteller verfahren.
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4.2.2.6 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen von DNA-Proben wurden der Firma DLMBC am Institut fiir Biologie
der HU Berlin in Auftrag gegeben. Sie erfolgte nach der Kettenabbruchmethode von Sanger ef
al. (1977) mit Standard-Sequenzierprimern (M13-rev) oder den jeweiligen gen-bzw. plasmid-

spezifischen Primern (siche Tabelle 9.).

4.2.2.7 Isolation von Plasmid-DNA aus E.coli

Die Prédparation von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip der ,,Alkalischen Lyse*
(Birnboim & Doly, 1979). Dazu wurden Zellen aus 3 ml Ubernachtkultur durch
Zentrifugation (10 min, 3000 g, 4 °C) sedimentiert, in 350 pl Puffer P1 resuspendiert und fiir
10 min bei RT inkubiert. Der Suspension wurden darauthin 350 ul Puffer P2 zugefiigt und der
Ansatz nach einer fiinfminiitigen Inkubation bei RT mit 350 ul Puffer P3 gemischt. Nach
einer zehnminiitigen Inkubation auf Eis wurden chromosomale DNA und Proteine durch 15-
miniitige Zentrifugation bei 16000 g und 4 °C sedimentiert. Die Plasmid-DNA im Uberstand
wurde darauthin mit 0,7 Volumen 2-Propanol gefdllt. Nach einer weiteren Zentrifugation bei
16000 g (15 min, 4 °C) wurde das Sediment mit 300 pl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, fiir I h
bei RT getrocknet und in 50 pl TE-Puffer resuspendiert.

o PI: 50 mM TRIS/HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA; 100 pg ml" RNase A
o P2 200 mM NaOH; 1 % (w/v) SDS
e P3: 3 M Kaliumacetat (pH 5,5)

4.2.2.8 Isolation der Gesamt-DNA aus Synechocystis nach Franche & Damerval (1988)

Zur Isolation von Gesamt-DNA aus Synechocystis wurden zunichst 50 ml-Fliissigkulturen der
spatlogarithmischen Wachstumsphase (OD7s50 = ~1,0; UV-2401PC, Shimadzu) durch
siebenminiitige Zentrifugation bei 3800 g und 4 °C geerntet. Nach zweimaligem Waschen mit
10 ml TE-Puffer wurden die Zellen in 1 ml TE-S-Puffer resuspendiert und fiir den
Zellaufschluss zundchst in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Darauf folgte -eine
einstiindige Inkubation mit 5 mg ml” Lysozym bei 37 °C. Nach Zusatz von Proteinase K
(Endkonzentration: 100 pg mI™) und SDS (Endkonzentration: 2 %) wurde das Zelllysat iiber
Nacht bei 60 °C inkubiert. Im Anschluss wurde dem Ansatz fiir die Extraktion der

genomischen DNA ein Volumen Phenol/Chloroform zugefiigt und damit sorgfiltig gemischt.
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Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei 4 °C und 16000 g wurde die obere, wissrige Phase
vorsichtig abgenommen und es folgte ein weiterer Extraktionsschritt mit einem Volumen
Phenol/Chloroform. Phenolreste in der wéssrigen Phase wurden durch Zugabe von einem
Volumen Chloroform und erneuter Zentrifugation beseitigt. Die DNA im wissrigen Uberstand
wurde durch Zugabe von 0,7 Volumen 2-Propanol prézipitiert und schlielich bei 16000 g und
4 °C fir 30 min sedimentiert. Es folgte ein Waschschritt mit 0,5 ml 70 % (v/v) Ethanol,
woraufhin die DNA fiir 1 h bei RT getrocknet und in 50 pul TE-Puffer resuspendiert wurde.
AbschlieBend wurden mogliche RNA-Riickstinde durch eine 30-miniitige Inkubation mit
0,8 ug pl' RNase A bei 37 °C entfernt und die RNase A daraufhin fiir 10 min bei 72 °C

inaktiviert.

e TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA
e TE-S-Puffer: 50 mM Tris/HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA, 25 % (w/v) Saccharose
e Phenol/Chloroform: 1 Vol. Phenol (in TE-Puffer dquilibriert; pH 7,5-8,0); 1 Vol.

Chloroform

4.2.2.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die DNA- und RNA-Konzentrationen in wissrigen Losungen wurde durch die Messung der
Absorption bei 260 nm mithilfe des NanoDrop ND-1000 UV/Vis-Spektralphotometers
(PeqLab) bestimmt. Fiir die Messungen wurde je ein absolutes Volumen von 1,5 pl eingesetzt.
Daneben wurde mit demselben Gerdt die Qualitit der Nukleinsdure anhand des
Absorptionsverhéltnisses OD;gonm/ODagonm (mit optimalen Werten zwischen 1,8 und 2,0)

ermittelt. Der Leerwert wurde mit dem entsprechenden Volumen MQ-H,O gemessen.

4.2.2.10 Priaparation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen kam die Manganchlorid-Methode nach
Inoue et. al. (1990) zur Anwendung. Zunichst wurden 3 ml LB-Medium (ergénzt durch
20 mM Glukose) mit dem zu transformierenden E.coli-Stamm beimpft und iiber Tag bei
37 °C und 200 rpm auf einem Flachbettschiittler inkubiert. Aus dieser Ubertagkultur wurde
eine frische 2 %ige Kultur in 50 bis 100 ml LB-Medium (erginzt durch 20 mM Glukose)
angeimpft, die liber Nacht bei 200 rpm und RT angezogen wurde. Eine definierte Menge LB-
Medium (mit 20 mM Glukose) wurde schlieBlich mit fiinf Prozent der Ubernachtkultur
inokuliert und unter stindigem Schiitteln (200 rpm) bei RT bis zu einer ODgy von 0,5
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(Novaspec III Visible Spectrophotometer, GE Healthcare) angezogen. Nach 20-miniitiger
Inkubation auf Eis erfolgte eine Sedimentation der Zellen fiir 10 min bei 2665 g und 4 °C. Die
Zellen wurden in eiskaltem Transformationspuffer (TB; 1/4 Volumen des
Ausgangskulturvolumens) aufgenommen und erneut zentrifugiert. Das Zellpellet wurde nach
Resuspension in 1/10 Volumen (bezogen auf die Ausgangskultur) TB und Zugabe von
7 % DMSO fiir 30 min auf Eis inkubiert. Gebrauchsfertige Aliquots zu je 200 pl wurden in

fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.

Die Kompetenz wurde durch Transformation (sieche Abschnitt 4.2.2.11) mit 100 pg pUC19
iberpriift.

e TB: 10mM PIPES; 55 mM MnCl,; 15 mM CacCl,; 250 mM KCI; (pH 7,6)

4.2.2.11 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA nach Hanahan (1983)

Um geeignete Wirtszellen mit Plasmid-DNA zu transformieren, wurde mit chemisch
kompetenten Zellen (siche Abschnitt 4.2.2.10) des Stammes E. coli DH5a bzw. BL21 (DE3)
gearbeitet. Dies erfolgte in allen Féllen mit der Hitzeschock-Transformationsmethode. Dazu
wurden tiefgefrorene kompetente Zellen zundchst auf Eis aufgetaut, zu dem jeweiligen
Ligationsansatz gegeben und vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde daraufthin zuerst fiir 30 min
auf Eis und direkt im Anschluss fiir 90 sec im Wasserbad bei 42° C inkubiert. Der Hitzeschock
wurde im Eisbad gestoppt. Nach fiinf Minuten wurden die Zellen durch Zugabe von 800 uL. LB-
Medium (RT, ohne Antibiotikum) fiir 60 min (fiir spétere Selektion auf Ampicillin) bzw. 120 min
(fiir spatere Selektion auf Km oder Cm) bei 37°C und 200 rpm auf einem Flachbettschiittler
regeneriert. 100 L der Kultur wurden auf LB-Agarplatten ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C
im Brutschrank inkubiert. Die LB-Platten enthielten bei Bedarf Antibiotika (siehe Abschnitt
4.2.1.1) als Selektionsmarker. Resultierende Transformanten wurden entweder durch Kolonie-
PCR (sieche Abschnitt 4.2.2.1) oder durch Restriktionsanalyse isolierter Plasmid-DNA (siche
Abschnitt 4.2.2.3) analysiert. Im Fall von UA- bzw. TA-Klonierungen enthielten die LB-
Agarplatten zusétzlich zu den erforderlichen Antibiotika jeweils 40 pl IPTG und X-Gal (pro
25 ml LB-Agar), um den Ligationserfolg durch Blau-Weiss-Selektion zu tiberpriifen.

e IPTG: 20 mg ml™" in H,O
e X-GAL: 20 mg ml”' in DMF
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4.2.2.12 Transformation von Synechocystis nach Grigorieva & Shestakov (1982)

Zur Transformation von Synechocystis wurden Zellen aus 10 ml Fliissigkultur wihrend der
exponentiellen Wachstumsphase durch Zentrifugation (10 min, 1500 g, RT) geerntet und in
ca. 200 ul Restmedium aufgenommen. Darauf folgte eine 30-miniitige Inkubation der
Bakteriensuspension mit 1 pg der zu transferierenden Plasmid-DNA bei kontinuierlicher
Belichtung (WeiBlicht, ~50-60 pmol Photonen m™ s™) und RT. AnschlieBend wurden die
Zellen auf BGIl1-Festmedium (1 % Bacto-Agar) ausgestrichen und bei 28 °C und einer
Lichtintensitit von ~40 pmol Photonen m™s™ inkubiert. Nach 48 h wurden 400 pl Cm-
Losung einseitig unter die Agarplatte gegeben, um einen Konzentrationsgradienten zu
generieren. Resistente Klone (Transformanten) wurden mehrfach vereinzelt auf frisches
BG11-Festmedium (0,75 % Agar) mit schrittweise ansteigender Cm-Konzentration von

maximal 7 pg ml”" {iberimpft.

e Cm-Losung: 1,4 mg ml” Chloramphenicol
4.2.2.13 Konjugation von Synechocystis

Der konjugative Transfer von Plasmid-DNA in Synechocystis-Zellen erfolgte durch die ,,Drei-
Eltern-Kreuzung* (,.triparental mating*). Als Cargo-Plasmid wurde der in Synechocystis
autonom replizierende shuttle-Vektor pVZ321 (mit dem Stamm E. coli DH5a als Donor-Wirt)
verwendet. Als Helferplasmid stand RP4 in dem Stamm E. coli J53 zur Verfligung. Zunachst
wurden je 0,25 ml einer Ubernachtkultur der Stimme E. coli J53-RP4 und E. coli DH5a-
pVZ321 (bzw. der konstruierten pVZ321-Derivate; siche Abschnitte 4.2.2.17 bis 4.2.2.19) in
10 ml frisches LB-Medium iiberfiihrt und fiir 2,5 h bei 200 rpm und 37 °C inkubiert. Die
Kulturen wurden darauthin fir 5 min bei 1000 g und RT zentrifugiert und in 1 ml LB-
Medium resuspendiert. Beide Stimme wurden anschliefend vereint und erneut zentrifugiert.
Das Sediment wurde dann in 100 pl LB-Medium aufgenommen und fiir 1 h bei 30 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden 1,9 ml einer Synechocystis-Kultur (OD7s50 = 0,6-0,8;
Novaspec III Visible Spectrophotometer, GE Healthcare) zu der E. coli-Suspension gegeben
und daraufhin fiir 5 min bei 1000 g und RT zentrifugiert. Das Sediment wurde in 30 pul BG11-
Medium aufgenommen. Dieser Konjugationsansatz wurde anschlieend auf einen sterilen
HATF-Filter pipettiert, welcher einer BG11-Agarplatte (0,75 % Agar) mit 5 % LB-Medium
(ohne Antibiotikum) auflag. Nach zwei Tagen wurden die Zellen mit BG11-Medium von dem

Filter abgespiilt und dabei auf BG11-Festmedium (0,75 % Agar) mit 20 pg ml™ Km iiberfiihrt.

154



4 MATERIAL UND METHODEN

Nach etwa 14 Tagen wurden resistente Klone vereinzelt auf BG11-Festmedium (0,75 % Agar)

mit 40 pg ml™ Km ausgestrichen.

4.2.2.14 Nicht-denaturierende Agarose-Gelelektrophorese und DNA-Extraktion

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen erfolgte nach Sambrook &
Russel (2001). In Abhéngigkeit von der GroBe der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden
0,7-1,0 %ige Agarosegele mit 0,2 pg ml"' Ethidiumbromid verwendet. War eine
Auftrennung zu Analysezwecken vorgesehen, wurde 0,5 x Tris-Borat(TBE)-Puffer verwendet.
Die préparative Auftrennung flir die anschlieende Elution von DNA-Fragmenten erfolgte in
1 x Tris-Acetat(TAE)-Puffer. Vor dem Lauf wurden die Proben mit 1 x Ladepuffer versetzt.
Zur Auftrennung wurde eine Spannung von 3-5V pro cm Elektrodenabstand (Verwendung
von TBE) bzw. 2 V pro cm Elektrodenabstand (Verwendung von TAE) angelegt. Die DNA-
Fragmente wurden durch Bestrahlung mit UV-Licht in einem Geldokumentationssystem (Gel
iX system, Intas) visualisiert und gegebenenfalls mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die
GroBen der separierten Fragmente wurden mithilfe eines parallel aufgetragenen

GroBenstandards (siehe Tabelle 5) abgeschitzt.

Die Elution ausgeschnittener DNA erfolgte mithilfe des QIlAquick Gel Extraction Kits
(Qiagen) bzw. des NucleoSpin Extract Il Kits (Macherey-Nagel) nach Angabe des jeweiligen

Herstellers.

e 10 x TAE-Puffer: 0,4 M Tris-HCI (pH 8,3); 0,2 M Essigsdure; 10 mM EDTA

e 10 x TBE-Puffer:  Rotiphorese 10x TBE Buffer, Roth

e 06 x Ladepuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylencyanol;
30 % (v/v) Glycerol

4.2.2.15 Southern Blot-Analyse

Die Southern Blot-Analyse (Southern, 1975) diente dem spezifischen Nachweis genomischer
DNA-Abschnitte, d.h. in dieser Arbeit der Insertion einer Cm-Resistenzgen-Kassette in den
Locus ssr3341 (hfq) von Synechocystis. Dazu wurden ca. 6 pg genomische DNA mit HindlIl
und Bg/l geschnitten und die resultierenden Fragmente durch Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt (siche Abschnitt 4.2.2.14). Darauthin wurde das Gel fir 8 min in

Depurinierungsldsung unter leichtem Schwenken inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine 20-
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miniitige Inkubation in Denaturierungsloung, gefolgt von einer ebenfalls 20-miniitigen
Inkubation in Neutralisierungspuffer. Der anschlieBende Transfer der DNA-Fragmente auf
eine Roti-Nylon-plus-Nylonmembran (Roth) erfolgte iiber Nacht per Kapillartransfer
(Sambrook & Russel, 2001). Dazu wurden in die zwei Vertiefungen einer horizontalen
Elektrophoresekammer je etwa 150 ml 10 x SSC-Puffer gefiillt und durch eine Filterpapier-
Briicke miteinander verbunden. Darauf wurden sukzessive drei Lagen mit 10 x SSC
getrianktes Filterpapier, das Agarose-Gel (Oberseite nach unten), die getrankte Nylonmembran
sowie drei weitere Lagen getranktes Filterpapier luftblasenfrei aufgelegt. AbschlieBend wurde
dieser Aufbau von einem circa 5 cm dicken Stapel Papierhandtiicher bedeckt und mit einer
Glasplatte beschwert. Nach dem Transfer wurde die Membran fiir einige Sekunden in 2 x SSC
geschwenkt und die DNA anschlieBend durch UV-Licht (60 mJ, UV-Stratalinker 1800,
Stratagene) mit der Membran quervernetzt. Die Prahybridisierung und Hybridisierung der
Membran erfolgte innerhalb von Glasrohren in einem Rotationsofen (Bachhofer). Zuerst
wurde die Membran in 10 ml Church-Puffer fiir 30 min bei 65 °C prahybridisiert. Darauthin
wurde die radioaktiv markierte DNA-Sonde (sieche Abschnitt 4.2.3.4) dazugegeben und die
DNA iiber Nacht bei ebenfalls 65 °C hybridisiert. Zur Entfernung ungebundener und
unspezifisch gebundener Sonde wurde die Membran zweimal fiir je 15 min bei RT in
Waschpuftfer I (WP 1) und anschlieBend zweimal fiir je 15 min bei 65 °C mit Waschpuffer 11
(WP II) gespiilt. Zum Nachweis der radioaktiven Signale wurde ein Rontgenfilm aufgelegt
und in einer lichtundurchldssigen Filmkassette {iber Nacht bei —80 °C gelagert. Die

radioaktive Strahlung fiihrt zu einer lokalen Schwirzung des Rontgenfilms.

e Depurinierungspuffer: 0,25 M HCI

e Denaturierungspuffer: 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH

e Neutralisierungspuffer: 1 M Tris/HCI (pH 7,5); 1,5 M NaCl

e 10x SSC: 87,65 g 1" NaCl; 88,2 g I'' Nas-Citrat

e Church-Puffer: 0,25 M Na,HPO4/NaH,PO4 (pH 7,2); 1 mM EDTA; 7 %
(w/v) SDS; 250 mM NacCl

e  Waschpuffer I (WP I): 2x SSC; 0,5 % (w/v) SDS

e Waschpuffer II (WPII): 0,1x SSC 0,1 % (w/v) SDS
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4.2.2.16 Konstruktion des Plasmids pGEX-Hfq zur heterologen Expression von GST-
Hfq in E.coli

Zur Expression eines rekombinanten GST-Hfq-Fusionsproteins in E.coli wurde zunéchst der
ORF ssr3341 (hfq) unter Verwendung genomischer DNA aus Synechocystis und der Primer
BamHI-hfg-fw und Notl-hfg-rev (siche Tabelle 9) als 226 bp langes DNA-Fragment
amplifiziert (Abschnitt 4.2.2.1). Das PCR-Produkt wurde gereinigt (Abschnitt 4.2.2.2), mit
den Restriktionsendonukleasen BamHI und Notl an dessen Enden geschnitten (Abschnitt
4.2.2.3) und in die entsprechend geschnittene multiple cloning site (MCS) des pGEX-6P-1
Expressionsvektors (GE Healthcare) ligiert (Abschnitt 4.2.2.5). Die hfg-Insertion liegt in
frame stromabwirts des 3'-Endes des gsz-Gens hinter die PreScission-Protease-Zielsequenz.
Die Korrektheit des Konstrukts wurde durch DNA-Sequenzierung iiberpriift (Abschnitt
4.2.2.6).

4.2.2.17 Konstruktion der Plasmide pVZ-Phfq und pVZ-PhfqS

Fiir die genetische Komplementierung deAA hfg-Mutante von Synechocystis wurde zunéchst
mithilfe der Primer Phfg-hfq-fw und hfg-Ter-hfg-rev (sieche Tabelle 9) und unter Verwendung
genomischer DNA aus Synechocystis ein 1111 bp langes DNA-Fragment amplifiziert
(Abschnitt 4.2.2.1), welches den ORF ssr33471 (213 bp) sowie 500 bp und 398 bp der
angrenzenden Stromaufwérts- bzw. Stromabwiértsbereiche (mit den eigenen putativen
Promotor- bzw. Transkriptionsterminator-Regionen) enthielt. Das PCR-Produkt wurde
gereinigt und nach Angaben des Herstellers in den UA-Klonierungsvektor pDrive (PCR
Cloning Kit, Qiagen) ligiert (Abschnitt 4.2.2.5). Aus dessen MCS wurde das Fragment
anschlieBend mit den Restriktionsendonukleasen PstI und Sall herausgeschnitten (Abschnitt
4.2.2.3) und (im Austausch gegen die Cm-Resistenzgenkassette des Plasmids) in den
entsprechend geschnittenen shuttle-Vektor pVZ321 ligiert (siche Tabelle 7). Das Plasmid
pVZ-PhfgS wurde im Rahmen derselben Klonierungsarbeiten aus einem anderen Klon isoliert
und enthédlt an Position 121 des kodierenden Bereichs von ssr3347 eine zufillige
Punktmutation, welche dort in frame ein Stoppcodon einfiigte. Da diese Mutation in vivo zu
der Synthese eines verkiirzten Hfg-Proteins fithren wiirde, wurde dieses Plasmid als
Negativkontrolle flir die Komplementierungsexperimente eingesetzt. Die Konstrukte pVZ-
Phfq und pVZ-PhfqS sowie der unmodifizierte Vektor pVZ321 wurden durch Konjugation in
die Ahfg-Mutante von Synechocystis transferiert (Abschnitt 4.2.2.13). Exkonjuganten wurden
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auf BG11-Festmedium mit 40 pg ml" Km selektiert. Das Medium enthielt aufgrund der

entsprechenden Resistenz der Ahfg-Mutante zudem 7 pg ml™ Cm.

4.2.2.18 Konstruktion des Plasmids pVZ-PpetJ-col-hfq

Fiir die heterologe Komplementierung der Ahfg-Mutante von Synechocystis mit hfg aus E. coli
wurde zundchst mithilfe der Primer Col-hfg-fw-Ndel und Col-hfg-rev-oop-Bglll (siehe
Tabelle 9) per Kolonie-PCR (mit E. coli-Zellen) ein 339 bp langes DNA-Fragment
amplifiziert (Abschnitt 4.2.2.1), welches den ORF hfg (aus E. coli) mit einer Ndel-
Schnittstelle am 5'-Ende sowie den Transkriptionsterminator oop aus dem Bakteriophagen
Lambda mit einer Bg/II-Schnittstelle am 3’-Ende enthielt. Infolge der Reinigung des PCR-
Produkts wurde dieses zundchst in den TA-Klonierungsvektor pDrive (PCR Cloning Kit,
Qiagen) ligiert und dort mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und Bg/Il wieder
herausgeschnitten (Abschnitt 4.2.2.3). Darauthin konnte das Fragment erfolgreich in den mit
denselben Enzymen linearisierten Vektor pSK9 ligiert werden (Abschnitt 4.2.2.5). Auf diese
Weise wurde das Afg-oop-Konstrukt am 5°-Ende in frame mit dem Promotor PpetJ (aus
Synechocystis) innerhalb des Plasmids fusioniert. Mithilfe der Primer psk9-fw-petJ-neu und
psk9-rev (Tabelle 9) wurde anschlieBend per Kolonie-PCR eines positiven Klons ein 1015 bp
langes Fragment inklusive der PpetJ-hfg-oop-Fusion amplifiziert, welches gereinigt und in
den Vektor pDrive ligiert wurde. Aus dessen MCS wurde das Fragment anschlieBend mit den
Restriktionsendonukleasen Ps¢I und Sal/l herausgeschnitten und (im Austausch gegen die Cm-
Resistenzgenkassette des Plasmids) in den entsprechend geschnittenen shuttle-Vektor pVZ321
ligiert (siehe Tabelle 7). Das resultierende Konstrukt pVZ-PpetJ-col-hfq sowie der
unmodifizierte Vektor pVZ321 wurden durch Konjugation in den Wildtyp sowie in die Ahfg-
Mutante von Synechocystis transferiert (Abschnitt 4.2.2.13). Exkonjuganten wurden auf
BG11-Festmedium mit 40 pg ml' Km selektiert. Das Medium enthielt aufgrund
entsprechender Resistenz der Afg-Mutante zudem 7 pg ml” Cm.

4.2.2.19 Konstruktion des Plasmids pVZ-PpetJ-sycrpl

Fir den Versuch zur KomplementierungAder Afg-Mutante von Synechocystis durch
Uberexpression von sycrpl wurde zunichst mithilfe der Primer Ndel-slr1371—fw und BamHI-
rev (siehe Tabelle 9) und unter Verwendung genomischer DNA aus Synechocystis ein 1009 bp
langes DNA-Fragment amplifiziert (Abschnitt 4.2.2.1), welches den ORF sycrpl (sll1371 aus
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Synechocystis, 699 bp) mit einer Ndel-Schnittstelle am 5’-Ende sowie 300 bp des
angrenzenden Stromabwdértsbereiches mit einer BamHI-Schnittstelle am 3’-Ende enthielt.
Infolge der Reinigung des PCR-Produkts wurde dieses zunichst in den Vektor pDrive ligiert
(Abschnitt 4.2.2.5) und dort mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und BamHI (welches
die gleichen Uberhiinge hervorbringt wie Bgl/ll) wieder herausgeschnitten. Alle weiteren

Klonierungsschritte erfolgten entsprechend den Angaben in Abschnitt 4.2.2.18.

4.2.3 Methoden zur RNA-Analytik
4.2.3.1 Isolation von Gesamt-RNA aus Synechocystis

Fiir die RNA-Isolation wurden Zellen aus ~25 ml Synechocystis-Fliissigkulturkultur in einem
50 ml-Reaktionsgefdl mit ~1 Volumen Eis gemischt und bei 3800 g und 4 °C fiir 5 min
zentrifugiert. Das Sediment wurde nach dem vorsichtigen Dekantieren des Uberstandes in den
Fliissigkeitsresten (ca. 1 ml) resuspendiert, in ein 2 ml-Reaktionsgefdf3 iiberfiihrt und erneut
zentrifugiert (16000 g, 15 sec, 4 °C). Nach der Aufnahme des Sediments in 1 ml Trizol-
Reagenz wurden die Zellen zunéchst bei -20 °C (in der Regel iiber Nacht) eingefroren und
anschlieBend fiir 15 min bei 65 °C unter standigem Schiitteln inkubiert. Nach der Zugabe von
200 pl eiskaltem Chloroform und sorgfaltigem Durchmischen (30 Sekunden Vortexer) wurden
die Proben fiir 5 min auf Eis inkubiert und zur Phasentrennung fiir 10 min bei 4 °C und 16000
g zentrifugiert. Nach dem Uberfilhren der oberen, wissrigen Phase in ein neues
Reaktionsgefdl erfolgte eine Nachextraktion mit einem Volumen PCI unter entsprechenden
Bedingungen. Die RNA in der wéssrigen Phase wurde darauthin mit einem Volumen 2-
Propanol iiber Nacht bei -20 °C prézipitiert. Nach 30 miniitiger Zentrifugation bei 16000 g
und 4 °C wurde die sedimentierte RNA mit 70 % (v/v) eiskaltem Ethanol gewaschen und
erneut fiir 10 min bei 16000 g und 4 °C zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde fiir 5 min bei RT
getrocknet, in 30 pl MQ-Wasser resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

e PCI: Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1)

e Trizol-Reagenz, Invitrogen

159



4 MATERIAL UND METHODEN

4.2.3.2 Denaturierende elektrophoretische Auftrennung von RNA in Formaldehyd-
Agarosegelen und Kapillar-Blotting

RNA-Molekiile mit einer Sequenzldnge von mehr als 500 Nukleotiden wurden in 1,3 %igen
Agarosegelen mit 1,85 % Formaldehyd und in 1 x MEN-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt.
Die RNA-Proben wurden vorbereitend mit einem Volumen 2 x RNA-Ladepuffer' versetzt, fiir
5 min bei 95 °C denaturiert, kurz auf Eis abgekiihlt und (ggf. zusammen mit einem
Langenstandard; siche Tabelle 5) auf das Agarosegel geladen. Die Elektrophorese fand bei
konstanter =~ Spannung von 4V pro cm Elektrodenabstand in  einer horizontalen
Elektrophoresekammer statt. Die aufgetrennten RNA-Molekiile wurden anschlieend per
Kapillartransfer auf eine Hybond-N'-Nylonmembran (GE Healthcare) transferiert (siche
Abschnitt 4.2.2.15) und durch UV-Licht-Bestrahlung (60 mJ, UV-Stratalinker 1800,

Stratagene) mit dieser quervernetzt.

e 10 x MEN-Puffer: 200 mM MOPS; 50 mM Na-Acetat; 10 mM EDTA (pH 7,0)

e 2 x RNA-Ladepuffer:95 % (v/v) Formamid (deionisiert); 0,025 % (v/v) SDS,
0,5 mM EDTA; 0,1 % (w/v) Xylencyanol; 0,1 % (w/v)
Bromphenolblau; 0,4 % (v/v) Ethidiumbromid

4.2.3.3 Elektrophoretische Auftrennung von RNA in denaturierenden Harnstoff-
Polyacrylamidgelen und Elektro-Blotting

RNA-Molekiile mit einer Sequenzlédnge von weniger als 500 Nukleotiden wurden in 8 %igen
Harnstoff-Polyacrylamidgelen (-PAG) in vertikalen Elektrophorese-Kammern (10 x 8 cm;
Hoefer SE260 Mighty Small, Amersham) aufgetrennt. Fiir die Herstellung des Gels wurde das
Harnstoff-PAG-Gemisch vor Zugabe von APS und TEMED im Wasserbad bei 60 °C erhitzt,
bis sich der Harnstoff vollstindig gelost hatte. Die RNA-Proben wurden vorbereitend mit je
einem Volumen 2 x RNA-Ladepuffer versetzt, fiir 5 min bei 95 °C denaturiert, kurz auf Eis
abgekiihlt und zusammen mit einem Lingenstandard auf das Gel geladen. Die Elektrophorese
erfolgte flir etwa 1,5 h bei einer konstanten Stromstdrke von 10 mA in 1 x TBE-Puffer. Das
Gel wurde darauthin fiir circa 30 min in EtBr-Farbelosung geschwenkt und anschlieend fiir
10 min in 0,5 x TBE-Puffer gewaschen und mit einem Geldokumentationssystem (Gel iX
system, Intas) dokumentiert. Die RNA wurde durch Elektrotransfer unter Verwendung einer
Semi-Dry-Blot-Einheit (Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell, Biorad) auf
eine Hybond-N"-Nylonmembran (GE Healthcare) transferiert. Der Transfer erfolgte fiir 1 h in
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0,5 x TBE-Puffer bei RT und einer konstanten Stromstiarke von 0,8 mA/cm?. Die RNA wurde
durch UV-Licht-Bestrahlung (60 mJ, UV-Stratalinker 1800, Stratagene) mit der
Nylonmembran quervernetzt. Zur Kontrolle des gleichméBigen Transfers wurde die Membran

mithilfe des Geldokumentationssystems (s.0.) analysiert.

e 8 % Harnstoff-PAG: 8 % (v/v) Rotiphorese Gel 40 (19:1)
Acrylamid/Bisacrylamid (Roth); 8,3 M Harnstoff; 1 x
TBE-Puffer; 0,8 % APS (v/v); 0,1 % (v/v)TEMED

e 2 x RNA-Ladepuffer: 95 % (v/v)Formamid (deionisiert); 0,025 % (v/v) SDS,
0,5 mM EDTA
e EtBr-Firbelosung: 0,5 x TBE-Puffer; 0,3 pg ml™ Ethidiumbromid

4.2.3.4 Herstellung radioaktiv markierter Sonden fiir Northen- und Southern Blot-
Hybridisierungen

Die Synthese strangspezifischer RNA-Sonden per in vitro-Transkription erfolgte in

Anwesenheit von [o’2P]-UTP mithilfe des AmpliScribe T7-Flash Transcription Kits

(Epicentre Biotechnologies) oder des MAXIscript T7 In Vitro Transcription Kits (Ambion)

nach den Angaben des jeweiligen Herstellers.

Als Matrizen dienten genpezifische PCR-Fragmente, welchen mithilfe der in Tabelle 9
entsprechend gekennzeichneten Primer 3’-terminale T7-Promotor-Sequenzen angefiigt
wurden. Der in vitro-Transkription schloss sich unmittelbar ein 15-miniitiger DNase-Verdau

(mithilfe derselben Kits) bei 37°C an.

Die Synthese von genspezifischen dsDNA-Sonden erfolgte in Anwesenheit von [o**P]-dCTP
mithilfe des DecaLabel™ DNA Labeling Kits (MBI Fermentas) nach Angaben des
Herstellers. Als Matrize dienten DNA-Fragmente, die per PCR mithilfe der in Tabelle 9

entsprechend gekennzeichneten, genspezifischen Primer hergestellt wurden.

Die radioaktive Markierung von Oligonukleotiden erfolgte durch [**P]-Phosphorylierung der
5’-Enden mithilfe der T4 Polynukleotid-Kinase (MBI Fermentas) und [732P]-ATP. Ein 20 pl-
Reaktionsansatz enthielt 10 U T4 Polynukleotid-Kinase (MBI Fermentas), 2 ul 10 x Puffer A
(MBI Fermentas), 3 ul [y**P]-ATP und 2.5 pl einer 10 pM-Stammldsung des zu markierenden
Oligonukleotids (Tabelle 9). Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert und die
Reaktion anschlieBend durch 1 pl 0,5 M EDTA gestoppt.
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Infolge der Synthese bzw. radioaktiven Markierung aller Sonden wurden nicht inkorporierte/
tiberschiissige Nukleotide per Gelfiltration mithilfe von MicroSpin G-50-Sédulen (GE

Healthcare) entfernt.

4.2.3.5 Northern Blot-Hybridisierungen

Die Northern Blot-Hybridisierung erfolgte mit Church-Puffer” entsprechend den Angaben in
Abschnitt 4.2.2.15, jedoch - in Abhidngigkeit von der jeweils verwendeten, radioaktiv

markierten Sonde (siche Abschnitt 4.2.3.4) - bei unterschiedlichen Temperaturen:

Oligonukleotid-Sonde (DNA): 45 °C
Doppelstringige DNA-Sonde: 55 °C
Einzelstriangige RNA-Sonde: 68 °C

Das sequenzielle Waschen der Membran erfolgte ebenfalls in Abhéngigkeit von der

verwendeten Sonde bei unterschiedlichen Bedingungen:

Einzelstriangiee RNA-Sonde und doppelstrangige DNA-Sonde:

15 min RT, WP 1= 15 min 68 °C, WP I = 5 min 68 °C, WP Il

Oligonukleotid-Sonde (DNA):

30 min RT, Waschpuffer III = 15 min 42 °C, Waschpuffer IV = 1 min, RT, WP II

Die Detektion und Analyse der radioaktiven Hybridisierungssignale erfolgte mithilfe des
Personal Molecular Imager FX Systems und dem Programm Quantity One v. 4.6.3 (beides
Biorad).

e Church-Puffer: 0,25 M Na;HPO4/NaH,PO4 (pH 7,2); 1 mM EDTA;
7 % (w/v) SDS; 250 mM NaCl, 50 % (v/v) Formamid
(deionisiert)

e Waschpuffer III: 2 x SSC; 1 % (w/v) SDS

e Waschpuffer IV: 1 x SSC; 0,5 % (w/v) SDS
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4.2.3.6 In vitro-Transkription, radioaktive Markierung der 5'-Enden und Reinigung
von RNA

In vitro-Transkriptionen zur Synthese von RNA fiir EMSA-Analysen (Abschnitt 4.2.4.8)
erfolgten inklusive anschlieBendem DNase I-Verdau mithilfe des AmpliScribe T7-Flash
Transcription Kits (Epicentre Biotechnologies) nach den Angaben des Herstellers. Als
Matrizen dienten PCR-Fragmente, welche mithilfe der in Tabelle 9 aufgelisteten Primer
generiert wurden und einen 5'-terminalen T7-Promotor enthielten. Die GroBe und Integritét
der synthetisierten RNA wurde mithilfe einer Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophorese in
Verbindung mit einer Ethidiumbromid-Farbung {iberpriift (sieche Abschnitt 4.2.3.3). Der
Bereich des Gels mit der RNA wurde mit einem Skalpell ausgeschnitten, grob zerkleinert und
iiber Nacht bei 4 °C in CSS eluiert. Die RNA wurde mit 1 Vol. eiskaltem PCI extrahiert und
durch die Zugabe von 3 Vol. Ethanol/3M Natrium-Acetat (30:1) sowie von 20 ug Glykogen
(MBI Fermentas) bei -20 °C iiber Nacht prazipitiert. Infolge einer 30-miniitigen
Zentrifugation bei 16000 g wurde die RNA mit 300 pl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, fiir
5 min luftgetrocknet und in 10 pl MQ-H,O aufgenommen. 20 pmol der RNA wurden mit
10 U CIAP (calf intestine alkaline phosphatase, MBI Fermentas) nach Herstellerprotokoll in
einem Reaktionsvolumen von 20 pl dephosphoryliert, mit PCI extrahiert und liber Nacht - wie
oben beschrieben - prézipitiert. Die radioaktive 5'-Markierung der dephosphorylierten RNA
erfolgte mithilfe von [ySzP]-ATP (20 pCi) unter Verwendung der T4 Polynukleotid-Kinase
(PNK, MBI Fermentas) nach Herstellerangaben in einem Reaktionsvolumen von 20 pl.
Restliche Nukleotide wurden per Gelfiltration in MicroSpin G-50-Séulen (GE Healthcare)
entfernt. Die markierte RNA wurde in einem Harnstoff-Polyacrylamidgel aufgetrennt,
mithilfe eines Rontgenfilms (GE Healthcare) visualisiert und wie oben beschrieben gereinigt.

Infolge der Ethanol-Prazipitation wurde die RNA in 10 ul MQ-H,O geldst.

e CSS (crush and soak solution): 500 mM Ammoniumacetat; 0,1 % (w/v) SDS;
0,1 mM EDTA
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4.2.3.7 S5'-RACE (rapid amplification of cDNA ends)

Die Ermittlung von 5°-Enden der Primértranskripte von Hprl und Hpr3 aus Synechocystis
erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Bensing et al. (1996). Dabei wurden
zundchst die 5’-Triphosphate primérer RNA-Transkripte in Proben von 2 pg Gesamt-RNA
durch Behandlung mit 10 U TAP (tobacco acid pyrophosphatase, Epicentre Biotechnologies)
fiir 1 h bei 37°C unter Zusatz von 40 U RNase-Inhibitor (MBI Fermentas) in 5’'-
Monophosphate umgewandelt (+TAP). Zur Kontrolle wurden parallel ansonsten identische
Ansitze ohne TAP-Behandlung (-TAP) analysiert. Die RNA wurde anschlieBend mit PCI
extrahiert, in Ethanol/3 M Natriumacetat (pH 5,2) (30:1) iiber Nacht bei -20 °C prézipitiert
und in MQ-H,O gelost. Darauthin wurde die RNA fiir 1 h bei 37 °C mit 10 pmol der
5’-Adapter-RNA (siehe Tabelle 10), 50 U T4 RNA-Ligase (Epicentre Biotechnologies), 1| mM
ATP und 80 U RNase-Inhibitor (MBI Fermentas) in dem mitgelieferten Puffer inkubiert.
Kontrollreaktionen wurden ohne den RNA-Linker durchgefiihrt. Nachfolgend wurde die RNA
- wie oben beschrieben - erneut einer PCI-Extraktion mit anschlieBender Prazipitation in
Ethanol unterzogen. Die RNA wurde in MQ-H,O gelost und unter Verwendung des
Thermoscript Reverse Transcriptase Kits (Invitrogen) sowie der genspezifischen revers-
Primer Hprl-P2 bzw. Hpr3-P2 (siche Tabelle 9) nach Angaben des Herstellers fiir 1 h bei
55 °C revers transkribiert. Die synthetisierten cDNAs wurden in der ersten PCR in 35 Zyklen
mit dem 5’-Adapter-spezifischen Primerl (siehe Tabelle 9) und dem genspezifischen Primer
Hprl-P2 bzw. Hpr3-P2 in 50 pl-Reaktionsansédtzen amplifiziert. In der zweiten — ansonsten
entsprechend durchgefiihrten - PCR (nested PCR) wurden 2 pl des ersten PCR-Produkts als
Matrize in ebenfalls 50 pl Reaktionsvolumen eingesetzt. Als nested-Primer wurden Primer2
(adapterspezifisch, Tabelle 9) wund Hprl-P3 bzw. Hpr3-P3 verwendet. Die
Reaktionsbedingungen waren jeweils: 3 min 95° C; 35 Zyklen mit 1. 30 sec 95 °C, 2. 30 sec
58 °C, 3. 1 min 72 °C; abschlieend 10 min 72 °C. Die PCR-Produkte wurden per Agarose-
Gelelektrophorese (Abschnitt 4.2.2.14) analysiert, aus dem Gel ausgeschnitten, gereinigt und
in den Vektor pDrive (Qiagen) ligiert (Abschnitt 4.2.2.5). Die Ligationsprodukte wurden in
den Stamm E. coli DHS5a transferiert (Abschnitt 4.2.2.11), positive Klone mit /nsert durch
Blau-Weiss-Selektion identifiziert und die pDrive-Konstukte mithilfe des Primers M13-rev
sequenziert (Tabelle 9).
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4.2.4 Biochemische Methoden

4.2.4.1 Zellernte und -aufschluss von Synechocystis

Die Emte von Syrnechocystis-Fliissigkulturen erfolgte fiir 10 min bei 1500 g und 4 °C. Die

Sedimente wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Fir den Zellaufschluss wurden die geernteten Zellen im Verhéltnis 1:3 (Pelletvolumen:
Puffervolumen) in Extraktionspuffer resuspendiert und ggf. zu je 1 ml auf mehrere 2 ml-
Reaktionsgefafle aufgeteilt. Nach der Zugabe von 0,8 Vol. Glasperlen (0,1-0,5 mm) wurde die
Zellsuspension bei 30 Hz und 4 °C fiir 10 min in der Zellmiihle (Typ MM2, MM301, Retsch,
Haan) geschiittelt. Darauthin wurden Glasperlen, Zelltriimmer und nicht aufgeschlossene
Zellen durch eine flinfminiitige Zentrifugation bei 4 °C und 1500 g sedimentiert. Der
Uberstand (Gesamtzellextrakt) wurde abgenommen und das Sediment erneut in demselben
Volumen Extraktionspuffer resuspendiert. Nach einem weiteren Extraktionsschritt unter
entsprechenden Bedingungen wurde der zweite Uberstand mit dem ersten vereinigt.
Anschlieend wurden die 16slichen Zellbestandteile durch eine 30-miniitige Zentrifugation bei

4 °C und 23500 g von der unldslichen Membranfraktion getrennt und gesammelt.

e Extraktionspuffer: 50 mM Hepes/NaOH (pH 7,0); 5 mM MgCl,. 25 mM CaCl,,
10 % (v/v) Glycerol

4.2.4.2 Heterologe Expression und Reinigung eines GST-Hfq-Fusionsproteins

Zur heterologen Expression von GST-Hfq wurden 600 ml LB-Medium (mit 75 pg ml”" Amp)
zweiprozentig mit Ubernachtkulturen von BL21-pGEX-Hfq bzw. DHS5a-pGEX-Hfq (siehe
Abschnitt 4.2.2.16) beimpft und in einem Schiittelinkubator bei 37 °C und 200 rpm inkubiert.
Bei einer ODggy von 0,4-0,6 (Novaspec III Visible Spectrophotometer, GE Healthcare) wurde
die Expression des rekombinanten Proteins durch Zugabe von 1,5 mM IPTG induziert und die
Kultur fiir weitere 3 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 10 min bei
3800 g und 4 °C sedimentiert und anschlieBend ggf. bei -20 °C gelagert. Die geernteten
Zellen wurden in 60 ml Natrium-Kalium-Phosphatpuffer resuspendiert und durch Kavitation
lysiert. Dazu wurde die Suspension unter standiger Eiskiihlung fiinfmal fiir jeweils 30 sec bei
10 %iger Leistung mit Ultraschall (Titan-Sonotrode/Kegelspitze KE76 Sonopuls) behandelt.
Es folgte eine 20-miniitige Zentrifugation bei 23500 g zur Trennung des 16slichen Extrakts
von den Membranbestandteilen und nicht aufgeschlossenen Zellen. Die Reingung des

rekombinanten Hfg-Proteins (Syn-Hfq) erfolgte durch Glutathion-Affinititschromatographie
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im batch-Verfahren. Dabei wurden alle im Folgenden aufgefiihrten Zentrifugationsschritte fiir
3 min bei 1500 g und 4 °C durchgefiihrt. Zunichst wurde die Affinitdtsmatrix (Glutathion-
Agarose 4B; Macherey-Nagel) dreimal mit dem fiinffachen Volumen an Natrium-Kalium-
Phosphatpuffer gewaschen und zur Bindung des GST-Hfg-Proteins in einem Volumen-
Verhiltnis von 1: 100 (Matrix: Extrakt) zu dem l6slichen Zellextrakt gegeben. Der Ansatz
wurde fiir eine Stunde bei RT und 5 rpm in einem Rotator (Intelli Mixer RM-2M) inkubiert.
Im Anschluss wurde die Matrix sedimentiert, der Uberstand abgenommen und
nichtgebundene Proteine durch viermaliges Waschen mit dem zehnfachen Matrixvolumen an
Natrium-Kalium-Phosphatpuffer entfernt. Durch Inkubation mit PreScission-Protease (0,1 ug
ul™ Matrix in 500 pl PreScission-Cleavage-Puffer) fiir 16 h bei 4 °C wurde Syn-Hfq von dem
an die Matrix gebundenen GST-Fusionstag gespalten und dadurch eluiert. Anschliefend
wurde das Protein nach einer weiteren Zentrifugation abgenommen und die verbleibende
Matrix viermal mit je 0,5 ml PreScission-Cleavage-Puffer gespiilt. Das Protein wurde mithilfe
eines Zentrifgualkonzentrators in Natrium-Kalium-Phosphatpuffer tiberfiihrt, dadurch auf eine

Konzentration von ~1 mg ml™" eingestellt und bei 4 °C gelagert.

e Natrium-Kalium-Phosphatpuffer: 20 mM Na-K-Phosphat-Stammldsung (pH 7,6);
20 mM NacCl; 200 mM KCI; 2 mM MgCl,; 10 %
(v/v) Glycerol
e Na-K-Phosphat-Stammloésung (pH 7,6): 13 ml 0,5 M KH,PO4; 87 ml 0,5 M
Na,HPOy4
e PreScission-Cleavage-Puffer: 50 mM Tris/HCI (pH 7,0); 150 mM NaCl; 1 mM
EDTA; 1 mM DTT

4.2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Protein-Konzentration in wissrigen Losungen wurde durch die Messung der Absorption
bei 280 nm mithilfe des NanoDrop ND-1000 UV/Vis-Spektralphotometers (PeqLab) ermittelt.
Fiir die Messungen wurde je ein absolutes Volumen von 1,5 pl eingesetzt. Der Leerwert
wurde mit dem entsprechenden Volumen des verwendeten Puffers gemessen. Die Berechnung
der Konzentration erfolgte durch die zugehdrige Software (PeqlLab) nach dem Lambert-
Beer’schen Gesetz unter Verwendung des theoretischen, molaren Extinktionskoeffizienten
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/proteincalc.html) sowie der Molekiilmasse des

Proteins.
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4.2.4.4 GrofBlenausschlusschromatographie/ Gelfiltration

Der Oligomerisierungszustand des rekombinanten Hfg-Proteins wurde mithilfe einer
GroBenausschlusschromatographie analysiert. Dabei kam der AktaPurifier (GE Healthcare)
als Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)-Anlage zum Einsatz.

Jeweils 100 pg des gereinigten Syn-Hfg-Proteins (sieche Abschnitt 4.2.4.2) wurden in
Natrium-Kalium-Phosphatpuffer mit einer Flussrate von 0,5 ml/min auf eine in Kalium-
Phosphatpuffer dquilibrierte Superdex 75 10/300 GL-Saule (GE Healthcare) aufgetragen und
die Flution der Proteine bei konstanter Flussrate anhand einer Absorptionsmessung bei
280 nm verfolgt. Zur weiterfithrenden Analyse wurden Proteinproben in Fraktionen von je
0,5ml gesammelt, durch DOC/TCA-Féllung (Abschnitt 4.2.4.5) konzentriert und
entsprechend fiir die SDS-PAGE (Abschnitt 4.2.4.6) vorbereitet. Nach jedem Lauf wurde der
Gel Filtration Standard (Biorad) unter den gleichen Bedingungen aufgetrennt.

4.2.4.5 DOC/TCA-Fillung von Proteinen

Fir die SDS-PAGE- und Immunoblot-Analysen gesammelter Fraktionen aus der
GroBenausschlusschromatographie wurden die Proteine durch eine DOC/TCA-Fillung
(Bensadoun & Weinstein, 1976) zunichst konzentriert. Dazu wurden die Proben jeweils mit
ddH20 auf ein Volumen von 1 ml aufgefiillt. Nach der Zugabe von 25 ul 2 % (w/v) DOC und
sofortigem Mischen wurden 30 ul 40 % (v/v) TCA zugegeben, gemischt und die Proteine 15
min auf Eis prizipitiert. Die Ansédtze wurden anschlieend bei 4 °C und 16000 g fiir 10 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Sediment wurde darauthin in 30 pl ChuaA-
Puffer aufgenommen und mit 20 pul ChuaB-Puffer versetzt. Die Proben wurden abschlieend

entsprechend den Angaben in Abschnitt 4.2.4.6 fiir die Gelelektrophorese vorbereitet.

e ChuaA-Puffer: 0,1 M Na,COs3; 0,1 M DTT
e ChuaB-Puffer: 5 % (w/v) SDS; 30 % (w/v) Saccharose; 0,1 % (wW/v)
Bromphenolblau

4.2.4.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen kam
in dieser Arbeit das kontinuierliche Tris-Tricin-Puffersystem nach Schiagger (2006) zur

Anwendung. Vorbereitend wurden die Proteinproben in Probenpuffer fiir 5 min bei 95 °C
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inkubiert. Proteine, welche zuvor durch DOC/TCA gefillt und mit denaturierendem ChuaB-
Puffer behandelt wurden (siche Abschnitt 4.2.4.5), konnten direkt bei 95 °C denaturiert
werden. Nach einer einminiitigen Zentrifugation bei 16000 g wurde der 18sliche Uberstand
auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Fiir die Abschidtzung der apparenten Molekiilmasse
wurden parallel Referenzproteine (PageRuler Prestained Protein Ladder, MBI Fermentas)
aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in denaturierenden
Harnstoff-SDS-Polyacrylamidgelen bei konstanter Stromstédrke (20 mA pro Gel) in vertikalen
Elektrophorese-Kammern (10 x 8 cm; Hoefer SE260 Mighty Small, Amersham). Dabei kam
generell ein Stufengradient mit Polyacrylamidkonzentration von 5 % (im oberen Drittel) und
15 % (in den unteren zwei Dritteln des Gels) zum Einsatz. Im Anschluss wurden die Gele fiir
30 min in Coomassie-Féarbelosung auf einem Flachbettschiittler geschwenkt und anschlieBend
im Wechsel mit Fixierlosung und 7 %iger Essigsdure entfdarbt. Die Dokumentation der
gefarbten Proteine erfolgte mithilfe eines Durchlichtscanners (OpticPro ST48, Plustek).
Alternativ wurden die Proteine im Rahmen von Immunoblot-Analysen auf Nitrozellulose-

Membranen transferiert (siche Abschnitt 4.2.4.7).

e Harnstoff-SDS-Polyacrylamidgele:

o 5 %iges Gel: 0,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid- (AA/BisAA-) Stammldsung; 1 ml
Gelpuffer; 50 ul APS-Stammldsung; 5 ul TEMED; 2 ml ddH,O

o 15 %iges Gel: 1,8 g Harnstoff; 1,5 ml AA/BisA-Stammlosung; 1,75 ml Gelpuffer;
25 ul APS-Stammlosung; 2,5 pl TEMED; 1 ml ddH,O

o Gelpuffer: 3M Tris (pH 8,45); 0,3 % (w/v) SDS

o AA/BisAA-Stammlésung: 50 % (w/v) AA/BisAA (49,5 % T/ 3 % C)

o APS-Stamml6sung: 10 % (w/v) APS in ddH,0

e 4x Probenpuffer: 250 mM Tris/HCI, 40 % (w/v) Glycin, 8 % (w/v) SDS,
0,4 M DTT, 0,4 % (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8

e Laufpuffer Kathode: 100 mM Tricin; 100 mM Tris (pH 8,25);
0,1 % (w/v) SDS
e Laufpuffer Anode: 100 mM Tris/HCI (pH 8,9)
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e Coomassie-Firbelosung: 0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva);
40 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsédure
e Fixier-Losung: 50 % (v/v) Ethanol (vergillt); 10 % (v/v) Essigsédure

4.2.4.7 Immunoblot-Analyse

Fiir den immunologischen Nachweis wurden per SDS-PAGE (Abschnitt 4.2.4.6) aufgetrennte
Proteingemische zunéchst auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Dies erfolgte durch
Elektrotransfer nach Kyhse-Andersen (1984) unter Verwendung einer Semi-Dry-Blot-Einheit
(Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell, Biorad). Das Polyacrylamidgel sowie
eine Lage Filterpapier (Protean xi size, Biorad) wurden fiir 5 min in Kathodenpuffer, die
Nitrozellulosemembran sowie eine weitere Lage Filterpapier in Anodenpuffer dquilibriert.
Der Autfbau erfolgte nach Angaben des Herstellers (Biorad). Der Transfer wurde fiir 45 min
bei einer konstanten Stromstirke von 1 mA cm™ Gelfliche durchgefiihrt. Der Erfolg des
Transfers wurde durch eine reversible Protein-Farbung (nach einer fiinfminiitigen Inkubation
der Membran) mit Ponceau-Rot iiberpriift. Darauthin wurde die Membran fiir 30 min bei RT
in  Blockierungspuffer —geschwenkt, um unspezifische Bindungsstellen in der
Nitrozellulosematrix fiir die Antikérper zu blockieren. Die Membran wurde kurz in TBST
gespiilt und fiir 1 h mit dem primidren Antikorper (Anti-Hfq) bei RT auf einem
Flachbettschiittler inkubiert. Darauthin wurde die Membran viermal (2 x 5 min und 2 x 15
min) mit TBST gewaschen und fiir 1 h bei RT mit dem an die Alkalische Phosphatase
gekoppelten  sekunddren  Antikorper  (anti-Kaninchen,  Sigma-Aldrich), inkubiert.

Uberschiissige Antikdrper wurden erneut durch viermaliges Waschen mit TBST entfernt.

Die Detektion der an den Antikorper gebundenen Proteine erfolgte durch eine chromogene
Nachweisreaktion der alkalischen Phosphatase. Dazu wurde die Membran mit einem frisch
hergestellten Gemisch aus 10 ml AP-Puffer, 66 ul BCIP-Losung und 115ul NBT -Losung
benetzt. Die Entwicklung der Farbung erfolgte ruhend bei RT in Dunkelheit fiir 15 bis 60 min.
Die Farbreaktion wurde schlieBlich durch Spiilen mit ddH,O gestoppt. Die Dokumentation
erfolgte mithilfe eines Durchlichtscanners (OpticPro ST48, Plustek).

e Anodenpuffer: 10 % (v/v) Roti®-BlotA, Roth; 20 % (v/v) Ethanol
e Kathodenpuffer: 10 % (v/v) Roti®-BlotK, Roth; 20 % (v/v) Ethanol
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e Ponceaulosung: 2 % (w/v) Ponceau S in 30 % (w/v) TCA; 30 %
(w/v)Sulfonsalicylsdure; 1:100 mit ddH,O verdiinnt

e TBST: 100 mM Tris/HCI (pH 7,5); 150 mM NacCl; 0,1 %
(v/v) Tween 20

e Blockierungspuffer: 5 % (w/v) Milchpulver in TBST

e BCIP-Losung: 10 mg ml™' BCIP in ddH,O

e NBT-Losung: 10 mg ml™ NBT in 70 % (v/v) DMF

e AP-Puffer: 100 mM Tris/HCI (pH 9,5); 100 mM NaCl; 5 mM MgCl,

4.2.4.8 EMSA (electrophoretic mobility shift assay)

Fiir die in vitro-Analysen von Hfqg-RNA-Interaktionen wurde die markierte RNA zunéchst fiir
1 min bei 95 °C denaturiert und anschlieBend kurz auf Eis abgekiihlt. Die denaturierte RNA
wurde in einer Endkonzentration von ~5nM zusammen mit 1 ug Hefe-tRNA (Ambion), 40 U
RiboLock RNase-Inhibitor (MBI Fermentas) und Hfg-Protein definierter Konzentration (sieche
entsprechende Abbildungen) fiir 30 min bei 30 °C in 1 x Strukturpuffer-DD und einem
Reaktionsvolumen von 10 ul inkubiert. Direkt vor der Beladung des Gels wurden 3 pl 5 x
Nativ-Ladepuffer zu den Proben gegeben. Die Elektrophorese erfolgte in nicht-
denaturierenden 5 %igen Polyacrylamidgelen in 0,5 x TBE-Puffer bei 4 °C und einer
konstanten Spannung von 300 V. Die Gele wurden fiir eine Stunde in einem Geltrockner
(Biorad) auf Filterpapier getrocknet und mithilfe des Personal Molecular Imager FX Systems
und des Programms Quantity One v. 4.6.3 (beides Biorad) analysiert.

e 10 x Strukturpuffer-DD: 100 mM Tris/HCI (pH 7,5); 200 mM NaCl; 2 M KClI;

20 mM MgCl

e 5% PAG: 5 % Rotiphorese Gel 40 (29:1) Acrylamid/Bisacrylamid
(Roth); 0,5 x TBE-Puffer; 0,8 % APS; 0,1 % TEMED

e 5 x Nativ-Ladepuffer: 50 % (v/v) Glycerol; 0,2 % (w/v) Bromphenolblau;

0,5 x TBE-Puffer
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Begriff

°C Grad Celsius

n Mikro [107)

A Ampere

A Angstrom

A,C,G, T, U Nukleinbasen der DNA und/oder RNA
AA Acrylamid

Amp Ampicillin

Anabaena Anabaena sp. PCC 7120 (auch: Nostoc sp. PCC 7120)
AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

asRNA antisense RNA

ATCC American Type Culture Collection
ATP Adenosintriphosphat

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
BisAA Bisacrylamid

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

ca. circa

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
cDNA complementary DNA

Chl Chlorophyll

Ci Curie

Cm Chloramphenicol

cm Zentimeter

CO, Kohlenstoffdioxid

Cy Cyanine
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d.h.
dCTP
ddH20
DMF
DMSO
DNA
dNTP
DOC
dsDNA
DTT

E. coli
EBI
EDTA
EMBL
EMSA
et al.
EtBr
Fc

FRET

gef.

Glc
GST

GTP

HzOz
HEPES
HF-1

Hfq

das heif3t
Desoxy-Cytosintriphosphat
zweifach destilliertes Wasser
Dimethylfuran
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxynukleotidtriphosphat
Deoxycholat
doppelstrangige DNA
Dithiothreitol
Escherichia coli
Europian Bioinformatics Institute
Ethylendiamintetraacetat
European Molecular Biology Laboratory
electrophoretic mobility shift assay
et alia (und andere)
Ethidiumbromid
Fold change (x - fache Anderung)
Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
Gravitationsbeschleunigung
gegebenenfalls
Glukose
Glutathion-S-Transferase
Guanosintriphosphat
Stunde
Wasserstoffperoxid
Hydroxyethylpiperazinethanesulfonsiure
Host factor [

Host factor Q
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HL Starklicht

Hpr Hfq regulierte putative SRNA

IGR intergenische Region

IPTG Isopropyl-thio-f-D-Galaktopyranosid
IsiA iron stressed induced protein A

IstR iron stress repressed RNA

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

Km Kanamycin

Ko-IP Ko-Immunoprézipitation

1 Liter

LB lysogeny broth

LL Schwachlicht

log Logarithmus

m Meter bzw. milli (107%)

M Molar (mol 17")

Mb Megabasen (10%

MCP methyl acepting chemotaxis protein
MCS multiple cloning site

MEN MOPS-EDTA-Natrium-Acetat-Puffer
min Minuten

miRNA micro-RNA

ML mittlere Lichtintensitét

MOPS 3-(N-Morpholino)-propansulfonsiure
MPI Max-Planck-Institut

MQ-H20 MilliQ- / Reinstwasser (zweifach deionisiert + filtriert)
mRNA messenger RNA (Boten-RNA)

MV Methylviologen

n Nano (107%)
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NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

NCBI National Center for Biotechnology Information
nt Nukleotide

OD optische Dichte

ORF open reading frame (offener Leserahmen)
p-a pro analysi

PAG Polyacrylamidgel

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PC Phycocyanin

PCC Pasteur Culture Collection

PCI Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
PCR Polymerasekettenreaktion

PDB protein data bank

Pfam protein families; Protein-Datenbank

pH potentia Hydrogenii

p pico (10'?)

Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa

RACE rapid amplification of cDNA ends

RBS Ribosomenbindungsstelle

rev. kompl. revers komplementir

RISC RNA-induced silencing complex

RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

RNP Ribonukleoproteinkomplex

rpm Umdrehungen pro Minute

rRNA ribosomale RNA

RT Reverse Transkription/reverse Transkriptase bzw. Raumtemperatur
S Svedberg-Sedimentationskoeffizient

S. elongatus Synechococcus elongatus PCC 6301
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S. typhimurium
s.0.

s.u.
Salmonella
SDS

sec

siRNA
snRNA
snRNP

sp.

sRNA
Staphylococcus
Sycrpl

Sycrpl
Synechocystis
T. elongatus
TAE

TAP

TBE

TBS

TBST

TCA

TEM
TEMED
Term.

TES

tmRNA
Tricin

Tris

Salomonella typhimurium

siche oben

sieche unten

Salmonella typhimurium
Sodium(Natrium)-dodecylsulfat
Sekunden

short interfering RNA

small nucleolar RNA

small nuclear ribonucleoprotein particle
Spezies

small RNA; kleine (transkodierte) RNA
Staphylococcus aureus

Synechocystis cAMP receptor protein
Synechocystis cAMP receptor protein
Synechocystis sp. PCC 6803
Thermosynechococcus elongatus
Tris-Acetat-EDTA-Puffer

tobacco acid pyrophosphatase
Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris buffered saline

Tris-buffered saline mit Tween 20
Trichloressigsdure
Transmissionselektronenmikroskopie
N, N, N, N-Tetramethylethylendiamin
(Transkriptions-)Terminator
Tris(hydroxymethyl)methylaminoethansulfonséure
transfer-messenger-RNA
N-Tris-(hydroxymethyl)-methyl-glycin

Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan
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tRNA

UPEC
UTP
UTR

uv

v/v
Verd.
vgl.
Vol.
Vs.
w/v
WT
X-Gal
Yfr
z.B.

z.T.

transfer-RNA

unit

unter anderem

Uropathogenic Escherichia coli
Uridintriphosphat

untranslated region

Ultraviolett

Volt

vor allem

Volumenteil pro Gesamtvolumen
Verdiinnung

vergleiche

Volumen

versus

Massenanteil pro Gesamtvolumen
Wildtyp
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f-Dgalactopyranosid
cyanobacterial functional RNA
zum Beispiel

zum Teil
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