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1. Zusammenfassung

Streptomyces coelicolor ist der Modellorganismus der GC reichen, Gram+ Actinomyceten,
die mehr als zwei Drittel aller bekannten Antibiotika produzieren. Phanotypisch zeichnet er
sich durch die Bildung eines Substrat- und eines Luftmyzels aus, welches im Laufe der
weiteren Differenzierung Sporen bildet. Streptomyceten produzieren neben Antibiotika noch
eine Vielzahl biotechnologisch interessanter Metaboliten. Der komplexe Lebenszyklus und

Stoffwechsel erfordern eine genaue Regulation der Genexpression.

Die letzten Jahre haben gezeigt, dass neben Proteinen auch die RNA eine regulatorische
Funktion hat. Verschiedene regulatorisch aktive RNA Elemente wie Riboswitche, RNA-
Thermometer und kleine nicht kodierende RNAs (small noncoding RNAs — sRNAs) wurden
identifiziert. SRNAs wirken meist als antisense Riboregulatoren, indem sie ihre Ziel-mRNA

binden und dadurch die Translation hemmen oder fordern.

In dieser Arbeit wurden verschiedene bioinformatische Methoden verwendet, um sSRNAs im
Genom von S. coelicolor vorherzusagen. Es wurden Terminatorstrukturen und konservierte
Sekundarstrukturen in den intergenen Regionen vorhergesagt, die keinem Gen zuzuordnen
waren. In einem weiteren Ansatz wurden Bindestellen des Regulatorproteins DasR
vorhergesagt, um DasR kontrollierte SRNAs zu identifizieren. Zusétzlich wurde mittels 454
Sequenzierung erstmalig das Transkriptom von S. coelicolor analysiert. Auf diese Weise

konnten etwa 500 SRNAs vorhergesagt werden.

Eine der beiden charakterisierten sSRNAs, sc32, ist 139 nt lang. Ihr Promoter liegt im
kodierenden Bereich des Gens bldC und sie wird spezifisch durch Kélteschock induziert. Die
zweite charakterisierte SRNA, scl, ist 159 nt lang und in allen sequenzierten Streptomyceten
konserviert. Ihre Expression wird nur bei Stickstoffmangel in der Stationdrphase reprimiert.
Durch molekularbiologische Analysen konnte ein Zielgen von scl identifiziert werden, die
extrazellulare Agarase DagA. Es konnte gezeigt werden, dass scl an die dagA-mRNA bindet
und dadurch die Translation inhibiert. Als zweites mogliches Ziel von scl konnte die
Histidinkinase SCO5239 identifiziert werden. Hier wurde gezeigt, dass Koexpression von scl
die Expression einer SC05239 Reportergenfusion um den Faktor acht steigert. Durch
Analyse des Proteoms von scl Mutanten konnte die differenzierte Expression von elf
weiteren Proteinen gezeigt werden. Die SRNA scl scheint ein Regulator zu sein, der auf die

Stickstoffversorgung der Zelle reagiert und daraufhin den Sekundarmetabolismus deaktiviert.
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2. Einleitung

2.1. Streptomyceten — eine Ubersicht

Taxonomische Einordnung

Gram+ Bakterien teilen sich in zwei groRe Zweige. Organismen mit niedrigem GC Gehalt, zu
denen Bacillus, Clostridium, Staphylococcus oder Streptococcus gehdren und GC-reiche
Organismen — die Actinomyceten. Zu ihnen gehéren unter anderen Bifidobacterium,
Nocardia, Mycobacterium, Corynebacterium und Streptomyces. Die meisten Actinobakterien

entwickeln in ihrem Lebenszyklus zumindest zeitweise ein Myzel.

Die Gattung der Streptomyceten ist durch chemotaxonomische und phénotypische
Charakteristika definiert. Der Schwerpunkt liegt in der Homologie der 16S rRNA, zusatzlich
wird aber auch die Analyse von Zellwandbestandteilen, Fettsauren und Lipiden fiur die
taxonomische Einordnung herangezogen [1, 2]. Ein weiteres Kriterium fur die Identifizierung

einer neuen Spezies als Streptomycet ist die Bildung von Substrat- und Luftmyzel (Abb. 2-1).

Abbildung 2-1: A S. coelicolor Kolonien mit Luftmyzel und Sporen. Der blaue Farbstoff ist sekretiertes
Actinorhodin. B vegetatives Myzel in Fliissigkultur C Luftmyzel und Sporenkette D GroBaufnahme der Sporen.
Photos © John Innes Centre, Norwich.

Grund fur die Vielseitigkeit dieser Organismen ist nicht zuletzt ihr im Vergleich zu anderen
Bakterien sehr grof’es Chromosom, das bei S. coelicolor 8.6 Mbp umfasst und fur etwa 7800
Proteine codiert ([3] und Abb. 2-2). Diese Fiille an genetischer Information unterliegt einer
sehr feinen Regulation, die es dem Organismus ermdglicht, mit dem passenden
Expressionsmuster auf gegebene Umwelteinfliisse zu antworten. Durch Sequenzierung des
Genoms von S. coelicolor und bioinformatische Analysen konnten nunmehr 65 verschiedene
Sigmafaktoren identifiziert werden, die das Expressionsmuster in verschiedene cluster wie
Stressregulation oder Sporulation gruppieren. Ein grof3er Teil der Genregulation funktioniert
bei diesen Bakterien somit tber die Heterogenitat der RNA-Polymerase.
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Abb. 2-2: Zirkuldre Darstellung des Genoms von S. coelicolor.

Okologie der Streptomyceten
Streptomyceten kommen in der Natur ubiquitér vor. Ihre Fahigkeit, den Boden zu besiedeln,

wird durch ihr vegetatives Hyphenwachstum unterstiitzt. Die Differenzierung zu Sporen hilft
bei der Verbreitung und der Persistenz der Art. Die Sporen sind ein semi-dormantes Stadium
im Lebenszyklus, die lange Zeit im Boden uberdauern konnen [4, 5]. Lebensféhige

Streptomyceten konnten bereits aus 70 Jahre alten Bodenproben kultiviert werden [6].

Streptomyceten sekretieren viele extrazellulare Enzyme in den Boden und kénnen komplexe
polymere Bestandteile toter Pflanzen, Tiere und Pilze abbauen [7-9]. Dadurch spielen sie eine

wichtige Rolle beim Recycling von Né&hrstoffen im Boden.

Streptomyces coelicolor
S. coelicolor ist ein filamentds wachsendes, aerobes Bodenbakterium aus der Gruppe der

Actinomyceten, die zur groRen Klasse der Actinobakterien gehort. Er dient als Modell-
Organismus fiir Gram+ Bakterien mit hohem GC-Gehalt [1, 10]. Durch die Produktion einer
Reihe von Exoenzymen ist es diesem Organismus maoglich, eine Vielzahl von unldslichen
organischen Substraten wie Chitin, Xylanen, Cellulose, Fettsauren bis hin zu Herbiziden
abzubauen [7, 11, 12]. Auferdem sind bodenbewohnende Actinomyceten auch die

hauptséchlichen Produzenten von Antibiotika. Flr das Verstandnis ist es hilfreich, diese
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Aussage in einen Kontext zu stellen. Vergleicht man die Gesamtmenge der produzierten
Sekundarmetaboliten, so wird diese Liste von héheren Eukaryoten und Pilzen mit grofiem
Vorsprung angefuhrt. Analysiert man jedoch, welcher Anteil der Sekundarmetaboliten
antibiotische Wirkung zeigt, tbernehmen die Streptomyceten mit 66% die Fuhrung.[13] So
produziert zum Beispiel S. aureofaciens Tetrazyklin, S. venezuelae Chloramphenicol, S.
noursei Nystatin und S. fradiae Neomycin. Fur S. coelicolor sind Actinorhodin und
Undecylprodigiosin charakteristisch. Actinorhodin, das unter sauren Bedingungen rot und
unter alkalischen Bedingungen blau ist, ist ein Polyketid, das durch mehrere Kondensationen
durch eine Typ Il Polyketidsynthetase aus Acetat hergestellt wird [14, 15].

Im Jahr 2002 waren etwa 8700 antibiotisch wirksame Substanzen in bodenbewohnenden
Actinobakterien entdeckt [16]. In allen anderen Bakterien waren es etwa 2900,
beziehungsweise 4900 in Pilzen. Aber auch andere biotechnologisch interessante Substanzen
wie Immunsuppressiva, antivirale Agentien oder Herbizide werden von Actinomyceten in
grolRer Zahl produziert [17]. Da sie auch in der Lage sind, korrekt gefaltete Proteine zu
sekretieren, bieten sie sich als alternative Quelle fiir die rekombinante Expression humaner
Proteine an [18].

Der Lebenszyklus

Wihrend des Wachstums einer Kolonie nimmt deren Komplexitat kontinuierlich zu [19-22].
Aus einer monogenomischen Spore wachsen einer oder zwei Keimschlauche (Abb. 2-3). Das
Wachstum findet hauptséachlich an der Spitze des Keimschlauches statt. Die Geschwindigkeit
verdoppelt sich mit jeder Replikation des Chromosoms in dem noch nicht durch Septen
unterteilten Schlauch [22]. Nach einigen Replikationszyklen entstehen laterale
Verzweigungen des Schlauches und es werden Septen eingezogen. Wird das Myzel &lter und
immer dichter gepackt, treten die ersten Anderungen auf. Diese sind vermutlich Folgen von
Né&hrstoffmangel [23-25], Zelldichte [26] und einer Signalkaskade, die zur Entwicklung von
Luftmyzel fihren [27]. Die Produktion einiger extrazellularer Proteine wird gesteigert. Die
Einlagerung von Nahrstoffreserven im Substratmyzel und an der Oberflache der Kolonie
beginnt. Teile des Substratmyzels werden lysiert und das Luftmyzel beginnt zu wachsen. Die
Regulation dieser Prozesse ist komplex. Die Klasse der bld Gene spielt dabei aber eine
wichtige Rolle. bld (bald - kahl) Mutanten in Streptomyceten fassen eine Klasse von Genen
zusammen, deren Deletion dazu fiihrt, dass kein Luftmycel mehr gebildet werden kann [28-

32]. Mutanten von bldA zum Beispiel bilden unter bestimmten Bedingungen kein Luftmyzel,
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synthetisieren keine Antibiotika und lagern kein Glykogen ein. Das Gen bldA kodiert jedoch
nicht fur ein Protein, sondern fur die tRNA fir Leucin mit dem Anticodon UUA. Dieses ist in
den GC reichen Streptomyceten sehr selten, kommt aber gehduft in den regulatorischen
Genen der Antibiotika-Synthese-Cluster vor [33]. Mehrere der bld Gene kdnnen extrazellular
komplementiert werden, kodieren also fur eine Kaskade sekretierter Proteine. Die Lufthyphen
wachsen ebenfalls hauptséchlich an der Spitze, was bedeutet, dass sie durch Diffusion oder
Transport vom Substratmyzel aus mit Néahrstoffen versorgt werden mdissen [34]. Sechs
spezifische Regulatoren (whiA, B, G, H, | und J) sind notwendig um in den multi-
genomischen Hyphenspitzen durch synchrone Zellteilung monogenomische zylindrische
Sporenkompartimente abzuschniiren. Die Deletion der whi Gene flihrt zu einem white
Phénotyp. Es wird zwar noch ein Luftmyzel gebildet, aber keine Sporen mehr. Die
Oberflache der Kolonie erscheint deshalb wei3. Die Kompartimente runden sich ab und
bekommen eine dicke Wand aus einem aromatischen Polyketid, dass auch fiir die graue Farbe
verantwortlich ist [20, 35, 36].

Sporulation

Aenal mycelium

Germination  Vegetative mycelium

bl Ll o

Abbildung 2-3: Der Lebenszyklus von S. coelicolor. Unter den richtigen Bedingungen wachsen ein bis zwei
Keimschlduche aus einer Spore. Durch Spitzenwachstum und Verzweigungen formt sich ein Substratmyzel. Nach
zwei bis drei Tagen beginnt die Entwicklung des Luftmyzels. Im apikalen Teil jeder Hyphe formt sich ein
spiralformiges Syncytium mit bis zu zehn Genomen. Sobald das Wachstum des Luftmyzels stoppt, werden Septen
eingezogen und monogenomische Sporen gebildet (Abb. © Markus Hempel, Universitat Lund).

\ A

Streptomyceten sind also multizellulare differenzierte Organismen. Genexpression,
Metabolismus, Morphogenese und der Nahrstofffluss werden préazise reguliert. Diese
Eigenschaften werden h&ufiger mit mehrzelligen Eukaryoten assoziiert, sind hier aber
deutlich leichter zu manipulieren. Das Wissen Uber die Entwicklungsbiologie der
Streptomyceten ist nicht nur von wissenschaftlichem Interesse, sondern auch essenziell fur

ihre optimale industrielle Nutzung.
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2.2. Genregulation durch nicht kodierende RNAs

Die exakte Regulation der Expression der Gene eines Organismus ist die Voraussetzung fur
die Fahigkeit sich an Anderungen in der Umgebung anzupassen. Die Regulation muss sowohl
zeitlich als auch in ihrer Starke genau zur Anderung der &uReren Einfliisse wie
Nahrungsangebot, pH, Temperatur usw. passen. Bakterien besitzen eine ganze Reihe
verschiedenster Regulationsmechanismen, die auf jeder Ebene der Expression eines Genes

eingreifen konnen.

Eine Kontrollebene ist die Regulation der Transkription des jeweiligen Gens. Diese kann
durch die Verwendung transkriptioneller Aktivatoren oder Repressoren, die die Aktivitat
eines Promoters regulieren, erreicht werden. Mit Hilfe verschiedener Sigmafaktoren kann die
Promotererkennung durch die RNA-Polymerase variiert werden. Auf diese Weise kdnnen
funktional zusammenhdngende Gene gemeinsam ein- und ausgeschaltet werden. Diese
Methode ist besonders effizient, da durch Regulation eines einzigen Gens (fur den

Sigmafaktor) alle von ihm abh&ngigen Gene gesteuert werden.

Eine weitere Kontrollebene besteht in der posttranslationalen Modifikation von Proteinen
oder in der Veranderung ihrer Halbwertszeit. Eine haufige regulatorische Modifikation ist die

Phosphorylierung von Seitenketten der Aminoséuren.

Auf RNA Ebene kann die Halbwertszeit einer messenger RNA (mRNA) durch die
Expression spezifischer RNAsen oder die Bindung von Proteinen gezielt verandert werden.

Es gibt jedoch auch Regulationsmechanismen, die nur auf RNA basieren und keine
zusétzlichen Proteine bendtigen. Hier werden zwei Klassen unterschieden, cis und trans. Bei
der Regulation in cis ist der Regulator auf der mRNA des Zielgenes kodiert. Diese
Regulatoren basieren auf der Féhigkeit von RNA verschiedene Strukturen anzunehmen. Auf
ein externes Signal hin, wird so meist die Transkription oder die Translationsinitiation
beeinflusst. Mogliche Signale sind regulatorische Proteine (TRAP), blockierte Ribosomen
(Transkriptionsattenuation), unbeladene tRNAs (T-Box), physikalische Parameter

(Temperatur) oder die intrazelluldre Konzentration von Metaboliten (Riboswitche).

Ebenfalls cis kodiert sind antisense RNAs (asRNAs) von Plasmiden und Phagen, die meist
auf dem Gegenstrang ihres Zielgens liegen. Dies gewahrleistet die perfekte Komplementaritét
des Zielgenes, selbst wenn die Bindestelle im Gen mutiert ist. asRNAs kommen hdufig bei

der Kontrolle der Kopienzahl eines Plasmids oder der Replikation von Phagen vor [37, 38].
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Die letzten Jahre haben gezeigt, dass die trans kodierten kleinen RNAs (SRNASs) eine
aullergewohnliche Rolle als Regulatoren der Genexpression spielen. SRNAs sind typischer
Weise 40 — 200 nt lange eigenstandige Transkripte aus den intergenen Regionen des Genoms
(IGR) und kodieren nicht fur Proteine. In Escherichia coli sind derzeit etwa 70 SRNAs
experimentell validiert. Nur bei einem kleinen Teil der bekannten SRNAs ist bekannt welche
MRNA(S) sie regulieren (etwa 25 bei E. coli von ~ 300 vorhergesagten). Bei der Regulation
der Transkription Uber Proteine findet man héufig eine Konzentration der funktional
zusammenhangenden Gene und ihrer Regulatoren im selben Bereich des Genoms. Bei
SRNAs und ihren Ziel-mRNAs ist eine solche Konzentration an einem Ort selten. Dies macht

die Identifikation der Zielgene einer SRNA schwierig.

Bei der Analyse der Expression von sSRNAs zeigt sich haufig eine Induktion beim Ubergang
in die Stationdarphase oder durch Stress. Tatsachlich findet die Expression einiger SRNAs
spezifisch nur bei einer bestimmten Stresssituation statt. Diese Erkenntnis zusammen mit
dem Wissen Uber bereits analysierte SRNAs legt nahe, dass SRNAs ein wichtiger Bestandteil

der bakteriellen Stressantwort sind.

2.2.1. Repression der Translation

Die bisher am haufigsten beschriebene Wirkungsweise von sRNAs ist die Verhinderung der
Initiation der Translation (Abb. 2-4). Meist findet diese Uber eine direkte Interaktion der
SRNA mit der Region um die Shine-Dalgarno Sequenz (SD-Sequenz) der mRNA statt. Die
SRNA bindet dann Uber Basenpaarung direkt an ihre Ziel-mRNA(s). Diese Interaktion
erstreckt sich meist nur tber einen kurzen Bereich beider RNAs mit nur unvollstandiger
Komplementaritat. Sie ist jedoch ausreichend, um eine effektive Translation der mRNA zu
verhindern. Die erste in E. coli entdeckte SRNA — MicF — verhindert auf diese Weise die
Translation der ompF mRNA [39, 40]. Auf dieselbe Weise funktioniert die Regulation bei den
SRNA — mRNA Paaren MicA/ompA und MicC/ompC [41, 42].

Auch die differenzielle Expression polycistronischer mRNAs ist mit Hilfe von sRNAs
moglich. Wie das Beispiel des galETKM Operons in E. coli zeigt, dass Teile des Galactose
Metabolismus kodiert. Die SRNA Spot42 bindet, durch eine hohe Glukosekonzentration in
der Zelle induziert, an die SD-Sequenz des galK Gens der polycistronischen mRNA. Dadurch

wird die Expression von galK verhindert ohne die von galET zu beeinflussen [43]. Diese
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Art der differenzierten Regulation der Gene einer gemeinsamen mMRNA wird auch

diskoordinierte Operonexpression genannt.

>

>o

»C
|

@

8

9009?
coooc

»

AGAg

S»

>
o

>0000-C00c000

u
AUAA

\

=
©
-3

u
G

o
e
(2]

ompA mRNA leader

6 »o0>0cC
o |

A

c
cc

0000

ompA
110 sD 130 start codon

| | —
CGUAUUUUGETXTITXITYYITYe [IIISAAAAAAUGA -~ —
FNCUACUAUUGUUUJCGCGH
cY A A

c G
C AA

70

QOCcCrO PCrOro

[
u
[
U
U
G
u
G
c
o]

900
cO®

|
5 GAAGGAUUUAA

3 uuuu u-

(=4

AG 5

>
¢ rrccc

oPO CCPP0

C-G !
c-G
G-C
G-C
U-A
G-C
GA-U
CA

(2]
o¥c
>

Abbildung 2-4: Repression der Translation der ompA mRNA durch Bindung von MicA (aus Udekwu 2005).

2.2.2. Veranderung der mRNA Stabilitat

Eine weitere Moglichkeit die von sSRNAs zur Genregulation verwendet wird ist die gezielte
Aktivierung des Abbaus der Ziel-mRNA (Abb. 2-5). Die SRNA MicC bindet ihre Ziel mMRNA
ompD nicht in der Translationsinitiationsregion (TIR), sondern 3’ davon im kodierenden
Bereich. MicC interferiert deshalb nicht mit der Initiation der Translation. Die Interaktion
erstreckt sich hier nur Gber einen Bereich von ca. 12 nt. Elongierende 70S Ribosomen kénnen
jedoch bis zu 27 nt lange Stammschleifen mit einer Tm von 70°C auflésen [44]. Die Autoren
der Studie postulieren deshalb, dass durch die Bindung von MicC zusammen mit Hfq der

Abbau der ompD mRNA durch RNase E beschleunigt wird [45].

MiaKkeL K L V A V
+3
§’- GccauugacaaacgccucguuuaacaaugguugaggaaacacgcuaagaaaauuauaaggauuauuaaaAUCARAACUUAAGUUAGUGECAGUG

ompD mRNA

VompD'

Cc

AV T SLLAAGTVYVYVNA AA n‘v Y NX D GNKTULUDTILTYG X V H
+45 +67 +78 +99 +117
GCAGUGACUUCCCUGUUGGCAGCAGGCGUUGUAAAUGCAGCCGAGGUAUAUAACAAAGACGGCAAUAAACUGGAUCUGUACGGUARAGUUCAC. . -3
olllolllINII
JUUCCGUAUAUUG-5
MiSG 'l;L].VLL.AUALJ 5
ol I
L |
gras 12 1
G
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Abbildung 2-5: Bindung von MicC im kodierenden Bereich der ompD mRNA beschleunigt den Abbau durch
RNase E (aus Pfeiffer 2009).
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2.2.3. Aktivierung der Translation

Die Bindung einer sSRNA im 5’UTR einer mRNA kann die Translation nicht nur reprimieren,
sondern auch stimulieren, wie die Regulation von rpoS durch DsrA und RprA zeigt [46, 47].
Das Gen rpoS kodiert fiir den Sigmafaktor der Stationirphase o>, der auch fir die Adaptation
an verschiedene Stressbedingungen benétigt wird [48]. Ohne sRNA faltet sich der 5’UTR
von rpoS in eine Stammschleife, die die SD maskiert. In diesem Zustand ist keine Translation
der mRNA mdglich. Durch Bindung der SRNAs DsrA und RprA wird eine Umfaltung des
5’UTR ausgel6st, durch die die SD freigegeben wird (Abb. 2-6). Die beiden SRNAs binden in
derselben Region des 5’UTR, werden aber nicht gleichzeitig exprimiert. DsrA wird durch
niedrige Temperaturen induziert, RprA durch osmotischen Stress an der Zelloberflache [47,
49]. Zwei verschiedene externe Ausldser haben also in diesem Fall dieselbe globale Antwort
der Zelle zur Folge.

DsrA

57 ~AACACAUCAGAUUUCC -UGGUGUAACGAAUUUUUUAAGUG. . . -3

CCCAAAUGCCUAAAGG-GGAACAUUGCUUAAAGUUUUACG-5'
63nt R A 1o

1
biele) L R I B B |
GGGAUCACGGGU CCACCUUAUG-...-3’
A G

L L RpoS mRNA

Abbildung 2-6: Bindung von DsrA an die 7poS mRNA fiihrt zu einer Umfaltung, durch die die SD-Sequenz
zugénglich wird. (aus Lease 1998)

2.2.4. Ribosome standby

Strukturierte mMRNAs in denen die SD sequestriert ist, stellen ein Problem fir die effiziente
Initiation der Translation dar. Der AG® einer solchen Stammschleife kann auch als Kp der
Entfaltung und Faltung derselben interpretiert werden [50]. Ein niedriger Kp einer solchen
Stammschleife wirde zum Beispiel bei der SD der mRNA des Hiuillprotein des MS2 Phagen
bedeuten, dass die SD bei einer Faltungsrate von 10° s™ nur firr je 10 ps zuganglich ist [50].
Bei der limitierten Diffusion der Ribosomen und einer Konzentration freier Ribosomen in der
Zelle von ~ 8.5 uM sollte die Translation dieser mRNA sehr ineffizient sein. Sie ist jedoch
sehr effizient. Gelost wurde dieses Paradoxon durch de Smit et. al. durch ihr Modell des
Ribosome standby. Freie Ribosomen binden unspezifisch an unstrukturierte Regionen einer
MRNA (standby sites). Dadurch ist die Diffusion nicht mehr der limitierende Faktor. Die
Bindung an die SD wird nun durch den Kp der Stammschleife bestimmt. Ist die
Stammschleife getdffnet kann durch hineingleiten des Ribosoms eine Bindung an die SD
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stattfinden [50, 51]. Das Ribosome standby Modell wurde von Studer et al. 2006 mittels
FRET experimentell bewiesen [52]. An einer stabilen Stammschleife mit SD Sequenz bildete
sich erst dann ein Initiationskomplex, wenn ihr ein einzelstrangiger Bereich vorausging. Zwei
Stadien konnten dann von den Autoren unterschieden werden. Eines mit unspezifischer
Bindung unabhangig von der Sequenz aber inhibiert durch Sekundérstrukturen. Und ein
stabiler Inititationskomplex der sich bildete, sobald die Struktur aufgefaltet war. Der zweite

Punkt war dann abhangig von der Stabilitat der SD / anti-SD Interaktion.

Ein Beispiel wie eine SRNA in das Ribosome standby regulierend eingreifen kann ist die
Regulation des tisAB locus in E. coli (Abb. 2-7). Dieser kodiert fir ein SOS induziertes Toxin
(TisB). Dessen Translation wird durch die Bindung der SRNA IstR-1 ~ 100 nt 5’ der TIR von
tisB verhindert solange keine SOS Bedingungen vorliegen [53]. Die SD von tisB ist
normalerweise in einer Sekundarstruktur sequestriert, wahrend die Bindestelle von IstR-1
zugénglich ist [54]. Die Bindestelle von IstR-1 ist gleichzeitig auch die Warteposition des
Ribosoms so dass es eine Kompetition um dieselbe Bindestelle gibt. Unter normalen
Bedingungen wird IstR-1 exprimiert und bildet an die tisB mRNA. Dadurch wird die
Bindung der 30S Untereinheit verhindert und gleichzeitig der Abbau der mRNA durch RNase

I initiiert.

+42
Active

+1
Inactive

Standby/
IstR-1 target
region

Processing -
Refolding L’~ o

+42/1stR-1
complex

+ 308/ \Ism -1 Inactive
30S on standby %

+ RNase lll

Relocation
Slldmg ?)

305 al lsB

+106
Inachve

Abbildung 2-7: Modell der Regualtion der tisB Expression durch IstR-1. Die sSRNA konkurriert mit dem 30S
Ribosom um die Bindung an die Warteposition auf der mRNA (aus Darfeuille 2007).
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2.2.5. Inhibierung von Proteinen

Eine weitere Moglichkeit der SRNA vermittelten Genregulation ist die Sequestrierung von
Proteinen (Abb. 2-8). In diesem Fall bindet die SRNA an ein Protein und inhibiert so seine
Funktion. Ein Beispiel ist die Regulation von CsrA durch die SRNAs CsrB und CsrC in E.
coli [55]. Der globale Regulator CsrA steuert eine Vielzahl von Prozessen in der Zelle. Dazu
gehoren neben der Glykogen Biosynthese und dem Kohlenstoffmetabolismus auch die
Beweglichkeit und Grolke der Zelle. CsrA ist ein RNA Bindeprotein und kann als Aktivator
oder Repressor wirken. Bindung an den 5’UTR einer mRNA stort entweder die Initiation der
Translation (&hnlich wie bei SRNAs durch Blockade der SD) und verkirzt die Halbwertszeit
der mRNA, oder fordert die Translation und stabilisiert die mRNA. Der Mechanismus der
Aktivierung durch CsrA ist noch unbekannt.

12 GAUG 135, Aoa au 16 17
G Ag A

A Ua g A A
Cu@% %0 14 GO Cacgh SoY Q
&% '6C ,qROACAUAUAGC,, | (4
2.0 Ag,
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Abbildung 2-8: Die CsrB RNA (links) bindet ~ 18 Molekiile des Proteins CsrA (rechts). Die Abbildung ist
nicht maf3stabsgetreu. (aus Babitzke 2007)

Die sRNA CsrB ist etwa 360 nt lang und faltet sich in eine Struktur mit 15 Stammschleifen
die etwa 18 Molekile CsrA binden kénnen [56, 57]. Es wird vermutet, dass CsrB mit der
Sequenz seiner Stammschleifen die natirlichen Ziel-mRNAs von CsrA nachahmt und das

Protein so sequestriert. CsrC ist ein etwa 240 nt langes Homolog von CsrB uns scheint nach
demselben Mechanismus zu funktionieren [58].

Eine zweite, hoch konservierte und weit verbreitete SRNA die die Aktivitat eines Proteins
reguliert ist die wahrend der Stationarphase exprimierte 6S RNA. Diese bindet spezifisch und

stabil an RNA-Polymerase Holenzyme, die den Sigmafaktor 70 (c'°) tragen. o'° ist der
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Sigmafaktor der Haushaltsgene. Durch die Entfernung der Holoenzyme mit 6’® werden diese

global reprimiert.

Die 6S RNA ist groftenteils doppelstrangig, hat aber eine konservierte einzelstrangige
Schleife (Abb. 2-9). Die gesamte Struktur ahnelt der eines offenen DNA Promoters wahrend
der Initiation der Transkription. Man kann sich also einen Mechanismus vorstellen, bei dem
die 6S RNA einen offenen Promoter nachahmt und so RNA-Polymerase Holoenzyme an sich
bindet. Diese Theorie konnte durch Gelshift Experimente bestatigt werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die 6S RNA mit einem o'° spezifischen Promoterfragment um die Bindung an
6'® konkurriert [59, 60]. ¢"°/6S RNA Komplexe reicher sich in der Stationarphase an und
fuhre zu einer transkriptionellen Repression ¢ abhangiger Promotoren. Nach Zugabe von
Nahrstoffen kann die 6S RNA selbst als Vorlage fiir eine ¢'° abhangige Transkription dienen
(PRNA), wodurch " wieder freigegeben wird und die Zellen wieder zu exponentiellem
Wachstum zuriickkehren. Die 6S RNA konnte in den meisten bakteriellen Genomen

identifiziert werden.

UUGAACC <3
100 Lo 110 130 C 150 uﬁc 160 170 180 U

GUCCGAGA Couua ® aacucee CGACACAUUCA pt"ccuu A AGCCt_JGCGGCG GCAUCUCGGAGA

111 . 1l L1l 1
CUGGC¢CGUACGAGUFGUUGGCGCC t§:G»CGGUGUAIAGI;\ GCFGAG UCCC %CGCJJGUAGAGUCUCK
80 5

Abbildung 2-9: Sekundirstruktur der 6S RNA aus E. coli. Der rote Pfeil markiert den Transkriptionsstart der pPRNA
(gelb) (aus Wassarman 2007).

2.3. Das RNA Chaperon Hfq

Der Grofiteil der in E. coli oder Salmonella typhimurium identifizierten SRNAs bendtigt das
RNA Chaperon Hfg um ihre Funktion auszufiihren. Hfg gehort zur Familie der Sm Proteine.
Diese umfasst viele Proteine die RNA binden oder modifizieren. Sie werden zum Beispiel
beim SpleiRen oder beim Abbau von mRNAs in Eukaryoten und Archaeen verwendet [61].
Hfg selbst wurde 1968 erstmalig als host factor | bei der Replikation des Phagen QP
beschrieben [62]. Es formt Homohexamere und bindet bevorzugt an AU reiche,
einzelstrangige RNA Sequenzen vor Stammschleifen. Es moduliert die Stabilitat, Translation
und Polyadenylierung vieler mRNAs, wie auch die Prozessierung vieler RNAs. In E. coli
fihrt die Deletion von Hfq zu Wachstumsstérungen, verringerter Stressresistenz und

Virulenz. Hfq ist eines der hdufigsten Proteine in E. coli mit 30.000 — 60.000 Kopien pro
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Zelle. In anderen Bakterien, wie Staphylococcus aureus, liegt es nur in sehr geringer

Kopienzahl vor.

Etwa die Halfte der sequenzierten bakteriellen Genome kodieren ein Hfq Homolog. Wie
schon erwahnt unterscheidet sich aber die Starke der Expression teilweise deutlich. Unklar ist
auch die Art der Vermittlung von sSRNA-mRNA Interaktionen in Bakterien ohne Hfq (wie S.
coelicolor). In einigen dieser Bakterien gibt es nachgewiesene SRNA/mRNA Interaktionen
wie sie in E. coli von Hfg vermittelt werden. Das wirft die Frage auf, ob und wie diese
Bakterien Hfq ersetzen. Entweder gibt es ein analoges Protein mit anderer Sequenz, dass
deshalb nicht Uber Sequenz- oder Strukturvergleiche gefunden werden kann. Oder die

SRNA/mRNA Interaktionen sind darauf abgestimmt keine Kofaktoren zu benétigen.

Abbildung 2-10: Kristallstruktur von Hfq aus Staphylococcus aureus. Links die freie Form. Die sechs Monomere
sind unterschiedlich gefarbt. Rechts Hfq im Komplex mit einer RNA (gelb) (Abb. © www.rcsb.org PDB Nummern
1KQ1 und 1KQ2).

2.4. SsRNAs suchen und finden

In friheren Jahren wurden sRNAs in Bakterien meist nur durch Zufall entdeckt, wie das
Beispiel von DsrA zeigt. DsrA wurde bei der Untersuchung des Gens rcsA auf einem
multicopy Plasmid entdeckt, das fur einen Regulator der Capsid Synthese kodiert. In diesem
System bewirkte DsrA eine Capsid Uberproduktion. DsrA reprimiert die Expression des
Histon &hnlichen Proteins Hns, welches rcsA reprimiert. Dieser Zusammenhang erklart den
entstandenen Phanotyp. Uberexpression von DsrA entfernt Hns aus dem System und fiihrt so
zu einer Uberexpression von RcsA [63]. In den folgenden Jahren wurde eine Vielzahl

verschiedener Methoden angewandt um — meist in E. coli — gezielt SRNAs zu identifizieren.
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in vivo Markierung der Gesamt-RNA

Durch den Zusatz von radioaktiv markiertem Orthophosphat (*PO,*) zum Kulturmedium
konnten hdufig vorkommende RNA Spezies identifiziert werden. Orthophosphat wird vom
Organismus aufgenommen und zufallig in Nukleinséuren und andere Biomolekule eingebaut.
Nach Isolierung von Gesamt-RNA und Auftrennung in einem denaturierenden Gel konnten

spezifische Banden ausgeschnitten und sequenziert werden.

Der Nachteil dieser Methode ist, dass sie sich nur fir hoch exprimierte RNA Spezies eignet.

Sie war jedoch empfindlich genug zum Nachweis von tmRNA, 6S RNA oder Spot42 [64].

Bioinformatische Vorhersage

Im Jahr 2001 wurden drei Studien veroffentlicht, in denen zum ersten Mal sRNASs
bioinformatisch vorhergesagt wurden [65-67]. Alle drei zusammen identifizierten und
verifizierten mehr als 40 neue SRNAs in E. coli.

Argaman et al. extrahierten die intergenen Regionen (IGR) aus dem Genom und suchten

darin nach den -35 und -10 Boxen c'°

abhangiger Promotoren. 50 bis maximal 400 nt
stromabwaérts davon wurde nach rho unabhdngigen Terminatoren gesucht. Die Sequenz
zwischen den beiden Strukturen sollte zu einem bestimmten MindestmaR auch in anderen
Enterobakterien konserviert sein. Von den so vorhergesagten 24 neuen sRNA Kandidaten
konnte bei 14 im Northern Blot ein Transkript nachgewiesen werden, was einer Erfolgsquote

von immerhin 58% entspricht.

Wassarman et al. nutzten zusétzlich zur Promoter- und Terminatorvorhersage die hohe
Konservierung bis dahin bekannter SRNAs fir ihre Studie. Sie fuhrten die Identitdt und
Orientierung der benachbart liegenden Gene als weiteres Kriterium fir die Auswahl
potentieller sSRNAs ein. Sie nahmen an, dass sRNAs in verwandten Arten mit hoher
Wahrscheinlichkeit von jeweils denselben Genen flankiert werden. Aullerdem werteten sie
die Orientierung der Gene. Eine potentielle SRNA 3’ eines Leserahmens (ORF) ist mit
hoherer Wahrscheinlichkeit ein Treffer, als 5’ eines ORF wo es sich auch um einen
regulatorisch aktiven 5’ UTR, wie einen Riboswitch, handeln kann. Mit diesem Ansatz

konnten 17 neue sSRNAs in E. coli nachgewiesen werden.

Die dritte Studie von Rivas et al. fiihrte als erste neben der Konservierung der Sequenz in
verwandten Organismen auch die Konservierung der Sekundérstruktur als Kriterium mit ein.

Konservierte Sekundérstrukturen, vor allem solche mit kompensatorischen Sequenzen,
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wurden flr eine Auswahl der SRNA Kandidaten verwendet. Bei 10 der vorhergesagten 49

SRNA Kandidaten konnte eine Transkription nachgewiesen werden.

Shotgun Klonierung

Mit diesem globaler angelegten Ansatz konnten sSRNAs in E. coli in grofierer Menge als
vorher nachgewiesen werden [68]. RNAs einer Lange von 50 bis 500 nt wurden aufgereinigt,
in eine cDNA Bibliothek umgeschrieben und auf einem high-density filter fixiert. In einer
Vorstudie wurden diese mit rRNA und tRNA Sonden hybridisiert um diese Signale
ausschlieBen zu konnen. Die Sequenzierung der verbleibenden ~ 3.000 Klone identifizierte
mehrere neue SRNAs und bestatigte einige bioinformatisch vorhergesagte sowie bereits

bekannte.

Prinzipiell ist es mit dieser Methode mdglich alle SRNAs eines Organismus zu identifizieren,

die zum Zeitpunkt der Zellernte exprimiert werden.

Microarrays

Eine Studie von Tjaden et al. in E. coli untersuchte die Genexpression unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen mit Hilfe von Microarrays [69]. Auf diesen wurden die kodierenden
Regionen wie auch beide Strange der intergenen Regionen detektiert. Die Autoren fanden
~4050 kodierende Transkripte sowie ~1100 Transkripte aus den IGR. Von diesen konnten 334
die langer als 70 nt waren nicht einem 5’ oder 3° UTR oder einem Operon zugeordnet

werden. Die Liste enthielt auch 19 der 34 damals bekannten SRNAs.

Co-Immunopréazipitation mit Proteinen

Die meisten sSRNAs in E. coli bendtigen Hfq fur ihre Funktion und binden es mit hoher
Affinitat. Diese Eigenschaft wurde von Zhang et al. ausgenutzt um mittels Hfq spezifischer
Antikorper Hfg-RNA Komplexe aus Zelllysat zu féllen [70]. Mit dieser Methode wurden 15
bekannte und 5 neue sRNAs in E. coli nachgewiesen. Diese Methode kann theoretisch in

allen Spezies mit Hfg angewandt werden.

2.5. Identifikation moglicher Zielgene von sRNAs

Nach der Identifizierung einer neuen sRNA folgt die oftmals viel aufwendigere Suche nach
ihrem Ziel. Daflr stehen mehrere verschiedene Methoden zur Auswahl, die im Folgenden

kurz erlautert werden sollen.
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Proteomanalyse von Mutanten

Eine héufig eingesetzte Methode ist die vergleichende Analyse des Proteoms wvon
Uberexpressions- und Deletionsmutanten der SRNA mit dem Wildtyp in 1D- oder 2D-Gelen.
Urbanowski et al. identifizierten vier mogliche Ziele der SRNA GcvB in 1D Proteingelen.
Alle diese Ziele konnten spater von Sharma et al. bestétigt werden. Auf eine ahnliche Weise
wurden die Ziele von MicA (ompA) und Spot42 (galK) durch Uberexpression der SRNAs in
2D-Gelen identifiziert [41, 71, 72].

Analyse des Transkriptoms

Die Aktivierung oder Repression von mRNAs durch sRNAs fiihrt oft zu einer Anderung von
deren Stabilitat. Eine vergleichende Analyse des Transkriptoms in Uberexpressions- oder
Deletionsmutanten der sSRNA in Microarrays kann solche Anderungen der mRNA Menge
aufzeigen. Die zeitlich befristete Expression der SRNA in einem kurzen Puls kann primare
und sekundare Ziele unterscheidbar machen. Primdre Ziele interagieren direkt mit der SRNA,
sekundare reagieren auf die Veranderung der priméren Ziele. Dieser Ansatz wurde in

mehreren Studien verwendet um die Ziele von SRNAs zu finden.

Die Expression der sSRNAs OmrA oder OmrB fiir 20 Minuten fiihrte zu starken Anderungen
der Menge von mehreren mRNAs von Proteinen der duReren Membran in E. coli [73]. In
einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass die 10 minutige Induktion der SRNA RhyB
den Abbau von mindesten siecben mRNAs von Proteinen der dufReren Membran zur Folge
hatte [74].

Bioinformatische Vorhersage von Ziel-mRNAs

Da sRNA-mRNA Interaktionen auf Basenpaarung beruhen, lassen sich diese in der Theorie
leicht vorhersagen. Das grofite Problem beim Versuch solch eine Interaktion vorherzusagen
ist der relativ kleine Bereich tber den sie sich in beiden Molekilen erstreckt. Zusatzlich
erschwert wird die Vorhersage dadurch dass die Bindung immer wieder durch ungepaarte
oder nicht kanonische Basenpaare unterbrochen wird. Eine Interaktion kann sich also tiber 20
Basen erstrecken, beinhaltet aber nur 10 Basenpaare. Je grofer die Interaktionsflache ist,
desto besser sind aber die Chancen ein richtiges Ziel vorherzusagen. Bei einer Suche mit
BlastN wurde ompC als Ziel von MicC identifiziert [42]. Diese Interaktion besteht allerdings

aus einer 16 nt langen Helix ohne Unterbrechungen.
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Ein erster Versuch ein Programm zu entwickeln das spezifisch fur die Suche nach sRNA-
MRNA Interaktionen geschrieben ist, ist TargetRNA. Hier wird die Suche auf die TIR
fokussiert um zumindest auf Seiten der mRNA das héufigste Ziel zu verwenden. Dann wird
versucht die SRNA Sequenz mit der TIR zu hybridisieren und die Resultate nach Stabilitat der
Bindung sortiert. Das Problem bei dieser Methode ist, dass die Sekundarstrukturen der beiden
RNAs nicht in die Bewertung mit einflieBen. Das einzige Kriterium ist also die Stabilitat der
maoglichen Hybridisierung so das, je nachdem wie stringent nach der Suche gefiltert wird,
entweder keine Treffer Ubrigbleiben, oder viel zu viele. (Die in Kapitel 3.4 beschriebene
Interaktion der sRNA scl mit ihre Ziel-mRNA dagA wurde von TargetRNA nicht

vorhergesagt.)

Momentan ist es vor allem auf Grund mangels experimenteller Daten nicht mdéglich in silico
zu entscheiden wann eine Hybridisierung fir eine Regulation der mRNA ausreicht und wann

nicht.

2.6. Ziel dieser Arbeit

Die meisten bisher charakterisierten SRNAs stammen aus Gram negativen Enterobakterien
wie E. coli. Zu Beginn dieser Arbeit gab es nur sehr wenige Beispiele Uberhaupt fir SRNAs
in Gram positiven Bakterien wie B. subtilis. Fir GC-reiche Gram positive wie die Gruppe der
Actinobakterien war keine sSRNA bekannt — abgesehen von ubiquitdren RNAs wie tmRNA
und 6S RNA.

Ziel dieser Arbeit war es mit verschiedenen bioinformatischen Methoden sRNAs in S.
coelicolor vorherzusagen. Parallel dazu sollte das Transkriptom mittels 454 Sequenzierung
nach sRNAs durchsucht werden. Interessante Kandidaten aus allen Ansatzen sollten in ihrer
Expression analysiert und strukturell sowie funktional charakterisiert werden. Die dazu
notwendigen Methoden sollten deshalb zunéchst etabliert und, soweit notwendig, an die GC-

reichen Streptomyceten angepasst werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Bioinformatische Vorhersage von sRNAs

Die Suche nach sRNAs im Genom von S. coelicolor wurde auf die IGR beschréankt, da
SRNAs meist dort kodiert sind. Dazu wurden aus dem kompletten Genom alle kodierenden
Regionen sowie alle bekannten RNA Spezies (tRNAs und rRNAs) entfernt. Die ubrig
bleibenden IGRs wurden fortlaufend nummeriert. Flr die weiteren Vorhersagen wurden nur
IGRs mit einer Lange > 80 nt verwendet (3797 Stiick). Die Abbildung 3-1 zeigt beispielhaft
eine so extrahierte Region. Es handelt sich um die intergene Region 5 (>IG|5). Sie reicht von
11953 bis 12365 nt im Genom. 11617..11952-ss+12366..13457 beschreibt die Start- und
Endpunkte der flankierenden Gene. Minus und Plus Zeichen neben dem & geben an, auf
welchem Strang die flankierenden Gene liegen. Die Sequenz der IGR entspricht immer dem

Plusstrang von 5’ nach 3’.

>IG|5:11953-12365:11617..11952-&&+12366..13457

| GCTGCGGGATAGCCGGGGCGCCGTAGCGGCCGATTCCCCCTCGACGTACGCCCACCAGGGCTTGCCCGTGGTGCCCCGTCATCAGTTTCGGCTTCCAC
CGGTCGGAATCGGTCCAGTGCGGGGCTGGTCCTGACCGGGCTGCGGTACGCGGACTCCGCGCGGTGGACCGCTGGTGCCGGAGACATCGGGCAGACCG
|CTCAACGGCGTCGTCGAAGACGCCGGAACTGGACTGCCGGCGTCGCGTTGCGCCGAATCGGGCACGCTGCTTCCGTGCGCGGGCCAGCATAGGCAGGA
GTAGTGCTGCGATCGTCCGCGACGGCGTCGGAGGCAACATGAGTGCTGAGCGAGAACAGCAGCCGAGGACGGCCCCGGTCCTTCCCCGCCAACGGCGT
GCCTCCGGGAACACGTTGACC

Abbildung 3-1: Intergene Region Nummer 5.

3.1.1. RNAmotif

Eine haufig verwendete Methode zur Vorhersage von sRNAs besteht darin, die Vorhersage
bekannter Promotoren (meist Stress- oder Haushaltspromotoren) und rho unabhéngiger
Terminatoren zu kombinieren. Die Vorhersagen werden dann zunéchst unabhéngig
voneinander durchgefiihrt und anschlieend die Ergebnisse kombiniert. Ein typischer Filter
sieht zum Beispiel so aus, dass nur solche Promotoren als Treffer anerkannt werden, bei
denen maximal 300 nt dahinter auch ein Terminator gefunden wurde. So eine
Transkriptionseinheit wird dann auf einen Leserahmen hin Uberpruft. Genome werden meist
automatisch annotiert, Fehler sind deshalb durchaus mdglich. Findet sich in der Sequenz
dazwischen kein Leserahmen, handelt es sich vermutlich um eine nicht kodierende RNA.
Diese konnte dann eine nicht annotierte tRNA, rRNA oder eine SRNA sein. Die ersten beiden
Madglichkeiten lassen sich aber durch die hohe Konservierung, die diese beiden Spezies
auszeichnet, zuverlassig uberprifen. Die Ubrig bleibenden Sequenzen sind potentielle SRNAs

und kdnnen weiter untersucht werden.
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Streptomyceten verwenden — anders als E. coli — eine Vielzahl von Sigma Faktoren zur
Regulation der Genexpression. Zurzeit sind etwa 65 solcher Sigma Faktoren in S. coelicolor
bekannt bzw. als solche annotiert. Dies hat zur Folge, dass sich Promotersequenzen hier sehr
inhomogen darstellen. Des Weiteren sind nur von wenigen Sigma Faktoren die Bindeepitope
auf der DNA bekannt. Aus diesem Grund wurde die bioinformatische Vorhersage auf die
Suche nach Terminatoren beschrénkt. Hierfur wurde das Programm RNAmotif verwendet
[75]. RNAmotif durchsucht eine Datenbank nach RNA Sequenzen, die einem vorher
definierten Motiv entsprechen. Solch ein Motiv kann sowohl eine bestimmte Sequenz als
auch eine Sekundéarstruktur sein. \erschiedene Motive konnen kombiniert und
unterschiedlich gewichtet werden. Ein Treffer bedeutet, dass eine Sequenz in der Lage ist,

eine bestimmte Sekundarstruktur einzunehmen.

Die extrahierten IGRs wurden nun dazu verwendet, mittels RNAmotif nach
terminatordhnlichen Strukturen zu suchen. Hierbei wurde ein Terminator als Sequenz
definiert, die in der Lage ist eine Stammschleife gefolgt von einer einzelstrangigen Region

auszubilden.
#RM descr ss h5(tag=1") ss h3(tag=°1") ss SS SS SS

Mit diesem Deskriptor wurden 172 potentielle Terminatoren in den IGRs vorhergesagt. Diese
wurden unter NC_003888_min80nt_no_rRNA_tRNA_genes.rnamotif sorted gespeichert. Abbildung 3-2
zeigt beispielhaft das Ergebnis der Vorhersage mit RNAmotif fiir die IGR Nr. 31. Zu Beginn
steht wieder die Beschreibung der IGR, dann folgen die Ergebnisse von RNAmotif. Die
Sequenz der Stammschleife folgt als letztes: gtttttgataa ccctct ccatge gggggg a ttett
ttc cctt, Wobei der zweite und vierte Block die Helix bilden (ccctet und gggggg). Danach
folgt eine T reiche Region. Die Zahl vor der Sequenz (42) gibt die Lange des Terminators an,
die beiden Zahlen davor (o und 109) geben den Strang an auf dem der Terminator liegt (o
bezeichnet den plus, 1 den minus Strang) und die Anfangsposition des Terminators relativ
zum Beginn der IGR (109). Der Terminator in Abbildung 3-2 liegt also in IGR 31, ist 42 nt
lang und beginnt bei Nukleotid 109 der IGR. Die anderen Zahlen der Ausgabe sind
verschiedene Scores, die von RNAmotif wahrend der Suche erzeugt wurden. Der wichtigste
ist der 6 (-2.29 in Abbildung 3-2). Er gibt den vorausberechneten AG Wert des Terminators in
kcal/mol an. In die ndhere Auswahl kamen nur Terminatoren mit einem AG < -4 kcal/mol.
Diese Bedingung traf auf 129 potentielle Terminatoren zu. Sie wurden in der Datei

sco min80nt no rRNA tRNA genes.terminators sorted score-4.txt gespeichert.
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#RM scored

#RM descr ss h5(tag="1") ss h3(tag="1"') ss ss ss ss

>IG131:51540-51830:49821. .51539-&&+51831. .53144
IG131:51540-51830:49821..51539-&&+51831..53144 | -7.00 | -0.90 | -2.80 |
-1.70 | -3.20 | -2.29 | 6.0 | 6.0 | 3.0 | 0.6 | 0 109 42
gtttttgataa ccctct ccatgc gggggg a ttctt ttc cctt

>IG131:51540-51830:49821. .51539-8&+51831. .53144

IG131:51540-51830:49821. .51539-&&+51831. .53144 | -5.80 | -0.90 | -2.80 |
-1.70 | -3.20 | -1.09 | 6.0 | 5.0 | 3.0 | 0.6 | 0 110 41
tttttgataac cctctc catgc gggggg a ttctt ttc cctt

>IG131:51540-51830:49821. .51539-&&+51831. .53144

IG131:51540-51830:49821. .51539-&&+51831. .53144 | -6.40 | -0.90 | -2.80 |
-1.70 | -3.20 | -1.69 | 6.0 | 4.0 | 3.0 | 0.6 | (7] 111 40
ttttgataacc ctctcc atgc gggggg a ttctt ttc cctt

Abbildung 3-2: Ergebnis der RNAmotif Suche fiir IGR 31.

3.1.2. Target Explorer

Ein weiterer Ansatz bestand darin, SRNAs zu finden, die unter der Kontrolle eines globalen
Regulatorproteins stehen. Ein solches Protein in Streptomyceten ist DasR (deficient in aerial
mycelium and spore formation). DasR ist ein Repressor der Transkription und reguliert, laut
Vorhersagen, mehr als 100 Gene in S. coelicolor [76-79]. Induziert wird das Protein durch
Glucosamin-6-Phosphat (GIcN-6P), einem Zwischenprodukt des Chitinabbaus. Chitin wird
extrazellular durch Chitinasen in sein Monomer N-Acetyl-Glucosamin (GICNAc) gespalten,
uber das Phosphotransferasesystem (PTS) in die Zelle aufgenommen und dabei zu N-Acetyl-
Glucosamin-6-Phosphat (GIcNAc-6P) phosphoryliert. Durch Deacetylierung durch NagA
entsteht Glc-6P, das von NagB in Fructose-6-Phosphat (Fru-6P) umgewandelt wird. Ein
hoher GIcN-6P Spiegel in der Zelle bewirkt die Ablésung von DasR von seiner
Operatorbindestelle und die Freigabe der Transkription der dahinter liegenden Gene — unter
anderem des PTS. Die Erkennungssequenz von DasR auf der DNA ist die so genannte dre-

site (DasR responsive element), deren Konsensussequenz in Abbildung 3-3 gezeigt wird.

netiilclAhCee,

2 3 4 5 6 789101112131415163

Blts

Abbildung 3-3: Konsensussequenz bekannter Bindestellen von DasR ( aus Rigali et al. 2007).

Um dre-sites VVorhersagen zu kdnnen, musste zunéchst eine Matrix erstellt werden, in der die
einzelnen Nukleotide der Bindestelle eine Bewertung entsprechend ihrer Wichtigkeit

bekommen. Dazu wurde das Programm ‘Target Explorer’ verwendet [80]. Zum Erstellen der
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Positionsmatrix wurden die Sequenzen von funf verschiedenen dre-sites verwendet, deren
Erkennung durch DasR in vivo nachgewiesen worden ist (Friedrich Titgemeyer, persénliche
Daten). Die verwendeten Sequenzen und zugehdrigen Gene sind in Tabelle 3-1 aufgelistet.

Die erstellte Positionsmatrix ist in Abbildung 3-4 gezeigt.

Tabelle 3-1: dre-sites, die zur Erstellung der Positionsmartix verwendet wurden.

Gen dre-site
nagEl actggtgtagaccagt
nagE2 agtggtgtagacctgt

ptsH agttgtctagaccagt

dasA aatggtgtagaccagt
crr tgtggtctagacctct

Score matrix:

A 1.00-022 -1.79 -1.79 -1.79 -1.79 -1.79 -1.79 121-1.79 121-1.79 -1.79 0.73-1.79 -1.79
Cc-179 -0.14 -1.79 -1.79 -1.79 -1.79 045-1.79 -1.79 -1.79 -1.79 1.30 1.30-1.79 -0.14 -1.79
G-1.79 082-1.79 109 130-1.79 0.82-1.79 -1.79 1.30-1.79 -1.79 -1.79 -1.79 1.09 -1.79
T-022-179 121-022-1.79 1.21-1.79 1.21-1.79 -1.79 -1.79 -1.79 -1.79 0.36-1.79 1.21

Abbildung 3-4: Positionsmatrix der dre-sites erstellt mit Target Explorer.

3.1.3. PreDetector

Mit Hilfe der Matrix in Abbildung 3-4 wurden mit dem Programm PreDetector moégliche
DasR Bindestellen im Genom von S. coelicolor vorhergesagt [81]. Dieses durchsucht ein
gegebenes Genom nach allen Sequenzen die einer bestimmten Positionsmatrix entsprechen.
Die Ergebnisse werden nach Grad der Ubereinstimmung mit der Matrix gewertet und sortiert
(Score). Als weiterer Filter wurden nur dre-sites als Treffer akzeptiert, die in einer IGR und
mindestens 100 nt vom ndchsten Gen entfernt liegen. Auf diese Weise wurden 15 neue dre-
sites vorhergesagt (Tab. 3-2). Im ndchsten Schritt wurde stromabwarts dieser dre-sites nach

konservierten Bereichen gesucht.
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Tabelle 3-2: vorhergesagte dre-sites.

) - stromabwarts Funktion des
Score dre-site Position
gelegenes Gen Gens
16,97 actggtctacaccatt -105 SC0O5232 Zuckertransporter
13,99 acaggtctaaaccatt -101 SCO3563 Synthetase
13,97 actggtctacaccctt -171 SCO7263 chiF, Chitinase
12,19 agtggtctagtccaca  -334 SC05239 Histidin Kinase
11,55 agtggcgtacacctgt -214 SCO7250c unbekannt
ATP/GTP
11,18 agtggactatacctgt -245 SCO6004c ) )
bindendes Protein
sekretierte
10,90 agaggtctagacaaaa  -117 SCO06300c
Hydrolase
10,60 aatggtctggaccaga  -112 SC06012c unbekannt
10,35 aatcgtcaagacctgt -117 SCO03490 Transposase
9,95 agaggtcaagatcact  -102 SC04506 unbekannt
integrales
9,70 ccttgtctagaccaat -160 SCO7224c )
Membranprotein
sekretiertes
9,45 actggcggagacctct -129 SCO01906¢ )
Protein
9,23 tgttgtctagtccaat -313 SC03679 unbekannt
integrales
9,09 tctggtctagtectgg -119 SCO05230c )
Membranprotein
sekretierte
9,01 taaggtctagacctgc -113 SCO6345

Chitinase

Dazu wurde die Genomsequenz von S. coelicolor an dieser Stelle mittels BLAST mit der von
S. avermitilis und Thermobifida fusca verglichen. Nur bei einer — SCO5239 — zeigte sich eine
~ 200 nt lange konservierte Region in der IGR direkt hinter der dre-site (siehe Kapitel 3.4).
Bei neun weiteren (in der Tabelle kursiv) lasst die Funktion des stromabwarts liegenden Gens
eher eine auf Regulation durch DasR und einen langen 5’UTR vermuten. SCO7263 zum
Beispiel kodiert ChiF, eine extrazelluldre Chitinase, die vermutlich durch DasR in ihrer

Expression reguliert wird.
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3.1.4. Vorhersage konservierter Strukturen

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Heiko Liesegang aus Gottingen wurden zwei
weitere Vorhersagen durchgefiihrt. In diesen wurde mittels RNAz bzw. Infernal nach
konservierten Strukturen — unabhé&ngig von der Sequenz — in den IGRs gesucht [82, 83].
RNAZz lieferte 991, Infernal 1377 Treffer. In beiden Fallen wurde die Suche auf die IGRs > 80
nt beschrankt. Ein Treffer bezeichnet jeweils eine konservierte Sekundarstruktur in einer
bestimmten  Region. Die  Ergebnisse  sind unter  rnaz 0.5 sco.xls  und
Inf 80 SCO ScoreSort.xls abgelegt. Von beiden Listen wurden grr (general file format)

Dateien erstellt, die die Visualisierung der Daten in Artemis erlauben [84].

3.2. 454 Sequenzierung des Transkriptoms

Alternativ zur bioinformatischen Vorhersage von sRNAs wurde eine Datenbank des
Transkriptoms von S. coelicolor erstellt. Hierzu wurde S. coelicolor M145 in TSB Medium
bis zum Ende der exponentiellen Phase angezogen (48 h). Die Kultur wurde geerntet und
Gesamt-RNA extrahiert. Durch RT-PCR mit fiinf verschiedenen Oligonukleotidpaaren wurde
die RNA auf DNA Kontamination Uberprift. 30 pg DNA-freie RNA wurden zur weiteren
Bearbeitung an C. Sharma (MPI IB, Berlin) gesandt. Dort wurden 5’ Linker und ein Poly-A
Schwanz mit und ohne vorherige Behandlung mit Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP) an
die RNA ligiert und die cDNA Synthese durchgefihrt. Die TAP Behandlung ist notwendig,
da bakterielle Primértranskripte am 5’ Ende ein Triphosphat tragen, dass eine Ligation
erschwert. Nach einer Prozessierung haben die RNAs ein Monophosphat am 5’ Ende und
konnen ligiert werden. Die TAP Behandlung erhéht also den Anteil an Primértranskripten in
der Sequenzierung. An die RNAs = TAP Behandlung wurden verschiedene Linker (ACTA
bzw. AGGT) ligiert um die Sequenzen nach der Sequenzierung unterscheiden zu kénnen. Die
Sequenzierung erfolgte dann auf einem Roche FLX Sequencer. Die erhaltenen Sequenzen
wurden von C. Sharma gefiltert. Nach der Sortierung £ TAP Behandlung wurden die
Linkersequenzen und die Poly-A Schwinze sowie alle Sequenzen < 18 nt entfernt. Die

verbleibenden Sequenzen wurden mittels BLASTN im Genom annotiert (Tab. 3-3 und 3-4).
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Tabelle 3-3: Primare Sequenzen in der 454 Datenbank.

Datenbank Linker  Sequenzen <18 nt > 18nt
SCO- ACTA 40428 11140 29288
SCO+ AGGT 38946 10532 28414

Diese jeweils ~ 40.000 Sequenzen wurden weiter gefiltert. So wurden alle kodierenden
Bereiche, rRNAs, tRNAs und bekannte Riboswitche entfernt. Das Ergebnis der Filterung ist

in Tabelle 3-4 zusammengefasst.

Tabelle 3-4: 454 Ergebnis.

SCO- SCO+
<18 nt 11140 10532
2 18 nt ohne
BLAST Treffer 0044 4123
5S rRNA 1224 1227
23S rRNA 7417 4582
16S rRNA 2344 1137
tRNASs 3433 7805
antisense zu
(RNA 11 10
SRP RNA 37 112
RNAseP RNA 16 52
tmRNA 31 72
sense to
MRNA 2691 3069
antisense to
MRNA 643 660
sense zu
Riboswitch 16 19
IGR 4581 5546
Total 40428 38946

Die fett markierten Sequenzen in Tabelle 3-4 waren fir die weitere Bearbeitung interessant.
Diese enthalten transkribierte SRNAs, aber auch 5’ und 3 UTRs annotierter Gene, sowie
nicht annotierte Gene. Diese wurden im néchsten Schritt manuell mit dem Affymetrix
Genome Browser untersucht und eine Tabelle potentieller SRNAs erstellt. Der Genome
Browser erlaubt die Visualisierung von 454 Daten im annotierten Genom. Trotz der Filterung
waren noch einige Sequenzen Ubrig, die mit kodierenden Bereichen tberlappten. Diese wurde

aus der Liste entfernt. Ebenfalls entfernt wurden alle Sequenzen die néher als 10 nt an einen
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kodierenden Bereich heran reichten oder die sich im intergenen Bereich vor oder hinter einer
tRNA oder rRNA befanden. Dies resultierte in 815 Transkripten, die derzeit in der
Arbeitsgruppe weiter analysiert werden (siehe Anhang Seite 116ff).

3.3. Die sRNA sc32

3.3.1. Expressionsanalyse und 5’RACE

Aus den Ergebnissen der bioinformatischen Vorhersagen mittels RNAz und RNAmotif wurde
eine Liste mit Treffern erstellt, die in beiden Suchen vorkamen. 35 dieser Treffer wurden
augewahlt und die Expression eines Transkriptes im Northern Blot Uberpruft. Als Kriterium
fir die Auswahl wurde die Stabilitat des vorhergesagten Terminators, die Konservierung der
Struktur und der Abstand zu den benachbarten Genen verwendet. Nur eine Sequenz dieses
Pools — Nummer 32 — zeigte im Northern Blot ein Signal, das nicht mit einer mRNA in

Verbindung zu bringen war (Abb. 3-5).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
sc32 e

SSTRNA  umes #mmss s  SHEES S saes  semes SRS Se—

Abbildung 3-5: Northern Blot zum Nachweis von sc32 mit RNA pripariert aus verschiedenen Stressbedingungen.
Sonde: Oligonukleotid as_sc32#1. 1 Stickstoffmangel 2 Stickstoffpuls 3 Kilteschock 4 Hitzeschock § Balanced +
GlcNAc 6 Balanced 7 sc1 Uberexpression 8 DasR Uberexpression +GIlcNAc 9 DasR Uberexpression.

Diese sRNA — sc32 — wird spezifisch bei Kalteschockbedingungen exprimiert. Sie liegt
zwischen den Genen SCO4091 und SC04092. Um den Transkriptionsstart zu bestimmen,
wurde 5’RACE durchgefuhrt. Dazu wurde eine S. coelicolor Kultur einem Kalteschock
unterzogen und anschlieBend die RNA prépariert. Nach der cDNA Synthese wurden die
Oligonukleotide as sc32#1 und as_sc32#2 zur PCR Amplifikation verwendet. Das

entstandene PCR-Produkt wurde jeweils TOPO-kloniert und sequenziert (Abb. 3-6). Auf

Linker (1>25) —

Abbildung 3-6: 5’RACE von sc32. Die Sequenz des A4-Linkers ist eingezeichnet. Fiir die PCR wurden die
Oligonukleotide as_sc32#2 undas_sc32#1 verwendet. Das 5’ Ende von sc32 ist rot markiert.
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diese Weise konnte das 5’ Ende der SRNA sc32 bei Position 4485574 im Genom bestimmt
werden. Auf Grund des ausgepragten Terminators war eine experimentelle Bestimmung des
3’ Endes nicht notwendig. Es liegt bei 4485713, was einer Lénge von sc32 von 139 nt
entspricht. Diese Lange entspricht auch der Laufstrecke im Gel.

Die Strukturvorhersage von sc32 mit RNAfold sagt eine Faltung in drei Haarnadelschleifen
unterschiedlicher Stabilitat voraus (Abb. 3-7). Der Farbcode der Abbildung ist ein MaR flr
die Glaubwirdigkeit (,reliability‘) der Vorhersage. Rot markierte Basenpaarungen kommen

in allen vorhergesagten Sekundarstrukturen haufiger vor als blaue.

Sc32 liegt zwischen den Genen bldC (SCO4091) und SCO4092 nur vier nt vom 3’ Ende von
bldC entfernt (Abb. 3-8). Somit muss der Promoter von sc32 entweder im kodierenden
Bereich von bldC liegen oder sc32 ist ein Produkt der Prozessierung des 3’UTRs von bldC.
Ein Northern Blot mit einer Sonde gegen den kodierenden Bereich von bldC konnte aber
keine synchrone Expression bei Kalteschock der mRNA und sc32 zeigen. Auch konnte in der
durchgefuhrten 454 Sequenzierung keine durchgehende mRNA nachgewiesen werden. Das
Gen bldC kodiert fir einen konservierten Sigmafaktor, dessen genaue Funktion nicht bekannt
ist. Eine Deletion von bldC fiihrt zu einem bald Phanotyp, bei dem kein Luftmyzel mehr
gebildet wird [85, 86]

bldC -

Abbildung 3-8: Lage von sc32 im Genom von S. coelicolor zwischen den Genen bldC (SCO4091) und SCO4092.
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3.3.2. Uberexpression von sc32

Die Suche nach den Zielgenen von sRNAs gestaltet sich oft schwierig, da diese meist nicht
benachbart den SRNAs im Genom liegen, wie dies fiir viele Repressorproteine der Fall ist.
Um dennoch deren Zielgene zu identifizieren, wird die SRNA Uberexprimiert bzw. deletiert.
Ein Phanotyp kann dann einen Rickschluss auf die Funktion der SRNA und damit mégliche
Zielgene erlauben. Die Wirkung von sRNAs ist meist eher die Modulation der Aktivitat ihres
Zielgens. Deshalb ist es nicht selten, dass die Deletion einer SRNA keinen Phanotyp nach

sich zieht. Die Uberexpression zeigt meist deutlichere Resultate.

Das Uberexpressionsplasmid von sc32 — pUWL-sc32 — wurde von Johannes Fortsch in seiner
Diplomarbeit kloniert und in S. coelicolor transformiert. Auf ihm ist sc32 unter der Kontrolle
des konstitutiven Phagenpromoters SF14 [87]. Dies fuhrt zu einer deregulierten, starken
Uberexpression der sRNA. In den von ihm durchgefilhrten Untersuchungen mit dieser

Mutante konnten jedoch keine Phanotypen erzeugt werden.

3.3.3. Deletion von sc32 mit Hilfe des ReDirect Systems

Es wurde weiterhin versucht, sc32 mittels der ReDirect Methode [88, 89] im Genom zu
deletieren. Dabei wird in einem mehrstufigen Prozess eine bestimmte Genomsequenz gegen
eine Resistenzkassette ausgetauscht (siehe Anhang Seite 107). Zunédchst wurde die
Resistenzkassette — in diesem Fall Apramycin — vom Plasmid plJ773 mit dem
Oligonukleotiden sc32_del fwd und sc32_del _rev mittels PCR amplifiziert. Durch die
Oligonukleotide wurde an die Kassette am 5 und 3’ Ende je 39 nt genomischer Sequenz
angehangt. Diese entsprachen der Region +2 bis +40 von sc32 sowie 2 — bis 41 nt hinter dem
3’ Ende der SRNA. Diese Strategie wurde verwendet, um die Expression von bldC méglichst
nicht zu stéren. Das erzeugte PCR-Produkt wurde in E. coli BW25113/plJ790/StD17
elektroporiert. Dieser Stamm tragt auf plJ790 das Lambda-red Rekombinationssystem unter
Kontrolle des durch L-Arabinose induzierbaren Promoters ParaBAD [90]. Mutationen
werden in S. coelicolor meist nicht direkt eingefiihrt, sonder zundchst in E. coli auf einem
Cosmid etabliert. Die Cosmidbank fir S. coelicolor ist ein Nebenprodukt der Sequenzierung
des Genoms und sind Uber das Sanger Institut erhaltlich [91]. Jedes der Cosmide tragt etwa
50 kB genomischer Sequenz und kann in E. coli vermehrt werden. Mutanten werden also
zuerst in E. coli mit Hilfe des Lambda-red Systems kloniert. Die mutierten Cosmide werden

dann in S. coelicolor konjugiert. Durch doppelt homologe Rekombination wird dann die
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Resistenzkassette an der richtigen Stelle ins Genom integriert. Das Cosmid StD17 trégt den
Abschnitt von 4469119 bis 4508921 nt des S. coelicolor Genomes (SC0O4076 — SC04108)
also auch die SRNA sc32. Mit Hilfe des Lambda-red Systems erfolgt eine doppelt homologe
Rekombination in das Cosmid und somit ein Austausch der gewinschten Genomsequenz
durch die Resistenzkassette. Das mutierte Cosmid wurde in E. coli ET12567/pUZ8002
transformiert und von dort in S. coelicolor konjugiert. Nach erfolgreicher Konjugation tragen
die Streptomyceten eine lineare Kopie des Cosmids mit einer Kanamycin Resistenz aus dem
Rickgrat des Cosmids und eine Apramycin Kassette die in das Cosmid eingebaut wurde
(Km® und ApF). Findet eine doppelt homologe Rekombination des Fragments in das Genom
statt, wird die Apramycin Kassette ins Genom integriert, wahrend die Kanamycin Kassette
dabei verloren geht. Durch Uberstempeln von Kolonien von SM-Apramycin auf SM-

Apramycin-Kanamycin Platten kénnen Kanamycin sensitive Mutanten gefunden werden.

In mehreren Versuchen konnten keine Km® Mutanten von sc32 isoliert werden. Um
ausschlieBen zu kénnen, dass es an der Nédhe zu bldC liegt wurde ein alternativer Ansatz
durchgefuhrt. Bei diesem sollte sc32 nicht deletiert, sondern an Position +50 disruptiert

werden. Dadurch sollte die Sequenzumgebung von bldC mdglichst wenig veréndert werden.

3.3.4. Disruption von sc32 mit dem ReDirect System

Analog zum Vorgehen bei der Deletion wurde mit den Oligonukleotiden sc32_dis_fwd und
sc32_dis_rev die Apramycin Resistenzkassette von dem Plasmid plJ773 amplifiziert. Mit
dem erzeugten Produkt wurde in E. coli BW25113/p1J790/StD17 mit Hilfe des Lambda-red
Systems eine doppelt homologe Rekombination am Cosmid StD17 durchgefiihrt. Bei diesem

Ansatz konnten jedoch keine Cosmide mit Apramycin Kassette erzeugt werden.
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3.4. Die sRNA sc1

Eine zweite SRNA, die genauer untersucht wurde, tauchte in zwei verschiedenen
bioinformatischen Vorhersagen auf. Bei der Suche nach potentiellen dre-sites wurde sie
zwischen den Genen SC05238 und SC0O5239 vorhergesagt (Tabelle 3-2, vierte von oben).
Das diese von DasR in vitro erkannt wird, konnte bereits von Joachim Stephan durch einen

Gelshift mit aufgereinigtem DasR gezeigt werden (Abb. 3-9).

ns crr dre Scl

= bk ek -+ DasR
A
AN

Abbildung 3-9: Gelshift der dre-site vor scl. Freie dre-site DNA weiles Dreieck, dre-DasR Komplex schwarzes
Dreieck. Eine unspezifische Sequenz wurde als Negativkontrolle (ns), die dre-site vor crr (SCO1390) als
Positivkontrolle verwendet. © Joachim Stephan, Erlangen

49 nt Stromabwarts dieser dre-site wurde mittels BLAST ein ~ 200 nt langer Bereich mit
75% Sequenzidentitat zwischen S. coelicolor, S. avermitilis, S. griseus und S. scabies
gefunden (Abb. 3-10). Dieser Bereich unterscheidet sich stark von den 9% Sequenzidentitat
im Rest dieser IGR. Mittels Northern Blot konnte die Expression eines etwa 160 nt langen
Transkriptes nachgewiesen werden (Abb. 3-11). Eine genauere Analyse der Region zeigte

einen 102 nt langen Leserahmen, der fur 34 Aminosauren kodiert.

VLSALTAPAPHPSADRDRTPHGRCCSGLRCREG*

100 nt
—

o MCscom | [SGOEEN]

Lst
=D s [
[sscors ][]

TS -

Abbildung 3-10: Lage von scl (rot) im Genom von S. coelicolor (SCO), S. avermitilis (SAV), S. griseus (SGR) uns
S. scabies (SSC). Gelb dre-site, Grau konservierte Histidin Kinase.
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Eine BLAST Suche in allen sequenzierten bakteriellen Genomen ergab jedoch keinerlei
Ahnlichkeit dieses potentiellen Peptids zu bekannten Proteinen. Ein Vergleich der DNA
Sequenz mit S. avermitilis, S. griseus und S. scabies zeigte auflerdem, dass dieser
Leserahmen in keinem der anderen Streptomyceten vorhanden ist. Es kann also davon

ausgegangen werden, dass dieses Transkript — sc1 — keine mMRNA, sondern eine SRNA ist.

3.4.1. Expressionsprofil von scl

Zur Charakterisierung von sclwurde Gesamt-RNA aus einer Reihe von Strel3bedingungen
sowie Medien prépariert und im Northern Blot auf die Expression von scl hin untersucht
(Abbildung 3-11A und B). Es wurde die Expression in Vollmedium, Minimalmedium, unter
Hitze- und Kalteschock, UV-Stress, osmotischen und Alkohol induziertem Stress sowie unter

Né&hrstoffmangel untersucht.

Es zeigte sich, dass Scl beinahe konstitutiv exprimiert wird. In fast allen getesteten
Bedingungen lieR® sie sich im Northern Blot nachweisen. Die einzige Ausnahme trat bei

Stickstoffmangel auf. Wurden die Zellen in Stickstoff limitierten Evans Medium angezogen,

A B
M N C K H O U 47 51 70 76 80 96
e O ¢ O ¢ O e O e O e O
soont“ sc1 ~_-—-~—w-—.--‘-—
300 nt | -
. S TRNA | S s e e
e Balanced
150 nt A R e e SR s SC N-Limitiert
- C-Limitiert M 32 40 48 56 64 72 80 88 96 104112 M
it |
‘ scl | = 150 nt
S 150 nt
50 nt | 5S rRNA ———————— ———
P-Limitiert M 48 56 64 72 80 88 96 104112 M
scl (o = (150 nt
150 nt
‘-~--- 5S rRNA 5S rRNA — i — — — — — —

Abbildung 3-11: Expressionsanalyse von scl. A Northern Blot in Vollmedium (N), Kélteschock (C), Osmotischer
Stress (K), Hitzeschock (H), Sauerstoffmangel (O) und UV-Stress (U). B Northern Blots in Evans Medium ohne
Mangelbedingungen (Balanced) sowie unter Stickstoff- (N), Kohlenstoff- (C) und Phosphatmangel (P). Zahlen iiber
den Spuren bezeichnen Stunden nach Animpfen der Kultur.
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ging die Expression von scl drastisch zuriick, sobald die Zellen in die Stationdrphase kamen.
Dieser Effekt ist spezifisch flr Stickstoffmangel. Bei Kohlenstoff- oder Phosphatmangel trat
er nicht auf (Abb. 3-11B).

Da die 5’ von scl liegende dre-site von DasR in vitro erkannt wurde, wurde RNA aus DasR
Deletions- und Uberexpressionsmutanten (BAP29 und M145/pFT241, Dissertation Harald
Nothaft, 2003) prapariert. Hier zeigt sich eine Abhéngigkeit von scl von der Menge an DasR.
Uberproduktion von DasR filhrte zu Halbierung der Menge an sc1, wihrend Deletion von
DasR eine Verdopplung der Transkriptmenge bewirkte (Abb. 3-12). Durch Zugabe von 9 mM
GIcNAc zum Medium sollte der GIcN-6P Spiegel in der Zelle angehoben und dadurch DasR
induziert werden. Dadurch sollte die Menge an scl im Vergleich zu einer nicht induzierten
Kultur steigen. Es zeigten sich jedoch keine Unterschiede in der Menge an scl zwischen

induzierten und nicht induzierten Kulturen.

A B
wit AdasR DasR+ 5B
GlcNAC S S S S - M
(]
g 20
sc1 e w— — u% 15
2 10
®©
5STRNA | sl s S . e sy, | ° 05
0.0

- + - + - + GIcNAc
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Abbildung 3-12: Expressionsanalyse von scl in Abhéngigkeit von DasR. A Northern Blot gegen scl im Wildtyp
(wt), DasR Deletions- (AdasR) und DasR Uberexpressionsstamm+ 9 mM GIcNAc. B Quantifizierung des Northern
Blots.

3.4.2. 5 und 3’ Ende

Der Transkriptionsstart von scl wurde mittels 5’RACE bestimmt. Dazu wurde eine S.
coelicolor Kultur in TSB Medium bis zu Beginn der Stationdrphase angezogen und die
Gesamt-RNA prépariert. Die cDNA Bank wurde mit randomisierten Hexamer
Oligonukleotiden erstellt. Fir die nachfolgende PCR wurden die genspezifischen
Oligonukleotide as-sc1, 1-C und 1-A verwendet. Das PCR Produkt wurde aus einem 2%
Agarosegel ausgeschnitten, aufgereinigt und TOPO kloniert. In Abbildung 3-13A ist das
Ergebnis der nachfolgenden Sequenzierung zu sehen. Das 5’ Ende von scl konnte bei

5.699.861 nt im Genom von S. coelicolor bestimmt werden.

Da scl, anders als sc32, keinen klassischen Terminator am 3’ Ende tragt, sollte im néchsten

Schritt der Terminationspunkt bestimmt werden. Hierzu wurde der A4-Linker an seinem 5’
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Ende phosphoryliert und mit Hilfe der T4 RNA Ligase an das 3’ Ende aller zellularen RNAs
ligiert. Im néchsten Schritt wurde — analog zum 5’RACE — mit randomisierten Hexamer
Oligonukleotiden eine cDNA Bank erstellt. Mit den genspezifischen Oligonukleotiden
1 fwd, 1_fwd-2 und 5239-F1 wurde dann eine PCR durchgefuhrt. Es konnte jedoch in
mehreren Versuchen kein spezifisches Produkt amplifiziert werden. Alternativ wurde auch
versucht, die reverse Transkription statt mit randomisierten Hexameren mit genspezifischen
Oligonukleotiden durchzufiihren. Zusétzlich wurden verschiedene reverse Transkriptasen
(Superscript 11 oder 11l von Invitrogen oder Thermoscript von Fermentas) getestet. Keine
dieser MalRnahmen ermdglichte jedoch die Bestimmung des 3’ Endes.

Es wurde deshalb ein anderer Ansatz gewahlt. Zehn pg Gesamt-RNA wurden auf einem 10%
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Zusatzlich wurden je 50.000 cpm radioaktiv
markierter sSSRNA Leitermix und ein partieller alkalischer Verdau in vitro transkribierter 200
nt langer RNA geladen. Nach dem Gellauf wurde ein Northern Blot durchgefiihrt und sc1 mit
der Sonde 1-A detektiert (Abb. 3-13B). Der alkalische Verdau erzeugte eine 1 nt Leiter mit
der man, ausgehend von der 150 nt Bande des Leitermixes, die Grofke von sc1 — 159 nt —
abzéhlen konnte. Da der Transkriptionsstart bekannt ist, errechnet sich fir den
Terminationspunkt die Position 5.700.020 im Genom von S. coelicolor. Eine weitere Analyse
der Sequenzalignments von scl zeigte auBBerdem, dass die terminalen Schleifen von Stamm 1
und 3 dieselbe Sequenz haben und ebenfalls in vier Streptomyceten konserviert sind (Abb. 3-
13C und D blau).

3.4.3. Deletion und Disruption von scl

Wie auch bei sc32 sollte die sRNA durch Deletion bzw. Disruption durch eine
Apramycinkassette entfernt werden. Dazu wurde die Kassette mit den Oligonukleotiden
scl_del _fwd und scl_dwl_rev bzw. scl_dis_fwd und scl dis_rev vom Plasmid plJ773
amplifiziert. Durch die Deletion sollte der Bereich von -65 bis 23 nt hinter scl entfernt
werden. Bei der Disruption sollte die Kassette bei Position +52 in scl integriert werden. Fur
beide Strategien wurden, wie bei sc32 beschrieben, mutierte Cosmide erzeugt (Cosmid
2St7G11). Jedoch konnten auch bei mehreren Versuchen keine Kanamycin sensitiven S.
coelicolor Mutanten isoliert werden. Aus diesem Grund wurde hier eine andere

\orgehensweise gewdhit.
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D Translate P Consensus GAATTCGCCCTTACTGACATGGAGGAGGGAGTAGAAACITTCCGCCCTCCCCGCACAGGAGGACGGACCGAG
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sco/1-159 C GCCCT TCCTT
sav/1-159 C GCCCT] TCCAT,
ssc/1-158 C CC GCCET] C -CCTT]
sgr/1-153 T GCCCT CT] C -—-CAG
sco/1-159 C C CCG A
sav/1-159 T CCG Al
ssc/1-158 T CCG A
sgr/1-153 CCG

140

Abbildung 3-13: A 5’RACE von scl. Die Sequenz des A4-Linkers ist eingezeichnet. Fiir die PCR wurden die
Oligonukleotide as_scl, 1-C und 1-A verwendet (von oben nach unten). Das 5’ Ende von scl ist rot markiert.
B Bestimmung des 3’ Endes mittels Northern Blot. ssRNA Leitermix (M), partieller alkalischer Verdau (A), Gesamt-
RNA (scl). Die niedrigeren Banden deuten auf einen beginnenden Abbau von scl hin. 159 nt enstprechen der
obersten Bande. C Mit RNAalifold vorhergesagte Konsensusstruktur. Rot markierte Basenpaare kommen in S.
coelicolor, S. avermitiis, S. scabies und S. griseus vor, gelbe und griine haben eine oder zwei alternative Sequenzen
an dieser Stelle, die Paarung bleibt aber erhalten. Bei schattierten Basenpaaren gibt es eine oder zwei Sequenzen, bei
denen die Paarung verloren ging. Die blaue Schattierung zeigt die konservierten terminalen Schleifen. D
Strukturelles Alignment mit LocaRNA. Farbcode wie bei C. Der graue Balken zeigt die Konservierung der Sequenz.
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3.4.4. knockdown von scl durch ascl

Da eine Deletion oder Disruption nicht gelang, wurde scl durch die gezielte Expression eines
komplementédren Transkriptes (ascl, antisense scl) reprimiert. Mit den Oligonukleotiden
antiscl-a und —d sowie antiscl-b und —c wurde die komplementdre Sequenz von scl vom
Plasmid pUWL-sc1+ (Diplomarbeit Johannes Fortsch) amplifiziert. Die beiden Fragmente
wurden in einer overlap PCR fusioniert, mit den Restriktionsenzymen BamHI und Xbal
verdaut und in das Plasmid pUWL-SK kloniert [92]. Nach der Sequenzierung wurde das
entstandene Plasmid pUWL-ascl in S. coelicolor M145 transformiert (siehe Anhang Seite
108f). Der erfolgreiche knockdown von scl wurde anschlieBend im Northern Blot Gberpruft
(Abb. 3-14). Expression des komplementéaren Transkriptes vermindert die Menge an scl in

der Zelle auf ca. 8% verglichen mit dem Wildtyp.

3.4.5. Uberexpression von scl

Das Plasmid pUWL-sc1+ von dem scl konstitutiv stark exprimiert wird wurde von Johannes
Fortsch in seiner Diplomarbeit kloniert (siehe Anhang Seite 108f). Scl steht unter der
Kontrolle des SF14 Promoters [87]. Dies fiihrt zu einer mindestens 2.5fachen Uberexpression
(Abb. 3-14).
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Abbildung 3-14: A Northern Blot mit scl knockdown (ascl), Wildtyp (wt) und Uberexpressionsstamm (sc1+).
B Quantifizierung von A.

3.4.6. Phanotypen von scl+ und ascl

Produktion von Actinorhodin

Sowohl der Uberexpressionsstamm (sc1+) als auch der knockdown Stamm (ascl) zeigen
spezifische Phanotypen. Bei beiden wurde ein deutlicher und gegensatzlicher Einfluss auf die
Produktion des Antibiotikums Actinorhodin (Act) beobachtet. Dieses féarbt sich auRerhalb der
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Zelle und kann deshalb als Blaufarbung um die Kolonie wahrgenommen werden. In scl+
kann kaum noch Act Produktion festgestellt werden, wahrend ascl friher und mehr Act
produziert als der Wildtyp. Um diese Beobachtung zu quantifizieren, wurde eine Wuchskurve
der drei Stdamme aufgenommen. Je zwei Mal 500 ml TSB Medium wurden mit einer ~ 24 h
alten Vorkultur auf eine oD4so von 0.1 angeimpft. Ab diesem Zeitpunkt wurde Uber acht Tage
hinweg an jedem Punkt das Trockengewicht und die Menge an produziertem Act gemessen
(Abb. 3-15). Die mittlere normierte Endkonzentration an Act nach acht Tagen ist in
Tabelle 3-5 aufgelistet.

1 @ ascl

UM Actinorhodin / mg

0 50 100 150 200
Zeit/ h

Abbildung 3-15: Messung der Actinorhodinproduktion in Wildtyp (wt), scl Uberexpression (scl1+) und scl
Knockdown (ascl).

Tabelle 3-5: maximale Act Konzentration

UM Actinorhodin / mg Trockengewicht

Wildtyp 24+0.2
scl+ 1.1+0.3
ascl 3.1+0.2

Der Effekt von scl+ auf die Agarase DagA

S. coelicolor ist in der Lage, Agar als Kohlenstoffquelle zu nutzen [93]. Dies hat zur Folge,
dass Kolonien auf Festmedium im Laufe der Zeit in die Oberflache des Mediums einsinken.
Es wurde beobachtet, dass dies beim sc1+ Stamm nicht der Fall ist. Es wurde ein Agarasetest
durchgefiihrt. Dazu wurden je 5 x 10° Sporen auf MBSM Platten mit 2% Agar als alleiniger
Kohlenstoffquelle aufgetropft. Es wurden die Stamme scl+, ascl und M145/pUWL
verwendet. Letzterer ist der Wildtyp transformiert mit dem leeren Vektor pUWL-SK (siehe
Anhang Seite 108). Er ist deshalb, wie sc1+ und ascl, resistent gegen Thiostrepton und kann
unter denselben Bedingungen analysiert werden. Nach flinftdgiger Inkubation bei 28°C
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wurden die Platten mit Lugol’scher Losung gefarbt. Durch das lod wird der Agar im Medium
dunkelbraun geféarbt. Agaraseaktivitét zeigt sich in einem hellen Hof um eine Kolonie, wo
Agar verbraucht wurde. Abbildung 3-16 zeigt das Ergebnis des Agarasetests. Wildtyp und
ascl konnen beide Agar verwerten und zeigen etwa gleich grof3e Hofe um die Kolonien. Sc1+
hingegen zeigt keinerlei Agaraseaktivitat. Er kann mit Agar als Kohlenstoffquelle nicht
angezogen werden. Durch Zusatz von 1% Glucose zum Medium konnte scl+ wieder
wachsen. Dies zeigt dass die Zellen nicht tot sind, sondern mangels geeigneter

Kohlenstoffquelle nicht wachsen kénnen.

wt scl+ ascl

2% Agar

2% Agar
1% Glucose

Abbildung 3-16: Test der Agaraseproduktion in M145/pUWL (wt), sc1+ und ascl. Scl+ ist nicht in der Lage mit
Agar als Kohlenstoffquelle zu wachsen. Zusatz von 1% Glucose ermdglicht Wachstum aber wieder.

Wie reguliert scl die Menge an extrazellularem DagA? Maoglicherweise ist die Produktion,
der Export oder die Aktivitat der Agarase (DagA, SCO3471) im scl+ Stamm behindert. Finf

maogliche Angriffspunkte waren denkbar und wurden im Folgenden untersucht.

Transkription von dagA und Stabilitat der mRNA

Die ersten beiden Mdglichkeiten an denen scl in die Expression von DagA eingreifen konnte,
sind die Transkription und die Stabilitat der dagA mRNA. Der durch SRNA induzierte Abbau
einer Ziel-mRNA ist ein bekannter Mechanismus der Regulation der Genexpression [45]. Um
diese Mdoglichkeit zu testen, wurde in Northern Blots die Transkriptmenge von dagA in den
Stammen M145/pUWL, scl+ und ascl Uberprift. Von den drei Stdmmen wurde je eine
Vorkultur in TSB Medium uber 48 h angezogen. Die Zellen wurden Zehn Minuten bei 6000
Upm geerntet und das jeweilige Pellet in LMPC Medium mit 1% hydrolysiertem Agar
resuspendiert, um die Expression der Agarase zu induzieren. Die Kulturen wurden weitere
24 h bei Standardbedingungen inkubiert. Danach wurde die Gesamt-RNA prépariert und
Northern Blots mit den Sonden dagA1-3 durchgefiihrt. In Abbildung 3-17 ist das Ergebnis zu
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sehen. Die Transkriptmenge von dagA ist in den drei Stdimmen gleich. Daraus wurde
geschlossen, dass scl weder die Transkription noch die mRNA Stabilitit von dagA

beeinflusst.

wt scl+  ascl

dagA
1000 nt

MR B W 5SRNA

Abbildung 3-17: Northern Blot zum Nachweis der Menge an dag4 mRNA. Als Sonde wurde dagA2 verwendet.

Die Translation von dagA

Eine weitere Moglichkeit, die Expression von DagA zu beeinflussen, ist die Stérung der
Translation der mRNA. Auch diese Wirkungsweise von sSRNAs ist schon mehrfach
beschrieben worden [39-43]. Dies sollte mit Western Blot untersucht werden. Da keine
Antikorper gegen DagA vorhanden waren, wurde zunéchst eine DagA Mutante hergestellt,
die C-Terminal einen 6xHisTag tragt. Dieses Fusionsprotein kann dann mit einem Anti-His

Antikdrper detektiert werden.

Konstruktion von pdagAHis6 und Komplementation von J801

Um die Gendosis von dagA nicht zu verdndern, wurde die dagA-6xHisTag Fusion
(dagA6His) in das Genom eines dagA™ (J801, [93]) Stammes integriert. Das Megaplasmid
SCP1 von S. coelicolor wird manchmal durch spontane Rekombination in das Genom
integriert. Beim Stamm J801 wurde dadurch der dagA Locus zerstort. Der exakte genetische
Phénotyp des Stammes ist aber nicht bekannt.

Das Gen dagA hat vier bekannte Startpunkte der Transkription (dagP1-4, [94]). Diese liegen
bei -33, -78, -124 und -219 nt relativ zu Startcodon. Die Termination findet bei +124 relativ
zum Stopcodon statt. Um das dagA Regulon intakt zu lassen, wurde in der folgenden
Klonierung die Region von -319 relativ zum Startcodon bis +174 relativ zum Stopcodon in
zwei Fragmenten amplifiziert. Dabei wurden vor dem Stopcodon sechs Histidin Codons in
den Leserahmen eingefligt (daga-caT cac cac cAT cac cac Tca). Die verwendeten

Oligonukleotide waren dagA_fwd und dagA_overl bzw. dagA rev und dagA_over2. Die
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entstandenen Fragmente wurden dann in einer overlap PCR fusioniert. Das Produkt wurde
mit den Restriktionsenzymen Xbal und Spel verdaut und in das Integrationsplasmid pLuci
(Diplomarbeit Johannes Fortsch) kloniert. Das entstandene Plasmid heil3t pdagAHis6 (siehe
Anhang Seite 112).

Zur genomischen Integration in J801 wurde pdagAHis6 zunachst in E. coli
ET12567/pUZ8002 transformiert. Dieser Stamm ist in der Lage mit Streptomyceten zu
konjugieren und Ubertragt dabei Plasmide, die einen oriT tragen — wie pdagAHis6. Nach dem
Transfer wird das komplette Plasmid mit Hilfe der darauf kodierten Integrase an der
Integrationsstelle des Phagen ¢f in das Genom eingebaut. Die auf dem Plasmid ebenfalls
kodierte Apramycin Resistenzkassette erlaubt eine Selektion auf die Integration. Die

erfolgreiche Komplementation von J801 wurde mit einem Agarasetest Gberprift (Abb. 3-18).

J801 J801|pdagAHis6

Abbildung 3-18: Agarasetest zur Uberpriifung der Komplementation von J801.

Western Blot zur Uberpriifung der Translation

Im néchsten Schritt wurde Uberprift, ob sich die His markierte Agarase im Western Blot
nachweisen lasst. Dazu wurden je zwei Kulturen J801|pdagAHis6 und S. coelicolor Wildtyp
M145 als Negativkontrolle in LMPC mit 1% Glucose angezogen. Nach 48 h wurde je eine
Kultur in LMPC mit 1% hydrolysiertem Agar umgesetzt, um die Expression der Agarase zu
induzieren. Der Uberstand nach dem Ernten der Kulturen wurde mit TCA gefallt. Er gibt
einen Uberblick uiber die sekretierten Proteine vor Induktion der Agarase. Die beiden anderen
Kulturen wurden 24 h weiter inkubiert und dann geerntet. Auch hier wurde der Uberstand
gefallt und aufgehoben. Aus den Zellpellets wurde der Rohextrakt gewonnen, der dann auf
einem denaturierenden SDS PAA Gel Uberprift wurde (Abb. 3-19). Im anschlieBenden
Western Blot sollte DagA in J801|pdagAHis6 nachgewiesen werden. Es konnte jedoch
uberhaupt kein Signal detektiert werden (Abb. 3-19C und D). Lediglich der ebenfalls His
markierte Leitermix ist zu sehen. Die Erhohung der aufgetragenen Proteinmenge von 20 auf
40 oder 60 g brachte kein besseres Ergebnis. Auch eine langere Inkubation der Blots mit

den Antikorpern oder eine Erhéhung der Menge der Antikorper fuhrte zu keinem Signal.
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Abbildung 3-19: 10% denaturierendes SDS PAA Gel, Coomassie gefarbt. A Rohextrakt von M145 (wt) und
J801|pdagAHis6 (dagA) angezogen mit Agar (A) oder Glucose (G) als Kohlenstoffquelle. Es wurden je 10 (links)
uns 20 pg (rechts) aufgetragen. Marker (M). B wie A, Es wurden je 2 (links) und 4 pg (rechts) TCA gefilltes Medium
aufgetragen. C und D Western Blot mit dem Proteinextrakt von A und B. Es wurden je 20 ug Protein aufgetragen. M
His-getaggter Proteinleitermix. Die Banden konnten jedoch nicht zugeordnet werden.

Wachstum auf Chitosan

Die vierte Mdglichkeit, von scl die Expression von DagA zu stdren, ist der Export des
Proteins. DagA wird ber den twin—arginine—translocation (tat) Pfad aus der Zelle exportiert
[95]. Dies ist der Hauptweg, auf dem in Streptomyceten Proteine exportiert werden. Es stellte
sich dich Frage, ob scl spezifisch den Export von DagA behindert oder ob es allgemein die
Funktion des tat-Exportweges stort. Um diese beiden Mdoglichkeiten unterscheiden zu
konnen, wurde nach einem sekretierten Protein gesucht, das Uber den tat-Pfad exportiert
wird. AuBerdem sollte es kein alternatives Protein mit derselben Funktion geben, dass tber

einen anderen Weg exportiert wird.

Ein Protein, auf das diese Anforderungen zutrafen, war die sekretierte Chitosanase Csn
(SCO0677) [96]. Sie ist fur die Nutzung von Chitosan als Kohlenstoffquelle notwendig
(Tabelle 3-6). Chitosan entsteht bei der Spaltung von Chitin durch eine Chitindeacetylase.

Diese hydrolysiert die N-Acetoaminogruppe der N-Acetyl-D-Glucosamineinheiten des
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Chitins. Der folgende Schritt des Abbaus, die Endohydrolyse der B-(1—4) Verbindungen der
Glucosamine im Chitosan wird von Csn Kkatalysiert. Die dabei entstehenden D-
Glucosaminide werden in die Zelle transportiert und in D-Glucosamine umgewandelt. Diese

werden in N-Acetyl-D-Glucosamin (GIcNAc) umgesetzt und im PTS Stoffwechsel weiter

abgebaut.
Tabelle 3-6: Abbau von Chitin Uber den Chitosan Weg.
Chitin + H,0O — Chitosan + Acetat Chitin Deacetylase
Chitosan + H,0 — D-Glucosaminid + Chitosan Chitosanase
D-Glucosaminid + H,O — GlcN + D-Glucosaminid GIcN Hydrolase
GIlcN + Acetyl-CoA — CoA + GlcNAc GIcN Acetyltransferase

Wenn durch Uberexpression von scl der tat-Pfad gestort wird, sollten die Zellen nicht mehr
in der Lage sein, Chitosan als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Um das zu Uberprifen, wurden
M145/pUWL, scl+ und ascl auf MBSM mit 1% Chitosan ausgestrichen (Abb. 3-20). Scl+
kann, wie die anderen Stamme auch, Chitosan als Kohlenstoffquelle nutzen. Der tat-Pfad ist

von der Uberexpression von scl offensichtlich nicht betroffen.

=

M145/pUWL

ascl

Abbildung 3-20: Wachstumstest mit Chitosan als Kohlenstoffquelle.

Interaktion von scl mit der dagA mRNA

Die fiinfte Mdglichkeit, die DagA Expression zu reprimieren, ist die direkte Interaktion von
scl mit der dagA mRNA. Eine direkte Interaktion der beiden RNAs sollte in Gelshift

Experimenten tberpruft werden.

Dafiir wurde scl in den Transkriptionsvektor pHDV kloniert. Mit den Oligonukleotiden

pSP64-scl-fwd und scl-hdv wurde die Sequenz vom Chromosom amplifiziert, mit den
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Restriktionsenzymen EcoRI und Ncol verdaut und in pHDV Kloniert (pHDV-scl, siehe
Anhang Seite 110). Am 5’ Ende von scl der T7 Promoter, der durch das Oligonukleotid
pSP64-scl-fwd angehangt wurde, am 3’ Ende das HDV Ribozym. Letzteres spaltet sich nach
der Transkription selbst und erzeugt so homogene 3’ Enden der transkribierten RNAs. Fir die
dagA mRNA wurden vier verschiedene Konstrukte kloniert. Sie reichen jeweils von einem
der vier bekannten Transkriptionsstarts (-33, -78, -124, -219) bis +50 nt in den kodierenden
Bereich (Abb. 3-21).

P4 P3 P2 Pl

C . Cr| dag/

dagP1
dagP2
dagP3
dagP4
Abbildung 3-21: Fiir die in vitro Transkription klonierte dag4 5’UTR Fragmente.

Die vier Fragmente wurden mit den Oligonukleotiden dagP1_fwd, dagP2_fwd, dagP3 fwd

und dagP4_fwd sowie dagProm_rev vom Plasmid pdagHis6 amplifiziert. Nach Verdau mit
EcoRI und Hindlll wurden sie in den Transkriptionsvektor pSP64 kloniert (siehe Anhang
Seite 110f). Von jedem der funf Konstrukte wurde eine 1 ml in vitro Transkription angesetzt
und die RNA durch Gelelution aufgereinigt. Abbildung 3-22A zeigt ein denaturierendes PAA
Kontrollgel aller Konstrukte nach der Aufreinigung. AuBerdem wurde bei jedem Konstrukt in
einem nativen PAA Gel uUberprift, ob die RNA homogen vorliegt oder verschiedene
Konformationen annimmt (Abb. 3-22B). Die Konstrukte dagP2-4 zeigen in Anwesenheit von
100 mM KCI und 10 mM MgCl; eine hohere Bande, die ein Dimer darstellen kann.
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Abbildung 3-22: A denaturierendes PAA Gel in vitro transkribierter RNAs (je 100 ng). M Marker, 1 scl, 2 dagP1, 3
dagP2, 4 dagP3, 5 dagP4. B natives Gel vonA.+ 1 x Structure Buffer (SB). 1 dagP1, 2 dagP1 SB, 3 dagP1, 4 dagP1
SB, 5 dagP2, 6 dagP2 SB, 7 dagP3, 8 dagP3 SB,9sc1, 10scl SB (je 100 ng).
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Gelshift von dagP1 und dagP4 mit scl

Als néchstes wurde tberprift, ob der dagA 5’UTR und scl in vitro miteinander interagieren.
Dazu wurde zunachst ein Gelshift mit der kiirzesten und der langsten Variante (dagP1 und
dagP4) gemacht. Je 20 fmol radioaktiv markiertes sc1 wurde mit 160 — 10.000 fmol dagP1
bzw. dagP4 in 1 x structure buffer in einem 10 pl Ansatz gemischt und 15 Minuten bei 37°C
inkubiert. Um unspezifische Wechselwirkungen auszuschlieRen, wurde in jeden Ansatz 100
ng/ul Hefe tRNA gegeben. Der Ansatz wurde dann auf einem 6%igen nativen PAA Gel
aufgetrennt (Abb. 3-23). Scl bildet einen stabilen und spezifischen Komplex mit beiden
getesteten 5° UTRs. Fir die weiteren Untersuchungen wurde deshalb nur noch dagPl
verwendet. Es wurden weitere Gelshifts bei verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt (Abb.

3-24). Wie Abbildung 24A zeigt, fiihrt eine hdhere Temperatur zu starkerer Komplexbildung.

dagP4 RNA Konzentration dagP1 RNA Konzentration

Abbildung 3-23: Gelshift mit scl und dagP1/4. Freies scl weifles, sc1-dagP1/4 Komplex schwarzes Dreieck.

Gelshifts mit Mutanten von scl

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der dagA 5’UTR mit scl interagiert, wurde diese
Wechselwirkung genauer charakterisiert. Durch Sequenzvergleich wurde eine Interaktion von
Stamm 2 von sc1 mit dagP1 vorhergesagt (Abb. 3-25). Zur Uberpriifung dieser Interaktion
wurden vier Mutanten von scl hergestellt (Abb. 3-25 M1 — M4). M1 sollte die direkte
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Abbildung 3-24: A Gelshift von scl und dagP1 bei 24 - 40°C. B Quantifizierung von A. Weill Anteil an freiem scl,
Schwarzsc1-dagP1 Komplex.

Interaktion zwischen scl und der Shine-Dalgarno (SD) Sequenz von dagP1 verhindern. Bei
M2 wurde durch die Mutation von CU nach GA der interne loop geschlossen. Dies sollte das
Aufschmelzen des Stammes erschweren, das fur eine Interaktion notwendig ist. Bei den
Mutanten M3 und M4 wurde die konservierte terminale Schleife von Stamm 1 bzw. 3 durch
einen UUCG Tetraloop ersetzt. An diesen Stellen war zwar keine direkte Interaktion
vorhergesagt, die konservierten Sequenzen konnten aber Bindestellen fir ein Protein
darstellen, das fir die Funktion von scl notwendig ist (Abb. 3-13C und D).

ACG
M3[UUCG—C L1.C
A_C
dagA 3
R
G_
dagag GGAGAACAUCG G‘ Lsc15
OIS, Tyill ———u
culce GGC-(\[—l—[—TG
)_k/
scl1.3’
KX A
M4UUCG—(C L3 ©
Coch

Abbildung 3-25: Vorhersage der Interaktion von scl mit dem dagA 5’ UTR. SD-Sequenz und Startcodon rot. Die
Mutationen M1 - M4 sind eingezeichnet.

In Gelshift Experimenten mit den Mutanten M1 und M2 zeigte sich, dass diese beiden dagP1
etwa gleich stark binden wie der Wildtyp. Die berechneten Bindekonstanten liegen alle in
derselben GrolRenordnung (Abb. 3-26 und Tabelle 3-7).
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Abbildung 3-26: Gelshift von sc1 Wildtyp (wt), M1 und M2 mit dagP1.

Tabelle 3-7: Bindekonstanten von dagP1 an sc1. Mittelwert aus je drei Gelshifts.

Ko [UM]
scl 1.12 £ 0.04
scl M1 0.76 £ 0.05
scl M2 152 £0.07

In vivo Aktivitat der Mutanten M1 - M4

Zusitzlich zur in vitro Charakterisierung wurde in vivo tiberpriift, ob eine Uberexpression von
M1 — M4 einen Einfluss auf die Repression von DagA hat. Dazu wurden die Konstrukte
analog zum sc1 Wildtyp in den Vektor pUWL-SK kloniert (Tabelle 3-8).

Tabelle 3-8: Klonierung der in vivo Konstrukte.

Oligonukleotidpaare

pUWL_seq/ mSD_over_rev

M1 mSD_over_fwd / pUWL_seq_rev
M2 pUWL_seq/ GA_over_rev
GA over_fwd/ pUWL_seq_rev
M3 pUWL _seq/dL1 _over_rev
dL1 over fwd/pUWL_seq_rev
M4 pUWL _seq/ dL3 over_rev

dL3 over fwd/pUWL_seq_rev

Nach Transformation der Plasmide in S. coelicolor M145 wurde ein Agarasetest
durchgefuhrt, um zu sehen, ob in den Mutanten DagA nicht mehr reprimiert wird (Abb. 3-

27). M1 und M2 zeigen eine leichte Aufhellung um die Kolonie, was auf eine weniger starke
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Repression der Agarase schliel}en l&sst. Die eingefiihrten Mutationen schwachen offenbar die
Bindung von scl an den dagA 5’UTR und erlauben so eine gewisse Expression des Gens. Bei

M3 und M4 zeigt sich keine Veranderung im Vergleich zu sc1+. Die terminalen Schleifen 1

und 3 sind an der Regulation von dagA nicht beteiligt.
scl1+ M1

wit M2 M3 M4
n

Abbildung 3-27: Agarasetest von M145/pUWL (wt), sc1+ und den Mutanten M 1-4.

3.4.7. Die Histidin Kinase SC05239

Neben dagA gibt es noch ein weiteres potentielles Zielgen von scl. In den vier zuganglichen
annotierten Streptomyceten Genomen liegt sc1 immer neben einer ebenfalls konservierten
Histidin Kinase (Abbildung 3-10, grau). Es handelt sich um die Sensorkinase eines
Zweikomponentensystems. Ihre genaue Funktion ist unbekannt, es gibt jedoch Hinweise auf
eine Funktion des Proteins im Stickstoffstoffwechsel (Jens Reuther, Universitat Tlbingen,
personliche Mitteilung). Stickstoffmangel ist der einzige bekannte Zustand, bei dem sich die
Expression von scl dndert (Abb. 3-11B). Aus diesem Grund wurde eine mdgliche
Verbindung zwischen scl und der Kinase untersucht. Im Northern Blot ist SCO5239 nur
gering nachweisbar, zeigt jedoch ein &hnliches Expressionsmuster wie scl (Abb. 3-28). Auch

die Expression der Kinase wird in der Stationdrphase bei Stickstoffmangel reduziert.

A B 0010,
g 0.008 |
48 54 60 66 72 78 84 96 2
) 5 . A g o
it o tad s S £ 0.006]
SCO5239 /e G 5
i 2 0.004
=
5S rRNA e = 0.002
0.000 -
48 54 60 66 72 78 84 96

Abbildung 3-28: A Northern Blot gegen SCO5239 unter Stickstoffmangel. Die Nummern geben die Stunden nach
dem Animpfen an.B Quantifizierung des Northern Blots.
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5’RACE von SC0O5239

Um eine mogliche Interaktion zwischen scl und der Histidin Kinase zu untersuchen, musste
zunéchst das 5’ Ende der mRNA der Kinase bestimmt werden. Hierzu wurde 5’RACE mit
den Oligonukleotiden kinl_rev, kin2_rev und kin3_rev durchgefiihrt. Es konnte jedoch in
mehreren Versuchen kein spezifisches Produkt isoliert werden. Die Werwendung
genspezifischer Oligonukleotide statt Zufallshexameren brachte keine Verbesserung, ebenso
wie die Verwendung verschiedener reverser Transkriptasen. Der Grund fur diese

Schwierigkeiten konnte das sehr niedrige Expressionsniveau der Kinase sein.

Reportergen Analyse von SC0O5239

Um eine Aussage Uber eine Verbindung zu scl zu treffen, wurde die TIR von SC05239 an
ein Reportergen fusioniert. Dazu wurde die Region von -88 nt vor dem Startcodon von
SCO05239 bis +3 an das luxA Gen im Plasmid pLuci (Diplomarbeit Johannes Fortsch, siehe
Anhang Seite 115) kloniert. Das entstandene Plasmid pL_KinUTR (siehe Anhang Seite 113f)
wurde in das Genom von S. coelicolor integriert. Der entstandene Stamm kann nun dazu
verwendet werden, die Expression von SCO5239 (ber die Luziferaseaktivitat zu messen. Als
néchstes wurde scl bzw. ascl uber die singuldre Nhel Schnittstelle in pL_kinUTR kloniert.
Scl stand unter der Kontrolle seines eigenen Promoters. Ascl wurde, identisch zum
knockdown Konstrukt, unter Kontrolle des SF14 Promoters kloniert. Die verwendete Nhel
Schnittstelle ist ~ 4000 nt vom klonierten 5°UTR der Kinase entfernt. Die entstandenen
Plasmide pL-kinUTR_scl und pL_kinUTR_ascl wurden ebenfalls genomisch integriert
(siehe Anhang Seite 113f). In einem Luziferaseassay wurde anschlielen getestet, ob die
Anwesenheit von scl die Transkription von SCO5239 verdndert. Je drei Kulturen der
Stdmme pL_KkinUTR, pL-kinUTR_scl und pL_kinUTR_ascl wurden in Jasenka Medium
angezogen. Als Negativkontrolle wurde ein Stamm ohne Luziferase mitgefiihrt
(M145|pGFP). Als Positivkontrolle diente der Stamm M145|pLuci, der die Luziferase
konstitutiv exprimiert. Abbildung 3-29 zeigt das Ergebnis der Messung. Die Anwesenheit von
scl steigert die Expression von SC0O5239 etwa um den Faktor acht. Der knockdown von scl
(ascl) hat keinen Effekt. Die SRNA scl wirkt somit positiv auf die Expression der Kinase.

Der Mechanismus dieses Effekts ist bislang noch unklar.
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Abbildung 3-29: Luziferasemessung. 0% M145|pGFP, 100% M145|pLuci, UTR M145[pL_kinUTR, UTR scl
M145|pL_kinUTR scl, UTRasel M145|pL_kinUTR ascl.

3.4.8. Weitere mogliche Ziele von scl

Da aus dem Vergleich der Phanotypen der sc1 Mutanten keine weiteren direkten Ziele der
SRNA geschlossen werden konnten, wurde das Proteom dieser Stamme unter verschiedenen
Bedingungen verglichen. Mit DagA war bereits ein Ziel bekannt, dass in den
Kohlenstoffmetabolismus involviert ist. Deshalb wurden der Wildtyp, der Uberexpressions-
und der knockdown Stamm mit verschiedenen Kohlenstoffquellen angezogen. Die Stdmme
wurden in 50 ml LMPC Medium mit je 1% Glucose, hydrolysiertem Agar (hAgar) und
GIcNAC 48 h bei 30°C inkubiert. Da sc1+ in hAgar nicht wachsen kann, wurde hierfir eine
Vorkultur in LMPC mit Glucose 48 h angezogen. Diese Zellen wurden geerntet, in LMPC mit
hAgar gewaschen und weitere 24 h in LMPC mit hAgar inkubiert. Nach Zellernte und
Proteinextraktion wurden je 100 pg Rohextrakt in einem 20x20 cm groRen 10%igen
denaturierenden SDS PAA Gel aufgetrennt. Zur Visualisierung der Proteine wurde das Gel
mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt (Abb. 3-30). Mindestens 11 Proteine zeigen eine
differenzierte Expression abhangig von der Menge an sc1. Neun davon zeigen zusétzlich eine
Abhéngigkeit von der verwendeten Kohlenstoffquelle. Diese Proteine werden nun einer
Analyse mittels Massenspektrometrie unterzogen, um maogliche neue Ziele von scl zu

identifizieren.
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Abbildung 3-30: 1D PAA-Gel von sc1 Mutanten gewachsen auf verschiedenen C-Quellen. Mindestens elf Proteine
zeigen eine sichtbar differenzierte Expression abhéngig von der Menge anscl.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels verschiedener bioinformatischer Methoden kleine
nicht kodierende RNAs in S. coelicolor vorherzusagen. Im Folgenden sollte die biologische

Funktion ausgewéhlter Kandidaten néher charakterisiert werden.
4.1. Identifizierung von sRNAs

4.1.1. Vorhersage von Terminatorstrukturen

Mit Hilfe von RNAmotif wurden 129 Terminatorstrukturen in den intergenen Regionen von
S. coelicolor vorhergesagt. 35 davon wurden ausgewdhlt, um im Northern Blot auf die
Expression einer SRNA hin Uberpriift zu werden. Nur bei einer davon — sc32 — konnte ein
Transkript nachgewiesen werden, dass nicht mit einer mRNA korreliert. Diese schlechte
Ausbeute kann mehrere Griinde haben. Aufgrund der hohen Diversitat von Promotoren in
Streptomyceten konnte die Terminatorsuche nicht mit einer Promotervorhersage verknlpft
werden, wie dies bei dieser Methode tblicherweise getan wird. Gerade die Kombination der
Suche nach einem Promoter und maximal 200 nt stromabwarts davon entfernt einem
Terminator, ohne offensichtlichen Leserahmen dazwischen stellt einen guten Filter dar, der

viele falsch-positive Ergebnisse entfernt (siehe auch Kapitel 2.4).

4.1.2. Vorhersage von dre-sites

Der Ansatz, sRNAs uber die Bindestellen eines Regulators zu finden, hat einen
entscheidenden Vorteil gegentber den anderen durchgefiihrten Methoden. Diese basieren auf
einer Konservierung von Sequenz oder Struktur in verwandten Spezies. Schwach
konservierte RNAs oder solche, die flr eine Spezies spezifisch sind, lassen sich mit diesen
Methoden nicht finden. Die Terminatorsuche ist limitiert auf SRNAs, deren Transkription rho
unabhangig erfolgt. Die Suche nach Proteinbindestellen im Genom ist unabhdngig von
solchen Faktoren, hat aber ihre eigenen Limitationen. Vor allem muss das Bindeepitop des

Proteins bekannt und gut definiert sein.

Das Bindeepitop von DasR war bekannt und aus Vorhersagen ging hervor, dass etwa 100
Gene von DasR reguliert werden konnten [97]. Diese grof’e Anzahl moglicher Ziele erlaubt
die Vermutung, dass auch SRNAs von DasR reguliert werden kénnten.

Die 15 vorhergesagten dre-sites, die bei dieser Suche gefunden wurden und die mindestens
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100 nt 5’ des n&chsten Leserahmens lagen, hatten alle einen sehr guten Score zwischen 9.01
und 16.97. Der Score ist ein MaB fiir die Ahnlichkeit der vorhergesagten dre-sites zur
Konsensussequenz. Im Vergleich dazu lagen die Scores der finf bekannten dre-sites, die zur
Erstellung der Konsensussequenz verwendet wurden, zwischen 13.78 und 17.5. Eine genaue
Analyse der Liste zeigte, dass sich diese 15 Treffer in drei Gruppen einteilen lieRen. Die erste
Gruppe besteht aus den Genen SCO7263 und SCO6345. Diese kodieren beide fir
Bestandteile des PTS, von dem bekannt ist, dass es von DasR reguliert wird. In dieser Gruppe
ist anzunehmen, dass das jeweilige Gen selbst das Ziel der Regulation durch DasR ist. Die
zweite Gruppe umfasst sieben Gene (SCOs 6004, 7224, 1906, 5230, 6012, 5332 und 6300),
bei denen es sich jeweils um Membrantransporter oder sekretierte Proteine handelt. Auch in
dieser Gruppe ist zu vermuten, dass DasR an der Regulation des stromabwaérts liegenden
Genes beteiligt ist. Die letzte Gruppe umfasst sechs verschiedene Gene (SCOs 5239, 3679,
7250, 3490, 4506 und 3563). Bei diesen ist nichts Uber ihre Funktion bekannt (3679, 4250
und 4506) oder die mdgliche oder bekannte Funktion kann nicht mit DasR in Verbindung
gebracht werden (Histidin Kinase 5239, Transposase 3490 und Acetyl CoA Synthetase 3563).
Stromabwarts einer dre-site, SCO5239, wurde eine konservierte Region gefunden, die sich
nicht bis zum kodierenden Bereich des Gens erstreckt. In dieser konnte die SRNA scl

nachgewiesen werden.

4.1.3. 454 Sequenzierung

Als Alternative zu den bioinformatischen Vorhersagen von sRNAs wurde im Laufe dieser
Arbeit auch eine 454 Sequenzierung des Transkriptoms von S. coelicolor durchgefiihrt. Von
den ~ 40.000 primdren Sequenzen blieben nach bioinformatischer Filterung etwa 5.500 Gbrig
(siehe Ergebnisse Seite 25), die sich in 1265 individuelle Sequenzen gruppierten. Sie
befanden sich alle in intergenen Regionen und lief3en sich keiner annotierten RNA Spezies
zuordnen. Diese Gruppe beinhaltete noch eine Reihe von 5’ und 3’UTRs bei denen die
Sequenzierung nicht mit der jeweiligen kodierenden Region Uberlappte und die deshalb nicht
automatisch entfernt worden waren. Durch manuelle Uberpriifung konnten 450 potentielle 5°
und 3°’UTRs von der Liste gestrichen werden. Es blieben 815 Transkripte {ibrig, denen allein
durch Analyse ihrer Lage keine Funktion zugeordnet werden konnte. Die weitere Auswertung
der 454 Sequenzierung wurde von Michaela Statt durchgefuhrt. Von den bisher von ihr
getesteten 16 Sequenzen konnte bei 11 die Expression einer SRNA im Northern Blot

nachgewiesen werden. Dies entspricht einer Trefferquote von bisher 68%. Hoch gerechnet

52



— DISKUSSION —

auf die gefundenen 815 Transkripte ergibt sich eine Zahl von 554 potentiellen SRNAs in S.
coelicolor. Diese Menge ist gemessen an der GroRe des Genoms durchaus mit der

vorhergesagten Menge an sSRNAs in E. coli vergleichbar (~ 300).

4.1.4. Vergleich von Bioinformatik und Sequenzierung

Die finf durchgefiihrten Studien zur Identifizierung von sRNAs unterschieden sich sehr
deutlich sowohl in der Menge der vorgeschlagenen sRNAs als auch in der Menge der falsch

positiven Treffer.

Die Vorhersage von sRNAs mittels Infernal (Kapitel 3.1.4) brachte die bei weitem grofite
Anzahl an Treffern (5343). Die groRe Menge an Treffern zeigt bereits, dass diese Art der
Suche nicht sehr spezifisch war und lasst einen grof3en Anteil an falsch positiven erwarten.
Um die Anzahl der Treffer einzuschréanken, wurden diese mit der Liste aller bekannten RNA
Familien (Rfam Database) abgeglichen. Dies reduzierte sie auf 1378 Treffer. Der Grofteil
dieser Treffer wurde jedoch als potentielle microRNA vorhergesagt, die in Bakterien nicht
vorkommen. Die vorliegende Liste wurde auf Grund der vermutlich niedrigen Spezifitét nicht

weiter verwendet.

Das Programm RNAz sagte 991 konservierte strukturierte Bereiche im Genom von S.
coelicolor voraus. Die im \ergleich zu Infernal deutlich niedrigere Zahl zeigt, dass es

vermutlich besser fur die Vorhersage von SRNAs geeignet ist.

RNAz sagt mit Hilfe von RNAalifold eine Konsensus-Sekundarstruktur fur einen
Sequenzabgleich voraus. Die Vorhersage mit RNAalifold funktioniert analog zur Vorhersage
fir eine einzelne Sequenz mit RNAfold. Der hauptsachliche Unterschied ist, dass das
verwendete Energiemodell um Informationen zur Kovarianz erweitert  wird.
Kompensatorische Mutationen (z.B. ein CG Paar mutiert zu einem UA Paar) sowie
konsistente Mutationen (z.B. AU mutiert zu GU) werden durch einen energetischen ,Bonus‘
belohnt. Mutationen, die nicht mit der Struktur vereinbar sind (z.B. CG mutiert zu CA),
bekommen eine energetische ,Strafe‘. Dies fiihrt zu einer Konsensus-MFE Struktur
(minimum free energy). RNAz vergleicht nun diese Konsensus-MFE mit der
durchschnittlichen MFE der einzelnen Sequenzen und berechnet daraus den structure
conservation index SCI. Ein hoher SCI bedeutet, dass sich die Sequenzen gemeinsam in eine
ahnliche Struktur falten wie jede fur sich genommen. Andererseits sinkt der SCI, wenn keine

Konsensus-Struktur gefunden werden kann.
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Die 991 vorhergesagten sRNAs hatten einen SCI zwischen 0.5 und 1. Verglichen wurden
hierfiir S. coelicolor und S. avermitilis. Ein SCI von 0.5 bedeutet also, dass eine Struktur /
Sequenz zu 50% konserviert war. Bei einem SCI von 1 ist die Sequenz und damit die Struktur
identisch. Es stellt sich die Frage, wie aussagekréftig der SCI in diesem Fall ist, wenn zwei
sehr nahe verwandte Spezies verglichen werden. Eine hohe Sequenzéhnlichkeit auch in der

intergenen Region ist zu erwarten.

Die Vorhersage von Terminatoren brachte 172 Treffer. Zur Auswahl von Kandidaten, die im
Northern Blot Uberprift werden, wurden Daten aus beiden Vorhersagen (von RNAz und
RNAmotif) verwendet. Zundchst wurden Terminatoren mit einem potentiellen AG von
hdchstens -4 kcal/mol ausgesucht, die mehr als 100 nt vom ndchsten Gen entfernt lagen.
Dann wurden 35 Terminatoren ausgewahlt, die zusatzlich noch einen Treffer in der Suche mit
RNAz hatten. Kriterien fir die Auswahl waren die Orientierung und Entfernung der
benachbarten Gene, die Stabilitat des Terminators und der SCI des RNAz Treffers. Trotz der
Kombination von zwei Methoden konnten bei den 35 getesteten Kandidaten nur finf SRNAs

identifiziert werden.

Die Vorhersage von dre-sites im Genom brachte die bei geringste Trefferzahl (15). Eine von
sechs (mit dem hdchsten Score) stellte sich als SRNA heraus — scl. Diese wurde auch von
RNAz vorhergesagt (SCI 0.9999), war jedoch nicht bei den 35 ausgewahlten Kandidaten

dabei, da von RNAmotif keine Terminatorstruktur vorhergesagt wurde.

Der vorliegende Vergleich zeigt, dass die Art der Vorhersagen sich deutlich in Quantitat und
Qualitat der Ergebnisse unterscheiden. Von 35 bioinformatisch ausgewéhlten konnte nur bei
fiinf ein Transkript nachgewiesen werden. Der SCI ist bei der Auswahl in diesem Fall auch
nur bedingt hilfreich, da 854 der 991 Treffer einen SCI von > 0.9 haben. Dies liegt mit

ziemlicher Sicherheit an der Ahnlichkeit der verwendeten Organismen.

Die spezifischste Art ist die Suche nach Proteinbindestellen. Sie ist allerdings auch die mit
der geringsten Gesamtausbeute und limitiert auf bekannte Regulatorproteine. Auch lassen
sich so nur solche sRNAs finden, die von einem Protein kontrolliert werden. Dafir ist sie
unabhangig von jeglicher Konservierung und ermoglicht auch die Identifizierung von
SRNAs, die nur ein einer Spezies vorkommen. Die 454 Sequenzierung ist dazu auch in der
Lage. Sie liefert jedoch nur das Expressionsbild zum Zeitpunkt der Ernte der Zellen. Fr
einen globalen Uberblick miissten mehrere Sequenzierungen mit RNA, die aus verschiedenen
Bedingungen prépariert wurde, durchgefiihrt werden.

54



— DISKUSSION —

4.2. sc32 — sRNA oder 3°UTR ?

4.2.1. Das Gen bldC — SC0O4091

Die putative SRNA sc32 wird ausschlie3lich durch Kélteschock induziert. Im 5’RACE zeigte
sich, dass ihr Transkriptionsstart nur vier nt hinter dem Leserahmen des Gens bldC
(SCO4091) liegt. bldC kodiert fir ein DNA-Bindeprotein der MerR Familie der
transkriptionalen Aktivatoren [85]. bld (bald - kahl) Mutanten in Streptomyceten fassen eine
Klasse von Genen zusammen, deren Deletion dazu flhrt, dass kein Luftmycel mehr gebildet
werden kann [28-32]. Die meisten der charakterisierten bld Gene kodieren Proteine mit
regulatorischer Funktion. bldB, D und M kodieren fir bekannte oder putative DNA
Bindeproteine [98-103], bldN und bldG fur einen Sigmafaktor beziehungsweise fir einen
anti-anti-Sigmafaktor [104-106]. bldC Mutanten sind wie viele andere bld Mutanten auf den
meisten Medien kahl. Die Differenzierung in Luftmycel und die Sporulation lassen sich, im
Fall von bldC, aber bei Wachstum in Minimalmedium mit Glycerin, Cellobiose, Mannose
oder Glucose wiederherstellen [107]. Das Gen bldC ist konstitutiv exprimiert, seine genaue
Funktion aber unbekannt [85].

4.2.2. Ist sc32 ein eigenstandiges Transkript?

Die Frage, ob sc32 ein eigenstdndiges Transkript ist oder aus dem 3’UTR von bldC
prozessiert wird, konnte nicht endgultig geklart werden. Aus dem vorliegenden Datensatz
ergeben sich jedoch mehrere Hinweise, die auf eine unabhangige Transkription hindeuten.
Zunachst wurde das 5’ Ende von sc32 mittels RACE bestimmt. Dazu wurde RNA aus einer
mit Kélteschock behandelten Kultur verwendet. Die verwendeten Oligonukleotide as_sc32#1
und #2 wiesen immer auf dieselbe Base hin. Die verwendete Elongationszeit bei der RT-PCR
wiirde jedoch theoretisch ausreichen, um das 5° Ende von bldC zu erreichen. In keiner der

Sequenzierungen nach dem RACE wurde ein weiter 5’ liegender Punkt erreicht.

Die Expressionsanalyse von sc32 gibt einen weiteren Hinweis. Hier wurde gezeigt, dass sc32
spezifisch und stark wéhrend Kélteschock induziert wird. Das 139 nt lange Transkript konnte
im Northern Blot nachgewiesen werden. Von bldC ist jedoch bekannt, dass es unter
Standardbedingungen wahrend des gesamten Lebenszyklus von S. coelicolor konstitutiv
exprimiert wird [85]. Es ist mdglich, dass sc32 nur wéhrend Kalteschock aus der
existierenden mRNA von bldC prozessiert wird. Diese dann 475 nt lange mMRNA hatte aber
mit den Sonden gegen sc32 unter den verwendeten Bedingungen detektiert werden massen.
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Es wurde aber nie ein Produkt vergleichbarer GroRe im Northern Blot identifiziert. Auch in
der 454 Sequenzierung wurden Transkripte von sc32 und bldC gefunden, die nicht
uberlappen (Abb. 4-1).

| Se— E— 3 4 5
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Abbildung 4-1: Ergebnis der 454 Sequenzierung im Bereich von sc32. 1 - 5: erhaltene reads. 1 und 2 iiberlappen.
Der Pfeil zeigt den experimentell bestimmten Transkriptionsstart von b/dC 125 nt oberhalb des Startcodons (Hunt,
JBac 2005). 1 endet drei Nukleotide vorher. Zwischen b/dCund sc32 liegen 4 nt zwischen 4 und 5 24 nt.

Zusammenfassend l&sst sich zu sc32 sagen, dass es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um
eine unabhangig transkribierte SRNA handelt, deren Promoter im Leserahmen von bldC liegt
und die durch Kalteschock induziert wird. Ihre Funktion konnte in dieser Arbeit nicht

aufgeklart werden, da keine sichtbaren Phénotypen auftreten.

4.3. scl — Ein Regulator des Sekundarmetabolismus

4.3.1. Die Konservierung von scl

Die sRNA scl konnte in allen 14 Streptomyceten identifiziert werden, von denen
Sequenzinformationen vorlagen (Abbildung 4-2, Seite 57). AuRerhalb des Genus der
Streptomyceten konnte die SRNA mittels BLASTN in keinem bakteriellen Genom gefunden

werden.
Tabelle 4-1: Streptomyces Spezies von denen die Genomsequenz vorliegt
S. albus S. griseus subsp. griseus NBRC 13350
S. avermitilis S. lividans TK24
S. clavuligerus ATCC 27064 S. scabies
S. coelicolor A3(2) S. species C
S. roseosporus S. species Mgl
S. ghanaensis ATCC 14672 S. sviceus ATCC 29083
S. griseoflavus Tu4000 S. viridochromogenes DSM 40736

Die sRNA scl scheint also spezifisch flr die Gattung der Streptomyceten zu sein.
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4.3.2. Die Funktion von sc1

Sc1 bendtigt kein RNA Chaperon fir die Regulation von dagA

Die Mehrheit der bis heute charakterisierten SRNAs funktioniert als Riboregulator Gber einen
antisense Mechanismus durch Bindung an ihre Ziel-mRNAs. Meist wird durch Basenpaarung
die TIR sequestriert und flr das Ribosom unzuganglich [108]. Diese Interaktion wird bei den
bekannten SRNAs oft durch das Sm Protein Hfq vermittelt. Es wurde postuliert, dass SRNAs
in Bakterien ohne Hfq auf eine andere Weise funktionieren [109].

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, wie der Gram+ GC reiche
Organismus S. coelicolor die Expression eines Gens mit Hilfe einer SRNA reguliert. Es
wurde eine direkte Interaktion der dagA mRNA mit der sSRNA scl gezeigt. Findet die
Interaktion beidseitig in einem einzelstrdngigen Bereich statt, sollte bei steigender
Temperatur mehr Komplex gebildet werden. Ist jedoch fur die Bindung das Aufschmelzen
einer Sekundarstruktur erforderlich, sollte eine héhere Temperatur zu mehr Komplexbildung
fiihren. Durch Steigerung der Temperatur wurde die Menge an entstehenden Komplex auf
80% gesteigert. Desweitern konnte gezeigt werden, dass fur die Bindung in vitro keine
weiteren Faktoren notwendig sind. Mdéglicherweise gilt dies auch in vivo, da durch den hohen
GC Gehalt SRNA und mRNA Interaktionen deutlich stabiler sind als in E. coli. Andererseits
haben auch sRNA und mRNA fiir sich genommen bereits stabilere Sekundarstrukturen, so
dass durchaus die Hilfe eines RNA Chaperons notwendig sein kann, um eine Interaktion
uberhaupt erst zu ermdglichen. Ist der Komplex erst gebildet, kénnte sich das Protein wieder
abldsen, da er dann stabil genug ist, um das Ribosom an der Translation zu hindern. In vielen
Bakterien wird die SRNA — mRNA Interaktion von dem RNA Chaperon Hfq vermittelt. In

Streptomyceten existiert kein Hfg homologes Protein.

Die Expression von dagA wird auf mindestens drei Ebenen reguliert

Die in dieser Arbeit charakterisierte SRNA scl zeigt einen deutlichen Effekt auf die
Expression der extrazellularen Agarase DagA. Die Uberexpression von sc1 um das zweifache
fiihrt bereits zu einer kompletten Repression der Agarase. Von DagA ist bekannt, dass es auf
der Ebene der Transkription reguliert wird [110]. Es unterliegt auch der Kohlenstoff
Katabolitenrepression durch Glucose und andere Zucker [111, 112]. Untersuchungen in
multicopy Systemen zeigten, dass auch der Export des Pro-Proteins durch das twin-Arginin

Translokationssystem (tat) reguliert wird. Dort wurde das Pro-Protein nicht mehr aus der
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clavuligerus/1-149
roseosporus/1-147
albus/1-147
avermitilis/1-148
coelicolor/1-159
ghanaensis/1-154
griseoflavus/1-155
%riseus/1-142
ividans/1-159
scabies/1-147
sp-C/1-149
sp-Mgl/1-150
sviceus/1-155
viridochromogene/1-157

clavuligerus/1-149
roseosporus/1-147
albus/1-147
avermitilis/1-148
coelicolor/1-159
ghanaensis/1-154
griseoflavus/1-155
?riseus/1—142
ividans/1-159
scabies/1-147
sp-C/1-149
sp-Mgl/1-150
sviceus/1-155
viridochromogene/1-157

c (OO0

)-2)))

-))))
ﬂ

))-)))) .

22))))))))

CC%ACCUGGCC’G
UCUCUGCCCUGAC
c%cuecccue €
UCUCUGCCCUGAC
UCUCUGCCCUGAC
UCUCUGCCCUGAC
UCUCUGCCCUGAC
UCUCUGCCCUGAC
UCUCUGCCCUGAC
GCUCUGCCCUGAC
GUUCUGCCCUGAC
CUCUGCCCUGAC
UCUCUGCCCUGAC

CAGUCAGG--GCAGH
JCAGG--GCAGA

-GCCGGCCAGGUAGC
ACGEGCCGAU-GUUGE

CBCGCGGCCGAU-GUUGE

GUGGCCGUUAGUA-C

clavuligerus/1-149 G GUUCCACBCCUCUGUGCGGUGAGGA--- 149
roseosporus/1-147 GGUCCACHCUCCUGUGCGGGGAGAG--- 147
albus/1-147 GGGCGGGHUGAGGGUC-—--——-—-~— 147
avermitilis/1-148 GGGAGGGUUGAGGGUC—====—===——— 148
coelicolor/1-159 GAGAGGGEUGAGGGUCCCUCUCAGGCGC 159
ghanaensis/1-154 GGGAGGGBUGAGGGUCCCUCCCAGGCGC 154
griseoflavus/1-155 GGGAGGGBUGAGGGUCCCUCUCAGGCGC 155

?riseus/l—142
ividans/1-159
scabies/1-147
sp-C/1-149
sp-Mgl/1-150
sviceus/1-155
viridochromogene/1-157

DOOONOONOOONNNNAQN

GGACGGGCUGAGGGUC—=—=—=—=——— C

GAGAGG!

GGGAGG
GGGCGG
GGGUGG
GGGAAG

3

[UGAGGGUCCCUCUCAGGCGC
UGAGGGUC
UGAGGGUCC
UGAGEGUCC————==—=——
UGAGGGUCCUUCCCAGGCGC
UGAGGGUCCCUCUCAGGCGC

i

coelicolor: 0.00000
lividans: 0.00000
avermitilis: 0.03298
griseus: 0.09124
albus: 0.03235
clavuligerus: 0.23708
roseosporus: 0.21190
sp.Mg1: 0.03407
sp.C: 0.03975
scabies: 0.03200
griseoflavus: 0.02423
ghanaensis: 0.03421
sviceus: 0.03027
viridochromogenes: 0.05253

Abbildung 4-2: Oben Struktur und Sequenz Konservierung von scl in 14 Streptomyceten. In 12 der 14 Genome ist
das selbe Motiv CCGCACA in der ersten und dritten Stammschleife konserviert (blau).Der Farbcode zeigt
strukturelle Konservierungen, der graue Balken die der Sequenz. Unten Phylogramm der Verwandtschaft der
Sequenzen zueinander. Das Sequenzmotiv CCGCACA istin S. clavuligerus und S. roseosporus nicht konserviert.

58



— DISKUSSION —

Zelle exportiert, sobald Glucose im Medium vorhanden war. Dieses komplexe Szenario wirft
die Frage auf, warum DagA neben der Transkription und dem Export auch noch auf der
Ebene der Translation mit Hilfe einer SRNA reguliert wird. Eine mdgliche Erklarung dafir
kann die Geschwindigkeit sein, die ein solches System ermdglicht. Dabei sind zwei Faktoren
malgeblich. Die SRNA muss zwar wie die mRNA eines Proteins transkribiert werden, ist
aber in der Regel deutlich kirzer als ein durchschnittliches Protein (40 — 200 nt versus etwa
1000 nt). Sie kann also deutlich schneller und mit geringerem Energie- und Materialaufwand
hergestellt werden. Desweiteren entféllt die Translation [113]. Daraus folgt, dass durch eine
SRNA eine schnelle Regulation méglich ist.

SRNAs sind aber nur selten fiir die dauerhafte Regulation eines Genes ausgelegt. Meist ist es
nicht sinnvoll, die mMRNA eines Proteins, das nicht benétigt wird vorrétig zu halten und
wahrenddessen  durch eine  sSRNA zu inaktivieren. Eine Ausnahme bilden
Hitzeschockproteine, da diese mdglichst schnell nach einem Hitzeschock produziert werden
miussen. Generell sind sSRNAs jedoch eher dazu geeignet schnell die Translationseffizienz
eines Zielgenes zu &ndern. Die dauerhafte Repression eines Gens tber DNA-bindende

Proteine ist ihnen aber an Effizienz (iberlegen da keine mMRNA synthetisiert werden muss.

Wihrend der scl+ Stamm kein extrazellulares DagA mehr produziert, konnte in den
Plattentests im ascl Stamm keine gesteigerte Produktion von DagA nachgewiesen werden.
DagA konnte unter den verwendeten Bedingungen bereits im Wildtyp maximal induziert
sein, so dass die Entfernung von scl keine Steigerung der Expression mehr bringen kann.
Andererseits ist es auch moglich, dass die DagA Translation im ascl Stamm gesteigert ist,
mit der verwendeten Methode aber nicht messbar ist. DagA ist kein membranstandiges
Protein, sondern wird sekretiert und diffundiert in das Medium. Es bildet sich ein Gradient
von DagA um die Kolonie herum aus. Fur die Spaltprodukte von DagA gibt es keinen
aktiven Transporter, sie erreichen die Zelle ebenfalls per Diffusion. Mit steigender
Entfernung zur Zelle nimmt die Effizienz dieser Diffusion exponentiell ab. Daraus folgt, dass
es eine maximale Entfernung gibt, fiir die diese Art des Nahrstofftransports flr eine Zelle
nutzbar ist. Unter den verwendeten Bedingungen erreicht wahrscheinlich bereits der Wildtyp
diese Grenze, so dass eine Steigerung der Expression von DagA keine Erweiterung mehr
bringen kann. Um diese Theorie zu uberprifen, konnte die Zunahme des Hofes um eine
Kolonie Uber mehrere Tage hinweg beobachtet werden. Sollte der ascl Stamm tatsachlich

mehr DagA sekretieren, sollte der Hof schneller wachsen als beim Wildtyp.
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Nur wenige bodenbewohnende Streptomyceten kodieren in ihrem Genom eine Agarase.
Tatséchlich konnte mittels BLAST Suche in keinem der in Tabelle 4-1 erwéhnten Genome
ein dagA homologes Gen gefunden werden. Scl ist jedoch in allen diesen Streptomyceten
konserviert (Abb. 4-2). Die Interaktion von scl mit dagA erklart auch nicht die beobachteten
Phénotypen, wie die Repression von scl bei Stickstoffmangel in der Stationdrphase und die
Repression der Actinorhodin Produktion im scl+ Stamm. Diese Daten zeigen, dass dagA

nicht das einzige Ziel von scl sein kann.

SCO05239 - ein direktes Ziel von sc1?

Ein mogliches zweites Ziel von scl ist die Histidin Kinase SC0O5239. Hier konnte gezeigt
werden, dass die Koexpression von scl einen positiven Effekt auf die Expression einer
SCO05239 — Luziferase Reportergenfusion hatte. Nicht geklart werden konnte, ob dieser
Effekt durch eine direkte Interaktion vergleichbar mit der Agarase zustande kommt oder Uber
einen oder mehrere Zwischenstationen vermittelt wird. Die Aufklarung dieses
Zusammenhangs scheiterte hauptsachlich daran, dass der Transkriptionsstart der Kinase nicht
bestimmt werden konnte. Dies wiederum kann in der extrem niedrigen Expression des Gens
begriindet liegen. Da gezeigt werden konnte, dass die Koexpression von scl die Expression
der Kinase um den Faktor acht steigert, kann ein 5’RACE im scl+ Stamm maglicherweise
erfolgreicher sein. Alternativ kann das 5’RACE auch mit der SC0O5239 — Luziferase Fusion
in Gegenwart von scl durchgefuhrt werden. Auf diese Weise konnten eventuelle
Abbauprozesse der Kinase mMRNA umgangen werden, die die Detektion erschweren. Ist das
5’ Ende der Kinase bestimmt, kann mit Gelshift Experimenten eine direkte Interaktion von
scl mit der mRNA der Kinase untersucht werden. L&sst sich keine direkte Interaktion
nachweisen, konnte analysiert werden, ob scl das aufgereinigte Protein bindet. Zuséatzlich
kann die Expression der Kinase in Abh&ngigkeit von scl in Gegenwart unterschiedlicher

Stickstoffquellen getestet werden.

4.3.3. Die Regulation von scl durch DasR

Die Regulation von scl blieb trotz der erhaltenen Ergebnisse unklar. Es konnte gezeigt
werden, dass die dre-site vor sc1 von DasR sowohl in vitro als auch in vivo erkannt wird. Im
Northern Blot zeigte sich auch, dass die Expression von scl abhangig ist von der Menge an
DasR. Jedoch gelang es nicht, die Expression von scl durch Erhéhen des GICN-6P Spiegels

in der Zelle durch Zugabe von GIcNAc zu induzieren. Es ist denkbar, dass neben GICN-6P
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noch ein weiterer Induktor von DasR existiert, der fiir die Induktion dieser dre-site notwendig
ist. Daflr spricht, dass bei den von Rigali et al. durchgefiihrten in vitro Studien ein
mindestens 300.000-facher molarer Uberschuss GIcN-6P notwendig war, um DasR von der
dre-site vor crr zu 16sen[78].

Maglicherweise spielen die konservierten Schleifen der Stdmme eins und drei eine Rolle bei
der Funktion von scl (Abbildung 4-2 blau). Beide zeigen dasselbe Sequenzmotiv
CCGCACA, dass in 12 der 14 verglichenen Streptomyceten konserviert ist. Es konnte
gezeigt werden, dass dieses Motiv zumindest bei der Interaktion von scl mit dagA nicht
essentiell ist. Es konnte sich aber um eine Bindestelle fur eine andere RNA oder ein Protein
handeln.

Unklar ist auch die Frage, wie die Repression von scl unter Stickstoffmangel in der
Stationdrphase mit DasR in Verbindung zu bringen ist. Von DasR ist bisher noch nicht
bekannt, dass es Gene des Stickstoffmetabolismus kontrolliert. Um diesen Sachverhalt weiter
zu untersuchen, wurde die Promoterregion von scl vor das Luziferase Reportergen Kloniert.
Mit Hilfe dieses Plasmides kann nun die Induktion von scl durch Zugabe verschiedener
Stickstoffquellen wie Nitrat, Nitrit, Ammonium oder Harnstoff untersucht werden. Es misste
analysiert werden, ob sich das Induktionsverhalten von scl unter diesen Bedingungen im
ADasR Stamm BAP29 von Wildtyp unterscheidet. Zeigt sich trotz Deletion von DasR noch
eine Stickstoff abhéngige Regulation von scl, gibt es mdglicherweise einen zweiten
Regulator von scl. Zur weiteren Untersuchung sollte dann die dre-site vor scl mutiert
werden. Dies ist notwendig, da die Deletion von DasR zur Deregulation von etwa 100 Genen
fuhren kann. Ein in BAP29 auftretender Effekt kann also auch auf die unkontrollierte
Expression verschiedenster Gene zurtickzufuhren sein. Zeigt sich dann immer noch kein
Unterschied in der Induktion, legt das den Schluss nahe, dass es einen zweiten Regulator von
scl gibt. Ein mdglicher Kandidat daftir ist GInR, der Regulator des Stickstoffstoffwechsels in
S. coelicolor [114]. In einer vorl&ufigen Untersuchung konnte jedoch keine Bindestelle von

GInR vor scl vorhergesagt werden (Jens Reuther persénliche Mitteilung).

Die mdgliche biologische Funktion von scl

Es konnte gezeigt werden, dass scl neben seinem Effekt auf dagA und SC0O5239 auch direkt
auf die Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen und die Wuchsphase reagiert. Nur in der
Stationarphase unter Stickstoffmangel war die Expression von scl reduziert, der Mangel an
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Phosphat oder Kohlenstoff Quellen filhrte nicht zu einer Anderung. Wéchst S. coelicolor
nicht unter Laborbedingungen, sondern in seinem natdrlichen Lebensraum — im Boden — ist
Stickstoffmangel der vorherrschende Zustand [114, 115]. Die Expression von scl ist also
normalerweise niedrig und wird durch plétzliche Verfligbarkeit von Stickstoffquellen
gesteigert. Bringt man dies in den Zusammenhang mit den Phanotypen von scl+ und ascl, so
zeigt sich, dass die Uberexpression von scl einen verringerten Sekundirmetabolismus zur
Folge hat. Die Nutzung alternativer C-Quellen wie Agar und die Produktion von
Sekundéarmetaboliten wie Actinorhodin wird dann reprimiert. Im Gegensatz dazu folgt aus
der Verringerung der Menge an scl eine Aktivierung des Sekundarmetabolismus. Diese war
bei der Produktion von Actinorhodin messbar. Der ascl Stamm produzierte etwa 30% mehr
Actinorhodin als der Wildtyp.

Scl ist also moglicherweise ein Regulator, der den Sekundarmetabolismus abschaltet, sobald

die Zellen ausreichende Stickstoffquellen zur Verfligung haben.

Weitere Ziele von scl

Welche zentrale Rolle sc1 zumindest in S. coelicolor spielt, zeigte die Analyse des Proteoms.
Bereits in 1D Gelen zeigten sich mindestens elf differentiell exprimierte Proteine. Die
meisten dieser Proteine waren zuséatzlich von scl auch von der verwendeten C-Quelle
abhangig. Die Identifizierung dieser Proteine mittels Massenspektrometrie konnte zusatzliche
direkte oder indirekte neue Ziele von scl aufzeigen.

Bakterielle SRNAs werden in vielen Fallen zur schnellen Antwort auf StreRbedingungen
exprimiert. Scl konnte solch eine schnelle Antwort auf einen positiven Stress — ausreichende
Stickstoffversorgung — sein und als Signal dafiir dienen, den Sekundarmetabolismus zu

deaktivieren bevor weitere Kontrollinstanzen aktiviert werden.
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5. Material und Methoden

5.1. Materialien

Chemikalien

Acrylamid Roth, Karlsruhe
Agar OXOID, Heidelberg

Agarose peqGold Universal
Ammoniumheptamolybdat Tetrahydrat
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Apramycin
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
B-Mercaptoethanol

Bactopepton

Borséure

Bromphenolblau

Calciumchlorid

Casaminosauren

Chloramphenicol

Chloroform

Citronenséure

Coomassie Phast Gel™ Blue R Tabletten
Dikaliumhydrogenphosphat Dihydrat
Dinatriumhydrogensulfat
Dikaliumsulfat

Dinatiumtetraborat Decahydrat
Dimetyhlsulfoxid (DMSO)
Dimethylformamid (DMF)
Desoxinukleotide (dNTPs)
Dithiotreitol (DTT)
Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA)
Eisen-111-Chlorid Hexahydrat
Essigsdure

Ethanol 99,98%

Ethanol, technisch

Fleischextrakt

Formamid, deionisiert

o—D-Glukose

Glycin

Glycerin 100%

Harnstoff

Hefeextrakt

iBlock

peqLab, Erlangen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Becton Dickenson, USA

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

GE Healthcare, Schweden

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

peqgLab, Erlangen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

OXOID, Heidelberg

Tropix, USA
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Isopropanol Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe
Kaliumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe
Kaliumsulfat Roth, Karlsruhe
Kanamycin Roth, Karlsruhe
Kupfer-11-Chlorid Dihydrat Roth, Karlsruhe
Lysozym Roth, Karlsruhe
Magnesiumchlorid Hexahydrat Roth, Karlsruhe
Maleinsdure Roth, Karlsruhe
Malzextrakt OXOID, Heidelberg
Mangan-11-Chlorid Dihydrat Merck, Darmstadt
Mannitol Roth, Karlsruhe

Methanol

Nalidixinsdure
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriummolybdat Dihydrat
Natriumnitrat
Natriumsulfat

Natronlauge 50%

n-Decanal Roth, Karlsruhe
PEG 1000 Roth, Karlsruhe
PEG 6000 Roth, Karlsruhe
Pepton Roth, Karlsruhe
Phenol Roth, Karlsruhe
Saccharose Roth, Karlsruhe
Salzsaure Roth, Karlsruhe
Sojapulver Hensel / Reformhaus
Spermidin SERVA, Heidelberg

Streptomycin
Natrium-Dodecylsulfat (SDS)

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-2-

aminoethansulfonséure (TES)
Thiostrepton
Trichloressigséure

Tricin

Tris

Trypton/Pepton aus Casein
Tryptic Soy Broth (TSB)
Xylencyanol

Zinkchlorid

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Becton Dickenson, USA

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
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Alle verwendeten Chemikalien hatten p.a. Qualitat

kommerzielle Systeme

Gerate

Becher, Glas

Becher, Kunststoff

Filterspitzen (10, 20, 200, 1000 pl)
Einmalhandschuhe

Einmal-Spritze (10, 20 ml)
Reaktionsgefale (1,5 ml; 2,0 ml)
Filterpapier

Glaspipetten

Glasperlen (0.5 und 5 mm)
Halbmikrokdvetten

Kanilen, steril

Messzylinder

Pasteurpipetten
PCR-Reaktionsgefal 0,2 ml
Petrischalen, Kunststoff

Pipetman acu

Pipetten (2, 20, 200, 1000 pl)
Pipettenspitzen, Kunststoff
Polyethylenréhrchen (15 ml, 50 ml)
Reagenzgléser

Schikanekolben

Schraubflaschen

Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml)
Skalpellklinge

Stericup

96-well Platte, durchsichtig
96-well Platte, Flachboden

Schott Duran, Jena

Vitlab, Grossostheim

Greiner, Nirtingen

Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson, Heidelberg
Greiner, Nirtingen

Whatman, England

Ochs, Bovenden

Roth, Karlsruhe

Sartsedt, Nimbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg
Vitlab, Grossostheim

Brand, Wertheim

pegLab, Erlangen

Greiner, Nirtingen

IBS Integra Biosciences, Fernwald
Gilson, Frankreich

Greiner, Nirtingen

Greiner, Nirtingen

Schott Duran, Jena

Schott Duran, Jena
KAVALIER, Sazava

Greiner, Nirtingen

Roth, Karlsruhe

Millipore, Schwalbach
Greiner, Nirtingen

Greiner, Nirtingen

Autoklav

Autoklaviertopf

Biofuge (Frescol7, Picol7, PrimoR)
Brutschrank (30°C, 37°C)
Bunsenbrenner

Eismaschine
Elektrophoresekammern

Electrophoresis Power Supply Consort
FastPrep®-24
Feinwaage

Getinge, Schweden

Sitram, Frankreich

Heraeus Christ, Osterode
Heraeus Christ, Osterode
VWR, Darmstadt

Scotsman Ice Systems, USA
M. Miller, FAU Erlangen-Nirnberg,
Roth, Karlsruhe

C.B.S. Scientific, Del Mar
peqLab, Erlangen

peqgLab, Erlangen

MP Biomedicals, USA
Acculab, USA
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Gelschittler GFL Karow, Berlin

Heizblock VWR, Darmstadt

IKA VORTEX Genius3 IKA, Staufen
Inkubationsschittler Aquatron Infors AG, Bottmingen
Inkubationsschuttler Multitron Infors AG, Bottmingen
Kochplatte Rommelsbacher GmbH, Dinkelsbiihl
Kulturschittler Mixer 5432 Eppendorf AG, Hamburg
Kihlschrank (mit Gefrierschrank -20°C) Liebherr, Schweiz
Magnetrihrer IKA RET basic IKA, Staufen

Mikrowelle AEG, Frankfurt am Main
Multifuge 1L-R Heraeus Christ, Osterode
NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer peqLab, Erlangen
peqSTAR pegLab, Erlangen

pH Meter 766 Calimatic Knick, Berlin

Safire 2 Tecan Trading AG, Schweiz
Spannungsnetzgerat Bio-Rad, USA
Thermocycler Primus 25 peqLab, Erlangen
Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg
ThermoStat plus Eppendorf AG, Hamburg
Tiefkuhltruhe (-80°C) Heraeus Christ, Osterode
Trockenschrank Heraeus Christ, Osterode
UV Schirm 254 nm INTAS, Gottingen

UV Schirm 312 nm INTAS, Gottingen
Videodokumentationsanlage INTAS, Gottingen
Waage Acculab, USA

Wallac 1409 liquid scintillation counter ~ Wallac, Monza
Wasserbad E Julabo, Seelfeld
Wasserbad ED Julabo, Seelfeld
Wasservollentsalzungsanlage Millipore, Frankreich
Warmeschrank EHRET, Emmendingen

5.2. Oligonukleotide
Nummer Name Sequenz (5 — 3°) Beschreibung
26 5239 F1 TGCTCTCTGCCCTGACTGCT RT-PCR SC05239 fwd1
27 5239 _F2 CATCCTTCGGCCGACCGGGA RT-PCR SC05239 fwd2
28 5239 R1 TGAGAGGGACCCTCAGCCCT RT-PCR SC05239 revl
29 5239 R2 AAGCACCCGCGGGLCLCGLGGL RT-PCR SC05239 rev2
30 5239 R3 CTCGAGGTCGGAGTCGTCGA RT-PCR SC05239 rev3
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Nummer

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

Name
5239 R4
5239 R5

IGR5239_fwd

IGR5239-T7_rev

16S_fwd

16S-T7_rev

IGR0527-fwd

IGR0527-rev

IGR1118-fwd

IGR1118-rev

IGR2571-fwd

IGR2571-rev

IGR4151-fwd

IGR4151-rev

IGR4253-fwd

IGR4253-rev

IGR5038-fwd

IGR5038-rev

IGR5350-fwd

IGR5350-rev

IGR5876-fwd

IGR5876-rev

IGR7281-fwd

IGR7281-rev

Sequenz (5> — 3%)
GCGGGTGGGGACCCACAGGA
GCCGACCATGTCGTCCTGGT
TGCTCTCTGCCCTGACTGCT

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGAGAG
GGACCCTCAGCCCTCT

GTAAAGAGCTCGTAGGCGGCT
CCCGGGATTATGCTGAGTGATATCCCGCGTC
GAATTAAGCCACATGCT
GGCTCGGACATGCCGTGTAG
CCCGGGATTATGCTGAGTGATATCCCCACGA
CATCTGCTGCTGACG
GGCTGCCTGTTGAGCCACTG

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGTATAG
GAGCATCCCGGCCGC

CTGATCAGTCCCGACCCCGG

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGTTCCG
GCCACCGGACTACGA

GCTCGTCGGCGCAGCAGCCT

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCGCTA
CGCGCGTTGACTCT

TACGAGACAGGACGCCCCTC

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCAAC
GCGCGCGTGAGGCT

TTCCCGCCCGCGGCCGCGCC

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCCGC
CGTTCGTCGGGCGCG

CCGCCCTCCGCGGGTGACAG

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGACGG
GGCCCGTGCGGGGCC

TGCGGCCCCCACCGAGGGCC

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGACCG
GCATGATGGTGGCTGC

CTTGTCGAGTCGTGGCCGGT

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGACCTC
CGCACGACCGGCCAC

Beschreibung
RT-PCR SC05239 rev4
RT-PCR SC05239 rev5

Northern Blot IGR SC05239

Northern Blot IGR SC05239 + T7 Promoter

Northern Blot SCO 16S rRNA

Northern Blot SCO 16S rRNA + T7-Promoter

Dot-Blot SCO fwd; die Nummer ist die SCO
Nummer des Gens stromaufwarts; Name im
Dot-Blot: 1fwd

Dot-Blot SCO rev; 1rev

Dot-Blot SCO fwd; 2fwd

Dot-Blot SCO rev: 2rev

Dot-Blot SCO fwd; 3fwd

Dot-Blot SCO rev; 3rev

Dot-Blot SCO fwd; 4fwd

Dot-Blot SCO rev; 4rev

Dot-Blot SCO fwd; 5fwd

Dot-Blot SCO rev; 5rev

Dot-Blot SCO fwd; 6fwd

Dot-Blot SCO rev; 6rev

Dot-Blot SCO fwd; 7fwd

Dot-Blot SCO rev; 7rev

Dot-Blot SCO fwd; 8fwd

Dot-Blot SCO rev; 8rev

Dot-Blot SCO fwd; 9fwd

Dot-Blot SCO rev; 9rev
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Nummer Name

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

IGR7638-fwd

IGR7638-rev

11_fwd

11 rev

16_fwd

16_rev

17_fwd

17 rev

18_fwd

18 rev

19_fwd

19_rev

23_fwd

23_rev

24_fwd

24 _rev

25_fwd

25 rev

27 fwd

27 rev

29 fwd

29 _rev

30_fwd

30_rev

Sequenz (5 — 3°)
CTGGCGCGAGGCCCGGCAGG

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGAGCAT
TGCTGTAGAGTCTGG

TCCCAAATGCGGTCGCAGGA

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGTCATG
TCTGCCACAAGCATG

CGGACGTTGTGAAGGTGTCC

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCTGA
ACGCACTGGCCGACCC

TGAATGTGCGGCAGTTCGAA

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCTTCG
CGTCTGTCGGCGGC

TGCGCCGCCGCGCTGCCCGG

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCCTCC
CCGGGCAGCGCCGGG

CATCCATCCATGAAACCCCG

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCCGC
CGCACCCCCGTCCCCA

GTCTCGCCCGCGCGGTTGGC

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGAGCG
AGAAGGCAGGCCGCA

CTTGCTGCTGCTCAGCGGAC

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGTGCA
ACGGTGTGAATTCCT

TGTCACCCGACCACCCTCAC

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGTCCG
GAGCCGCCGCCGATCG

GGGCGGTCCCGTTCAACGGG

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCCGG
ACGGGACCGCCCCAC

GCTGAAACGGGGCACTCGCA

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCAAA
GCAGGTAAGCGGCTTA

CTTGGTCTCGCGGGCCGTTG

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGACCG
GTAGTACAAAGGACT

Beschreibung

Dot-Blot SCO fwd; 10fwd

Dot-Blot SCO fwd; 10rev

1G346

1G634

1G667

1G725

1G725

1G1010

1G1164

1G1164

1G1431

1G1667

1G1716
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Nummer

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

125

126

127

128

129

Name

31_fwd

31_rev

32_fwd

32_rev

33_fwd

33 _rev

35_fwd

35 rev

36_fwd

36_rev

37_fwd

37 _rev

tmRNA_fwd

tmRNA_rev

RNaseP_fwd

RNaseP_rev

SRP_fwd

SRP_rev

sd2_rev

Sequenz (5> — 3%)
CACATGTGCGCGTCGGCATG

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGAGGG
ACCGGGGCCAAAC

CACAGCTCCAAGCGACGCCG

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCACCT
CTGTTGGGGCAGGGA

GAACATCGGTCGAAACGTCC

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGACAA
ATACCCCGGCACAAC

CCGCTTCGCGGCGCGTCCAT

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCGGC
GGCGCCGCCCTGCG

GTGACCCGAGCGCCACGGTC

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCATAC
CCGATCCGTGACG

CCCCACAGGAGAGGCCCCGG

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCCCGT
GCCGCGCGACGG

CCCGACCCGGAUCCUGGCAU

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGAAGG
TTTAGTCCCCTAGCTG

AGUGCCCAGGGCGACCUGGG

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGGGGT
GGGGTTTACCTAGCTG

UGAACUCCCCCAGGGCCGGA

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCCGA
CCTACCCTTGCTGCCT

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGGAAG
GAGGCTAGTTAGTTAT

scl_5RACE_fwd GGGCCTAAAACATACCAGAT

scl_5RACE_rev

scl_3RACE_rev

Linker 5RACE_f

wd

CCGTGGGGTGTGCGGTCCCG

GAGCCTAGGTGGTCGTATTC

GATATGCGCGAATTCCTGTA

Beschreibung

1G1877

1G1992

1G2071

1G2235

1G2282

1G2369

tmRNA, +Kontrolle Dot/Northern

RNase P, +Kontrolle Dot/Northern

4.5S RNA of SRP, +Kontrolle Dor/Northern

Primer fiir 5’RACE mit scl; bindet am Anfang
vom tc-Aptamer Tmin2 siehe pSP64-Tmin2.
rev. Primer: Nr. 127 & 28

s. 0., bindet im Bereich in dem auch die Sonde
flr den Northern bindet

fiir 3’RACE, bindet am Ende des tc-Aptamers.
Siehe 126. fwd Primer 26 & 27

s.0. fir 5’RACE mit dem von Purimex
bestellten Oligo
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Nummer Name

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

Linker_3RACE_r

ev

scl aac_fwd

scl_aac_rev

scl_5 revd
scl_5 rev3

scl_5 rev2

5 _Linker_long

32_5RACE_revl

32_5RACE_rev2

sc32_del_fwd

scl_del_rev

scl_del_fwd

sc32_del_rev

sc32_del_fwdl

scl-seq-fwd
scl-seq-rev
sc32-seq-fwd

Sc32-seq-rev

sc32d-long-fwd

sc32d-long-rev

sc32-ux-fwd

Sequenz (5 — 3°)

TTTCTTCTAGTGTTCGTTCT

GAACTGACCGTGTTCATCACGCAAGGTGAT
CGTCAGGCTTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

TCCACAGCGCCCTCCGCCTGCGAAGCGGCC
GGCGAGACCATTCCGGGGATCCGTCGAC

CGAAGGATGAGGAGCCGGAGCA
TGCGGTCCCGGTCGGCCGAA
CCCGGAGCAACATCGGCCGT

GATATGCGCGAATTCCTGTAGAACGAACAC
TAG

GGGCAGGGACGGCGTCGCTT
GATCAACGACGCACCTCTGTT

TGAATAACCGGGCAGAACGGCGGGTCCCCC
AACCTGTCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

TCCACAGCGCCCTCCGCCTGCGAAGCGGCC
GGCGAGACCATTCCGGGGATCCGTCGACC

GTACCAACAACAAACAACGTCCACCGCATG
GACACGGTTTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

ACACTGCCCCGGACACCGACCCGGGCCCG
GGCCCGGGCAATTCCGGGGATCCGTCGACC

TGAATAACCGGGCAGAACGGCGGGTCCCCC
AACCTGTCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

TGGCCCCGAGGTTGAGCCAACGGGGTT
TTCATGGAGGGCACGGGGCCGAGCGTA
CTCGGCGGGCATCGCCGCTACCGCGAA
CACCTTCGCAGTGCCCGCACAGCCGAT

CGGGCATTCCGCAGCAGCGCAGCGAGGCCT
GAACAACTGAATAACCGGGCAGAACGGCG
GGTCCCCCAACCTGTCGTGTAGGCTGGAGC
TGCTTC

ACACAGGACAGGACACGGACCCGCACACT
GCCCCCCACACTGCCCCGGACACCGACCCG
GGCCCGGGCCCGGGCAATTCCGGGGATCCG
TCGACC

AGGAGGCAATTGACATTGTGAGCGGATAAC
AAGATACTGAGCACGCCCCCAACCTGTCGC
GGCGC

Beschreibung

s.0. fir 3’RACE mit dem von Purimex
bestellten Oligo

Redirect Deletion scl; PCR der Apramycin
Kassette auf plJ733 mit je 39 nt homolog zu
scl konservierter Region

alternativer rev primer 5’RACE scl
alternativer rev primer 5’RACE scl

alternativer rev primer 5’RACE scl
langerer fwd Primer 5’RACE Linker

rev Primer 5’RACE sc32
rev Primer 5’RACE sc32

Deletion sc32 Redirect — falsch bestellt zu nah
dran statt dessen sc32_del_fwd1

del scl redirect

del scl redirect

del sc32 redirect

del sc32 redirect — richtig

del sc32 redirect langerer homologer bereich
(77nt)

del sc32 redirect langerer homologer bereich
(75nt)

fwd Primer fur Klonierung des
Uberexpressionsvektors pSK-17 + sc32; Mfel
Schnittstelle plus ca. Halfte des PLacO
Promoters. Die Transkription startet beim G
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Nummer

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

Name

T32-fwd

T32-rev

5S_fwd

5S_rev

5S all
32-A
32-B
1-A

1-B

apra-seq-rev

apra-seq-fwd

as_sc32_#2

as_sc32_#1

5S_short

as_scl

1-C

5S rev

5S all

random hexamer
2789-1

2789-2

5237-1

5237-2

5238-1

Sequenz (5> — 3%)

CTTCTTGAATTCTAATACGACTCACTATAGG

GCCCCCAACCTGTCGCGGCGCCC

CTTCTTAAGCTTAAAAAAATCGCGCTGGAC

CCGGCGGA

TTTCGGTGGTCATAGCGTA

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCTTAG

CTTCCGGGTTCGAAA

CTTCCGGGTTCGAAATGTAACCGGGCGTTT

GTCGCTTGGAGCTGTGGTT

GGACGGCGTCGCTTGGA

GCAGTCAGGGCAGAGAGCA

GGTCGGCCGAAGGATGA

TCGATTGGCTGAGCTCATGAAGTT

GCGGGAACTTCGAAGTTCCTATA

CGTCGCTTGGAGCTGT

AACGACGCACCTCTGTT

CGAAATGTAACCGGGCGTTT

GGCCGAAGGATGAGGA

CATCGGCCGTGGGGTGT

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCTTAG

CTTCCGGGTTCGAAA

CTTCCGGGTTCGAAATGTAACCGGGCGTTT

NNNNNN

CTCCAGGCGCTGGAGA

TCACGCTTGCCGATGT

CGCTCCCGTGACGAGT

GTCCTGCCCGCAAGCA

CCGGACCGTTCACTCTT

Beschreibung
vor den 5 Cs.

fwd Primer klonierung pSP64-sc32 zur
Transkription sc32

rev Primer s.o.

Riboprobe Primer SCO 5S RNA, als Kontrolle
statt SRP

S.0.

Oligoprobe, wird Phosphoryliert und direkt
verwendet

Oligo fiir 5’RACE mit 54° Tm sc32
S.0.

s.0.scl

s.0.scl

Deletion kleiner RNA mit Apra-Kassette. Zum
Sequenzieren aus der Kassette nach vorne raus

Deletion kleiner RNA mit Apra-Kassette. Zum
Sequenzieren aus der Kassette nach hinten raus

rev; fur 5’RACE und
Oligoprobes sc32

Northern  mit

s.0.
Oligoprobe 5S RNA

rev; fur 5’RACE und
Oligoprobes scl

Northern  mit

rev; T7-Promoter; Riboprobe Template fiir 5S
RNA

S.0.

Oligoprobe 5S RNA

zur Herstellung eines cDNA Pools
rev; 5’RACE Oligo SCO2789
rev; 5’RACE Oligo SCO2789
rev; 5’RACE Oligo SC0O5237
rev; 5’RACE Oligo SC0O5237

rev; 5’RACE Oligo SCO5238
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Nummer Name

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

5238-2
5239-1
5239-2
5240-1

5240-2

Ad-Linker

Linker-fwd

Ad-rev

T7-scl

4091-1
1fwd
1fwd-2
lrev
lrev-2
kin1-fwd
kinl-rev
kin2-fwd

kin2-rev

pSP64scl-fwd

pSP64scl-rev

eco-gln2-fwd

eco-gln2-rev

eco-scl-150-rev

eco-scl-182-rev

eco-sc1-fwd

Sequenz (5 — 3°)
ACCCGTGCTCCCAGAA
GTGCTGGCGTACGAGTT
ACCAGCAGATGGAGCCA
GTCTTCCTCGCGGCAA
GTTGCCGATGGGGAAGAA

GACGAGCACGAGGACACUGACAUGGAGGA
GGGAGUAGAAA

GACGAGCACGAGGACACTGA
TTTCTACTCCCTCCTCCATGTCA

GGGCCCTAATACGACTCACTATAGGGCTTCC
GCCCTCCCCGCACA

CGGCAAGCTCACGCTGAT
CTTCCGCCCTCCCCGCACAGGAGGA
CGAGGAACCGGTGCTCTCTGCCCTGA
AGGGACCCTCAGCCCTCTCGGCACC
CCCGGAAGCACCCGCGGG
AGCTCCTCTCCGACCTCTCCTTCGCCG
CGTCCTGGTACGAGGTGGGTCCGGTGT
ATGCTGGACGCCGCCCTGGACG
CGTGAGCAGGTTGGTGTTGCGGGC

GAACAAGAATTCCAAGTAATACGACTCACT
ATAGGGCTTCCGCCCTCCCCGCACA

TTCTTGAAGCTTCTCGAGGTCGGAGTCGTC
GA

GAGCACATGCATAGTAGACGCGGCACCCCT
GCCGCC

TCCTTTGCTAGCGATCCAGATGTACTCGGCC
TTG

ACGTGCTCTAGAAGGGACCCTCAGCCCTCT
CGGCA

GATGCCTCTAGACCCGGAAGCACCCGCGGG
CCGC

ACGTGCCAATTGACATTGTGAGCGGATAAC
AAGATACTGAGCACCTTCCGCCCTCCCCGC
ACAG

Beschreibung

rev; 5’RACE Oligo SCO5238
rev; 5’RACE Oligo SC0O5239
rev; 5’RACE Oligo SC0O5239
rev; S’RACE Oligo SC0O5240

rev; S’RACE Oligo SC0O5240

RNA Oligo! Adapter fiir 5’RACE

Bindet auf A4-Linker fwd fiir 5’RACE
Bindet auf A4-Linker rev fiir 3’RACE

T7-Promoter  +
Transkription

Anfang von scl

fwd, fiir 3’RACE bldC

fwd Primer scl; fir gPCR
s.0.

5.0. rev

5.0. rev

fwd Primer SCO5239 qPCR
rev Primer SC05239 qPCR
s.0.

S.0.

flr

Klonierung scl in pSP64 zur Transkription,
EcoRI Schnittstelle und enhanced T7 Promoter

s.0. rev Primer; HindllI

Klonierung gIn2 in pXG10 fir GFP Messung

mit scl

S.0.

Klonierung sc1 150 nt lang in pSK17 ur

Messung mit gIn2 im GFP System

S.0. - 182 nt langes sc1

fwd Primer fiir s.o.
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Nummer

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

Name

pL-seq

sco-gln2-fwd

sco-gln2-rev

pSP64-gIn2-fwd

pSP64-gIn2-rev

pSP64-sc1-180-
rev

sc32_dis_fwd

sc32_dis_rev

scl_dis_fwd

scl_dis_rev

mv1l_fwd

mvl rev

kinlIGR_fwd

kinMED_fwd

kinUTR_fwd

KinUTR_rev

150_rev

6C-1

6C-2

Sequenz (5> — 3%)

CGACGGCCAGTGCCAAGCTT

TTGGTAGGATCCAGCGAGTAGACGCGGCAC
CCCTGCCGCC

GCCGAACTTAAGCCAGATGTACTCGGCCTT
GAA

GATTACGAATTCCCAAGTAATACGACTCACT
ATAGGGAGTAGACGCGGCACCCCTGCC

GAATACAAGCTTGATCCAGATGTACTCGGC
CTT

GAATACAAGCTTCCCGGAAGCACCCGCGGG
CCGCG

CTGAATAACCGGGCAGAACGGCGGGTCCCC
CAACCTGTCGCGGCGCCCGGTGTAGGCTGG
AGCTGCTTC

ACGACGCACCTCTGTTGGGGCAGGGACGG
CGTCGCTTGGAGCTGTGGTTATTCCGGGGAT
CCGTCGACC
TTCCGCCCTCCCCGCACAGGAGGACGGACC
GAGGAACCGGTGCTCTCTGCTGTAGGCTGG
AGCTGCTTC
GGGTGTGCGGTCCCGGTCGGCCGAAGGATG

AGGAGCCGGAGCAGTCAGGATTCCGGGGA
TCCGTCGACC

GAATTGGGTACCAGCTCGCTGCAGTCGAAG
GGCGAGGAGCTGTTC

CAGGATGTTACCGTCCTCCTTGAAG

GAATTGGGTACCGCCAACGGGGTTAGGCTT
CTGGCGG

GAATTGGGTACCACCGCACACCCCACGGCC
GATGTTG

GAATTGGGTACCGGTCTCGCCGGCCGCTTC
GCA

CTTCGACTGCAGCACGGGGCCGAGCGTACC
TGG

GAATACAAGCTTCTGAGAGGGACCCTCAGC
CCTCT

GACCGGGTTAGCACGGT

GGGTCGTCTCCACGGC

Beschreibung

Sequenzierungsprimer fir pLuci - pAR933
Derivat von Hannes LuciSystem

Klonierungsprimer flr gin2-UTR in pLuci

S.0.

Klonierung des gln2 UTR in pSP64 zur
Transkription und Gelshift

S.0.

rev Primer fur Klonierung in pSP64 kirzeres
Stiick sc1 (180nt) vgl. 218/9

Disruption sc32 mit redirect System an pos. 50

rev

Disruption sc1 mit redirect System an pos. -52

rev

Umbau pFT73 (GFP++ ohne Promoter auf
pUWL-KS) -> GFP ohne AUG mit ACC65I
und Pstl Schnittstelle zur Fusion mit Strepto
Promotoren

rev

fwd, Klonierung SCO5239 kompletter IGR
(-428 bis +3 incl. scl) als GFP-Fusion in
pMV1 fur Promotersuche Kinase

s.0. -181 bis +3

s.0. -88 his +3

S.0. rev

Klonierung pSP64-sc1-150

northern sonde 6C-motiv SCO3557

S.0.
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Nummer Name Sequenz (5 — 3°) Beschreibung

228 puwll_fwd GGCGAGTAATCCCAGGAT Komplette Seugenzierung pMV1
229 puwl2_rev GTAATACGGTTATCCACAGAA S.0.

230 puwl3_fwd CCGATCCGTCCGAGGAGTT s.0.

231 puwl4_rev GGGTCTGACGCTCAGTGGAA s.0.

232 puwl5_rev CTCGCTGCGCTCGGTCGTT s.0.

233 puwl6_fwd CGCTTGATCCACTCGACCA s.0.

234 puwl7_rev GCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAA S.0.

235 puwl8_fwd AAGTCGGCCCAGTCGCAA s.0.

236 puwl9_rev TCGCTATTACGCCAGAGCTT S.0.

GAACAAGAATTCTAATACGACTCACTATAGC Neu-Klonierung pSP64-scl mit nur einem G

237 scl T7_ G TTCCGCCCTCCCCGCACA an 5 _uI_ld EcoRV statt HdeIII. an 3’. Damit
Linearisierung als Blunt-End mdglich.

CTTCTTAAGCTTGATATCTGAGAGGGACCCT

238 150 _Eco CAGCCCT s.0.

239 180 Eco GAATACAAGCTTGATATCCCGGAAGCACCC 5o

- GCGGGC e

GATTACGAATTCTAATACGACTCACTATAGC

240 32176 TGAATAACCGGGCAGAAC $:0. 5632
GAATACAAGCTTGATATCAAAAAAATCGCG

241 32_Eco CTGGAC S.0. 532

242 puwl10_rev GACTCGGTCTGGCTCATCAT Komplette Sequenzierung pMV1

243 puwl1l_fwd CGGACCAGCCACCGCCGTT S.0.

244 puwl12_fwd AAATTATTATTCGCAATTCCTTTAG S.0.

245 pApra_fwd éACTTCCATATGGGAATAGGAACTTCATGAG Austausch tsr gegen apra in pUWL-SK

246 pApra_rev SCCCGGTTATAACTGACGCCGTTGGATACA Austausch tsr gegen apra in pUWL-SK

247 antiscl-a GTGAGCTACAATCAATACTCCCCGGAAGCA overlapPCR Klonierung Antisense sc1-182 fiir
CCCGCGGGCC knockdown

248 antiscl-b GGCCCGCGGGTGCTTCCGGGGAGTATTGAT o
TGTAGCTCAC e

249 antiscl-c CCCGGGGGATCCGACCTACGCCTTGACCT  s.0.

. GGCCGCTCTAGACTTCCGCCCTCCCCGCAC

250 antisc1-d A s.0.

251 bldC_1 ACGCGGAACATGGTGGCG Northern Sonde bldC coding region

252 bldC_2 CCGCGAGCAGAGCGCGGA s.0.
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Nummer

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

Name

169

3287
3471
4440
4566
4672
4675
4685
4697
4699
4969
7117

pMV_scl_fwd

pMV_scl_rev

scl_UTR100

sc1_UTR50

scl_UTR_rev

sc32_UTR100

sc32_UTR50

sc32_UTR rev

1-100-fwd

1-50-fwd

1-Luzi-rev

32-100-fwd

Sequenz (5> — 3%)

TGTTGAAGGTGTTCCTGCGCACG

ACGGACTGTGCGTCGTCTTC
AACCTTCAGGGGCAGATGGC
TGGCCGGAGCACAGCTGG
CGGCATCCGACCCTTCCAAC
GCGCACCCTGCCCGACAC
ATCCGGACGAGGCCCGCG
ACGCGCTCAGGCCGTACG
TCGTCGGCATCATCGCGA
ATGGTCGTTCGAATACGACA
GTGGCGCAGGAGGAGCTG
GCTGAAGGTCCTGGGCCG
TTTATCGGATCCCCCGGAAGCACCCGCGGG

GGCCGCTCTAGAGCCAACGGGGTTAGGCTT
C

GAATTGGGTACCCAACAACAAACAACGTCC
A

GAATTGGGTACCAATGGTTGCTGAGGAACT
GA

CTTCGACTGCAGCATTATTAACCTCCTTCTG
TGCGGGGAGGGCGGAA

GAATTGGGTACCACGTCGATCCGCACGCTC
G

GAATTGGGTACCCCGCGCTCTGCTCGCGGG
Cc

CTTCGACTGCAGCATTATTAACCTCCTTCGT
TCTGCCCGGTTATTC

GTCGACTCTAGACAACAACAAACAACGTCC
AC

GTCGACTCTAGAAATGGTTGCTGAGGAACT
GA

CTCGCTGGATCCCTGTGCGGGGAGGGCGGA
AG

GTCGACTCTAGAACGTCGATCCGCACGCTC
GG

Beschreibung

Northern Sonde SCOO0169; Hit aus 454
Antisense SC0O0169

S.0.
S.0.
S.0.
S.0.
S.0.
S.0.
S.0.
S.0.
S.0.
S.0.
S.0.

Klonierung scl extra in pMV1_kinUTR

Klonierung sc1 Promoter als gfp fusion -100
bis +20

Klonierung sc1 Promoter als gfp fusion -50 bis
+20

rev s.o.

Klonierung sc32 Promoter als gfp fusion -100
bis +20

Klonierung sc32 Promoter als gfp fusion -50
bis +20

rev s.0.

siehe Nr. 283 ff nur mit Luziferase als Reporter

siehe Nr. 283 ff nur mit Luziferase als Reporter

siehe Nr. 283 ff nur mit Luziferase als Reporter

siehe Nr. 283 ff nur mit Luziferase als Reporter
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Nummer Name Sequenz (5 — 3°) Beschreibung
277 32-50-fwd SXCGACTCTAGACCGCGCTCTGCTCGCGGG siehe Nr. 283 ff nur mit Luziferase als Reporter
278 32-Luzi-rev gTCGCTGGATCCCGTTCTGCCCGGTTATTCA siehe Nr. 283 ff nur mit Luziferase als Reporter

279 pL-IGR-fwd GTCGACTCTAGAGCCAACGGGGTTAGGCTT Kilonierung Kinase intergene Region als Lux

CT Fusion

280 pL-UTR-fwd gECGACTCTAGAGGTCTCGCCGGCCGCTTC Klonierung Kinase bis -88 als Lux Fusion

281 pL-kin-rev GCCGAACTTAAGCACGGGGCCGAGCGTACC rev zu 295 und 296
TGGCG
TGGCCAGCTAGCGCCAACGGGGTTAGGCTT Klonierung sc1-182 mit 5°UTR in Lux

282 pL-scl-fwd :
CT Plasmide

283 pL-sc1-rev égTCTAGCTAGCCCCGGAAGCACCCGCGGG rev zU 298

284 pL-Nhe-seq CAACACGTGGAGCGGATCGGGGATT Sequenzierprimer fur 297 298
TGGCCAGCTAGCGACCTACGCCTTGACCTT Klonierung ascl mit SF14 Promoter in Lux

285 pL-as-fwd i
GA Plasmide
ACTCTAGCTAGCCTTCCGCCCTCCCCGCAC

286 pL-as-rev AG rev s.o.

287 DagA_1 CCCAGCGGTAGTAGATGTTG Northern Sonde Agarase DagA

288 DagA_2 CTGCCGTTGAAGTAGAAATC Northern Sonde Agarase DagA

289 DagA_3 GAGATTTCCGTCAGCCACCC Northern Sonde Agarase DagA

290 DagA_4 CGTTCTCCTTCTTCGATTCC Northern Sonde Agarase DagA

291 DagA_5 GAGCTAGGCTCCAGGAGGTA Northern Sonde Agarase DagA

292 5’ shape oligo GGGCGGAAGCCCTACTGGCC gﬂg’;EOhg" Ligation 5” Cy5 an scl bei
CTGGGACCATGGCCGGCGAAGAGAAAGAG ) . , "

293 scl-Linkerhdy  GATATTGATATGGAGGATTTAGTAGAAAGCG |y, fandt linker fuier "SHAPE an, Stamm flr
CCTGAGAGGGACCCTCA y
CTGGGACCATGGCCGGCGCGCCTGAGAGG . .

294 scl-hdv GACCCTCA rev, sc1 159 nt mit hdv ribozyme

295 hdv-seq CACTTTATGCTTCCGGCTCG fwd, Sequen_2|erpr|mer fur pHDV ca. 50 nt vor

EcoRI Schnittstelle
296 shape-rt GAAGAGAAAGAGGATATTGATATG rev Primer mit 5° Cy5 Markierung fir SHAPE
297 dagA fwd GTCGACTCTAGAAGGTCGCCGCTGGATCAC Kilonierung dagA mit 6xHisTag in pARderivat
9A_ AGTCGGG pLuzi

CCGTTCCGTGAGGTGCTGACCTAGTGGTGA

298 dagA_over_1 TGGTGGTGATGCACGGCCTGATACGTCCTG  s.o.

A
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Nummer

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

Name

dagA_over_2

dagA_rev

dagP1_fwd

dagP2_fwd

dagP3_fwd

dagP4_fwd

dagP1-4_rev

dagProm_rev

dL1_over_fwd

dL1 over rev

dL3_over fwd

dL3_over_rev

mSD_over_fwd

mSD_over_rev

pdL1_over_fwd

pdL1_over_rev

GA over_fwd

GA over_rev

Sequenz (5> — 3%)

TCAGGACGTATCAGGCCGTGCATCACCACC
ATCACCACTAGGTCAGCACCTCACGGAACG
G

AATTGTACTAGTGCCCCTCGGTCGGATCTTT
CTGTC

GATTACGAATTCTAATACGACTCACTATAGG
GCAGCCAGGCGGGAATCGAAG

GATTACGAATTCTAATACGACTCACTATAGG
GTGGCGCCCAGGGTCTGCGGA

GATTACGAATTCTAATACGACTCACTATAGG
GCGTGGGCGTTCCGGAACTTT

GATTACGAATTCTAATACGACTCACTATAGG
GAACCGGTTCACCTCATTGAA

TCGGGACCATGGCCGGCGCTCCGAGTGCGA
CGGCACT

GAATACAAGCTTGCTCCGAGTGCGACGGCA
CT

CTATAGGGCTTCCGCCCTCCTTCGGGAGGA
CGGACCGAGGAACC

GGTTCCTCGGTCCGTCCTCCCGAAGGAGGG
CGGAAGCCCTATAG

TCATCCTTCGGCCGACCGGGTTCGCCCCAC
GGCCGATGTTGCTC

GAGCAACATCGGCCGTGGGGCGAACCCGG
TCGGCCGAAGGATGA

CGGACCGAGGAACCGGTGCTAAATGCCCTG
ACTGCTCCGGCTC

GAGCCGGAGCAGTCAGGGCATTTAGCACCG
GTTCCTCGGTCCG

CAATACTCCTTCCGCCCTCCTTCGGGAGGA
CGGACCGAGGAACC

GGTTCCTCGGTCCGTCCTCCCGAAGGAGGG
CGGAAGGAGTATTG

ACCGGTGCTCTCTGCCCTGAGAGCTCCGGC
TCCTCATCCTTC

GAAGGATGAGGAGCCGGAGCTCTCAGGGC
AGAGAGCACCGGT

Beschreibung

S.0.

S.0.

Klonierung dagA ab Promoter 1 bis +50 fir
Gelshift in pHDV-Linker

Klonierung dagA ab Promoter 2 bis +50 fir
Gelshift in pHDV

Klonierung dagA ab Promoter 3 bis +50 fir
Gelshift in pHDV

Klonierung dagA ab Promoter 4 bis +50 fir
Gelshift in pHDV

rev Primer fiir dagP1 bis dagP4 bindet +50 in
dagA héangt Ncol SS an Klonierung in pHDV

rev Primer flir dagP1 bis dagP4 in pSP64 ohne
Ribozym

Mutation sc1 Loopl in UUCG pHDV

Mutation sc1 Loopl in UUCG pHDV

Mutation sc1 Loop3 in UUCG pHDV/pUWL

Mutation sc1 Loop3 in UUCG pHDV/pUWL

Mutation sc1 antiSD in AAA pHDV/pUWL

Mutation sc1 antiSD in AAA pHDV/pUWL

Mutation scl Loopl in UUCG Kilonierung in
pUWL

Mutation scl Loopl in UUCG Kilonierung in
pUWL

Mutation scl antianti SD CU -> GA
Klonierung in pUWL und pHDV
Mutation scl antianti SD CU -> GA

Klonierung in pUWL und pHDV
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5.3. Bakterienstamme

Stamm

E. coli

DH5a / plJ773

DHS5a / plJ778

DH5a / plJ10701

DHS5a / plJ10700

DH5a / pJ780

BW25113 / plJ790

ET12567

ET12567 / pUZ8002
DHS5a / StD25
DH5a / StC123

DHS5a / StD17

BW25113/ plJ790 / StD17

BW25113 / StD17

DH5a / StD17Asc32

DHS5a / StF6

DH5a / StF11

S. coelicolor
M145
BAP1/pFT73
M145 / pFT74
M145 / pUWL-KS
M145 / pFT241

BAP29

Beschreibung

4334bp, pBluescript KS (+), aac(3)IV, oriT (RK2), Carbenicillin (100
pa/ml) und Apramycin (50 pg/ml) 37°C.

4377bp, pBluescript KS (+), aadA, oriT (RK2), Carbenicillin (100
ug/ml), Streptomycin (50 pg/ml) und Spectinomycin (50 pg/ml) 37°C.

Entspr. 10700 ohne FRT-sites & Attachment site, Hygromycin®
Vorlage Plasmid fiir Redirect System Hygromycin®

Vorlage Plasmid fiir Redirect System Viomycin®, AmpR, pBluescript
KS (+), vph, oriT (RK2), FRT sites, sollte auf DNA, 2xYT oder DNB
gezogen werden mit Carbenicillin (100 pg/ml) und Viomycin (30
pg/ml) 37°C.

Plasmid:  plJ790 [oriR101], [repA101(ts)], araBp-gam-be-exo
Chromosom:  (A(araD-araB)567,  AlacZ4787(::rrnB-4), laclp-
4000(lacIQ), A-, Chloramphenicol (25 pg/ml) 30°C.

F-, dam13::Tn9, decm6, hsdM, hsdR, recF143, zjj201::Tn10, galK2,
galT22, ara-14, lacY1, xyl-5, leuB6, thi-1, tonA31, rpsL136, sG4, tsx-
78, mtl-1, gIn\V44; CmR®, Tc®

Helferplasmid fir Konjugation Streptomyces mit E. coli, KmR
Cosmid; 4455342 bis 4496963; 41621b; SCO4065 bis SC0O4097, KmR
Cosmid; 2760885 bis 2802160 41275b; SCO2560 bis SCO2590, Km®

Cosmid; 4469119 bis 4508921 39802b; SCO4075 bis SC0O4109, Km®

siehe dort

sc32::aac3(I1V)

StD17 sc32::aac3(1V)

Cosmid StF6 532868 to 565500; 32632 bp; Supercos Derivat; SCO499
— SC0O533, Km®

Cosmid StF11 554373 to 594476; 40103 bp; Supercos Derivat;
SCO521 — SCO544, Km®

SCP1-, SCP2-, prototroph

Plasmid : AmpR, Ts®, pUWL-KS Derivat, gfp++
pFT73 mit glkA Promoter vor dem gfp++
AmpR, Ts®, Shuttlevektor E. coli

AmpR, Ts®, dasR+

dasR::acc3(IV)

Referenz

Chater 2002

Chater 2002

Chater 2002

Chater 2002

Chater 2002

Chater 2002

Chater 2002

Chater 2002
Chater 2002
Chater 2002
Chater 2002

Vockenhuber
2007

Vockenhuber
2008

Vockenhuber
2007

Chater 2002

Chater 2002

Bentley 2000
Nothaft 2003
Schmidt 2006
Nothaft 2003
Nothaft 2003

Nothaft 2003
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Stamm

M145 / pUWLscl

M145 / pUWL-ascl

M145 / pUWL-nsRNA
M145 / pUWL-scldL1
M145 / pUWL-sc1dL3

M145 / pUWL-sc1mSD

M145 / pUWL-sc1GA

Beschreibung
pUWL-KS, sc1 Uberexpression, SF14 Promoter

pUWL-KS, sc1 knockdown

pUWL-KS, Uberexpression nonsense RNA

Uberexpression sc1, Loop 1 gegen UUCG ausgetauscht (M3)
Uberexpression sc1, Loop 3 gegen UUCG ausgetauscht (M4)

Uberexpression sc1, putative anti-SD gegen AAA ausgetauscht (M1)

Referenz

DA Johannes
Fortsch

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Uberexpression sc1, putative anti-anti-SD gegen GA ausgetauscht (M2) diese Arbeit

5.4. Puffer und Losungen
5.4.1. Antibiotika
Antibiotikum Abkurzung Stammldésung
far E. coli
Ampicillin Amp 100 mg/ml in 70% Ethanol
Chloramphenicol Cm 25 mg/ml in 70% Ethanol
Kanamycin Km 50 mg/ml in H,O
Carbenicillin Cr 100 mg/ml in 70% Ethanol
Nalidixinsaure Nal 25 mg/ml in 0.4 M NaOH
flr S. coelicolor
Thiostrepton Ts 25 mg/ml in DMF
Apramycin Apr 50 mg/ml in H,O
Cycloheximid Chx 80 mg/ml in Ethanol
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5.4.2. Medien

E. coli Medien

Luria Broth (LB)

Trypton 1%
Hefextrakt 0.5%
NaCl 1%
[Agar] [2%]
Teriffic Broth (TB)
Trypton 1.2%
Hefextrakt 2.4%
Glycerin 0.4%
@ 90% autoklavieren
0.1 M KH,PO4 10%
pH7.5
Streptomyceten Medien
Actinorhodin Produktionsmedium
Glycerin 1.5%
Sojamenhl 1%
NaCl 0.3%
pH 7.0 mit HCI
CRM-Medium
Glucose, 1%
wasserfrei
Sucrose 10.3%
MgC|2X 6 H,0 1%
TSB 1.5%
Hefeextrakt 0.5%
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Difco Nutrient Agar (DNA)

Fleischextrakt 0.3%
Pepton 0.5%
Agar 1.5%

Evans Medium

Basismedium (pro 100 ml)

0.1 M CaCl, 250 pl
1 M MOPS 10 ml
1 M KCI 1mil

1 M Na,SO4 200 pl

1 M CgHsO7 250 pl

1 M MgCl, 125 pl
10 mM NaMoO, 10 pl
Spurenelemente 500 pl
pH 7.2 (NaOH) @ 90 ml

Nach Autoklavieren konnen ein definiertes Vollmedium (Balanced) oder drei Mangelmedien

daraus hergestellt werden.

Balanced (pro 100 ml)

50% Glucose 5ml

2 M NaNOs 5ml

2 M NaH,PO, 100 pl

C-limitiert (pro 100 ml)

50% Glucose 500 pl
2 M NaNOs 5ml
2 M NaH,PO, 100 pl
H20 4.5 mi
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N-limitiert (pro 100 ml)

50% Glucose 5mil
2 M NaNO; 500 pl
2 M NaH,PO, 100 pl
H>0 4.5 ml
P-limitiert (pro 100 ml)
50% Glucose 5ml
2 M NaNO; 5mil
2 M NaH,PO, 20 pl
Spurenelemente Losung flur Evans Medium
ZnCl, 40 mg
FeCl; x 6 H,0 200 mg
CuCl,x 2 H,O 10 mg
MnCl, x 4 H,O 10 mg
Na,;B407 x 10 H,0 10 mg
(NH4)6M0024 X 4 H,0O 10 mg
sterilfiltrieren @ -20°C @ 100 ml

lagern

hydrolysierter Agar als C-Quelle

Agar
pH 2 (HCI)

12.5 min
Autoklavieren

pH 7 (NaOH)

5%

Die Agarsuspension wird mit stark verdinntem HCI auf pH 2.0 eingestellt und auf 80% des
Endvolumens aufgefiillt. Der Autoklav wird vorgeheizt. Erst wenn das Wasser
Autoklaven kocht wird der saure Agar hineingestellt. Sobald die roten Druckventile des

Autoklaven nach oben gehen wird die Zeitmessung gestartet. Es ist wichtig nicht zu lange zu
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autoklavieren, sonst verbrennt der Agar. Das erkennt man daran, dass die Losung schwarz
wird. Normalerweise hat der Agar nachher eine goldbraune Farbe. Sobald die Ldsung auf
Raumtemperatur abgekdhlt ist wird der pH mit NaOH auf 7.0 eingestellt (sehr wenig) und
das Volumen mit sterilem Wasser aufgefillt. Binnen zwei Wochen verwenden und im
Kihlschrank lagern [116].

Jasenka Medium

Sucrose 10%
TSB 3%
MgCl; x 6 H,O 0.1%
Hefeextrakt 0.5%
(Oxoid)
LMPC Medium
(NH4)SO,4 0.2%
MgSO, x 7 H,0O 0.06%
Casaminosduren 0.2%
PEG 6000 5%
C-Quelle 1%
Spurenelemente 1mil
0.1 M KH2PO4 15%

pH 6.8 (NaOH)

Bei Verwendung von hydrolysiertem Agar als C-Quelle wurde PEG 6000 weggelassen.

Spurenelementeldsung fur LMPC

FeSO, 10 mg
MnCl, 10 mg
ZnS0Oy, 10 mg
CaCl, 10 mg
@ 100 ml
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MBSM Medium

(NH4)SO, 0.6%
K;HPO, 0.6%
KH,PO, 0.1%

MgCl, 0.05%
CaCl, 0.02%
NaCl 0.2%
FeCl, x 6 H,0O 0.02%o
Agar 2%
S-Medium
Pepton 0.4%

Hefeextrakt 0.4%
K>HPO, 0.4%
KH,PO, 0.2%

Glycin 1%

@ 99% autoklavieren

Glucose 1%
MgSQO,4 x 7 H,0O 2mM

Soja Manitol Medium (SM)

Sojamehl 2%
Manitol 2%
Agar 2%
Tryptic Soy Broth (TSB)
TSB 3%
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YEME Medium
Hefeextrakt 0.3%
Bactopepton 0.5%
Malzextrakt 0.3%
Glucose 1%
Sucrose 34%
autoklavieren
MqCl, 5mM
2 X YT Medium
Bactotrypton 1.6%
Hefeextrakt 1%
NaCl 0.5%
5.4.3. DNA spezifische Puffer
50 x TAE
Tris 2 M
Essigséaure 1M
EDTA 50 mM
pH 8.3
DNA Ladepuffer
Bromphenolblau 0.1%
Xylencyanol 0.1%
Glycerin 50%
50 x TAE 2%
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SET Puffer
NaCl 75 mM
EDTApH 8.0 25 mM
TrispH 7.5 20 mM
5.4.4. RNA spezifische Puffer
10 x TB[E]
Tris 0.89 M
Borsaure 0.89 M
[EDTA] [10 mM]
pH ist 8.3
Methylenblau Farbeldsung
Natriumacetat 05M
Essigséaure 5%
Methylenblau 0.04%
RNA Extraktionspuffer
Natriumacetat 10 mM
Sucrose 150 mM
pH 4.8

(Essigsaure)

Crush-Soak Puffer

Natriumacetat 200 mM
Tris-Cl pH 7.5 100 mM
EDTApH 8.0 1mM
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Polyacrylamid Mix (500 ml)

40 % Acrylamid 75 ml

8% 10% 15%
100 125 187.5

ml ml ml
10 x TBE 50 ml
Harnstoff [8 M] 240 g
nativer RNA Ladepuffer (5 x)
Glycerin 50%
Bromphenolblau 0.2%
TBIE] 0.5 x
RNA Ladepuffer (2 x)
EDTApH 8 25 mM
in deionisiertem
Formamid
10 x Structure buffer
Tris-Cl pH 7 100 mM
KCI 1M
MgCl, 100 mM
6% natives PAA Gel fur Gelshift
40% Acrylamid (19:1) 10.5ml
10x TB 3.5ml
MQ 56 mi
70 ml

Polymerisation mit 600 pl 10% APS und 60 pul TEMED
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20 x SSC
Natriumcitrat 0.3 M
NaCl 3M
pH 7 (HCI)
5.5. Methoden
5.5.1. Streptomyceten spezifische Methoden

Isolation chromosomaler DNA (aussalzen)

30 ml TSB-Kultur 15 Minuten bei 6000 Upm und 4°C ernten. Das Pellet in 5 ml SET-Puffer
resuspendieren. 100 pl Lysozymlosung (50 mg/ml in MQ) zugeben. 60 Minuten bei 37°C
inkubieren. 140 pl Proteinase K Lésung (20 mg/ml in MQ) und 300 pul 20% SDS zugeben,
durch vorsichtiges Invertieren mischen. Zwei Stunden bei 55°C inkubieren, gelegentlich
invertieren. 2 ml 5 M NaCl zugeben, invertieren. Mischung auf ca. 37°C abkiihlen lassen.
5 ml CHCI3 zugeben. Fir 30 Minuten bei RT auf der Wippe schwenken. 15 Minuten bei
4500 g zentrifugieren. Uberstand in ein neues Gefak geben und 0.6 Vol. Isopropanol zugeben,
invertieren. Nach ca. 3 Minuten die ausfallende DNA mit einer gebogenen Pasteurpipette
aufwickeln. Auf der Pipette in 3 ml 70% Ethanol waschen und trocken lassen. Die DNA dann
in TE pH 7.0 l6sen.

Herstellung elektrokompetenter Streptomyceten

100 ml CRM mit 10* Sporen animpfen und 24 h bei 28°C schiitteln. Die Kultur 15 Minuten
bei 10.000 Upm und 4°C ernten. Die Zellen in 100 ml 10% Sucrose (4°C) waschen und
pelletieren. In 50 ml 15% Glyzerin (4°C) waschen und pelletieren. In 10 ml 15% Glycerin mit
100 pl/ml Lysozym resuspendieren. 1.5 Stunden bei 37°C inkubieren, alle 30 Minuten mit
einer 25 ml Glaspipette vorsichtig durchmischen. Zweimal mit 10 ml 15% Glyzerin (4°C)
waschen und pelletieren. Das Pellet in 1-5 ml Lagerpuffer resuspendieren, 200 pl

aliquotieren, in N (I) schockfrieren und bei -80°C lagern.

Lagerpuffer fir elektrokompetente Streptomyceten

PEG 1000 30%
Glyzerin 10%
Sucrose 6.5%
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Elektroporation von Streptomyceten

200 pl elektrokompetente Zellen auf RT auftauen, dann auf Eis stellen. In einer kalten
Elektroporationskiivette mit 500 ng unmethylierter Plasmid DNA mischen. Puls mit 2 kV,
400 Q, 25 pF. Die Zeitkonstante ist 8 — 9 ms. Sofort 750 pl kaltes CRM zugeben. 3 Stunden
bei 30°C und 1000 Upm inkubieren. Auf SM-Platten mit passendem Antibiotikum

ausplattieren.

Konjugation in Streptomyceten?

E. coli ET12567/pUZ8002 mit dem zu konjugierenden Plasmid transformieren und
vereinzeln. Sechs mal 4 ml UNK LB mit Cm, Km und dem Antibiotikum fiir das
Konjugationsplasmid animpfen. Davon drei mal 20 ml TB mit den drei Antibiotika 1:100
animpfen. Bei 37°C bis zu einer 0Dgy von 0.4 — 0.6 wachsen lassen (5 — 10 Stunden). 10 ml
der Kultur 5 Minuten bei 6000 Upm 4°C ernten und zweimal in 10 ml TB ohne Antibiotika
waschen. Pellet in 1 ml TB resuspendieren. Wahrenddessen 10% Sporen mit 500 pl 2x YT
mischen und 10 Minuten bei 50°C inkubieren (Hitzeschock). Auf RT abkiihlen lassen und mit
500 ul gewaschenen E. coli Zellen mischen. Auf SM ohne Antibiotika ausplattieren und tber
Nacht (UN) bei 28°C mit dem Medium nach unten inkubieren. Die Platte am néchsten Tag
mit 1 ml MQ mit 500 pl Nalidixinsaure und 1 mg Antibiotikum tberschwemmen und einen
weiteren Tag bei 28°C mit dem Medium nach unten trocken lassen, dann umdrehen.

Konjuganten auf SM mit Nalidixinsédure und dem Antibiotikum vereinzeln.

Messung der Agarase Produktion auf Platte

10° Sporen in 5 pul MQ auf MBSM Platte tropfen. Nach dem Eintrocknen 5 Tage bei 28°C
inkubieren, dann die Platte mit 10 ml Lugol’scher Losung Uberschichten und 1 Stunde bei
4°C einziehen lassen. Uberschiissige Losung abkippen. Agaraseaktivitit zeigt sich durch
einen hellen Hof um die Kolonie. Die Aktivitdt kann semiquantitativ verglichen werden.
Dazu wird der Durchmesser der Kolonie und des Hofes je einmal horizontal und einmal
vertikal gemessen. Der mittlere Durchmesser des Hofes geteilt durch den mittleren

Durchmesser der Kolonie ist dann ein Mal3 fiir die Menge an produzierter Agarase.

Hinweis: ET12567/pUZ8002 wachst ziemlich schlecht, vor allem, wenn nach der Transformation des Konjugationsplasmids drei
Antibiotika verwendet werden. Dann kommt es haufig vor, dass eine Kultur gar nicht mehr wachst. Deshalb werden sechs UNK gestartet,
von denen meist nur 3 anwachsen.
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Messung der Actinorhodin Produktion

100 pl Kultur mit 900 pl 2 M NaOH mischen und mindestens 5 Minuten auf Eis inkubieren,
dann 5 Minuten bei 6000 g 4°C zentrifugieren. oDgso des Uberstandes messen. Der
Extinktionskoeffizent von Actinorhodin ist 25320 M*cm*| (Brockmann 1950).

M) = Absorption 10
V= 95320 M Tem1 x 1 om

5.5.2. DNA

Cosmid DNA Isolation

Cosmid in E. coli transformieren. Zur Selektion Km wund Cr verwenden. 1 ml
Ubernachtkultur (UNK) 1 Minute bei 13.000 Upm ernten. Pellet in 100 pl Lésung |
resuspendieren. Sofort 200 ul Losung Il zugeben, invertieren. Sofort 150 pl Lésung 11
zugeben, invertieren. 5 Minuten bei 13.000 Upm bei RT zentrifugieren. Uberstand in neues
Geféal geben und 400 pl PC zugeben. 2 Minuten vortexen und 5 Minuten bei 13.000 Upm
zentrifugieren. Uberstand in neues GefaR geben und 600 pl Isopropanol zugeben. 10 Minuten
auf Eis inkubieren und 5 Minuten bei 13.000 Upm zentrifugieren. Uberstand verwerfen.
Pellet mit 200 pl 70% Ethanol waschen, trocken und in 50 ml 10 mM Tris pH 8.0 aufnehmen.
Kontrolle auf 0.5% Agarosegel.

L6sung |
Tris-HCI pH 8.0 50 mM
EDTApH 8.0 10 mM
Losung Il
NaOH 200 mM
SDS 1%
LAosung Il
Kaliumacetat 3M

pH 5.5 (Essigsdure)
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Phenol Chlorophorm (PC)

Phenol 96%
Chlorophorm 4%

5.5.3. RNA

32p markierter RNA Leitermix

Low Range ssSRNA Sul
Leiter (NEB)

MQ 12 ul

10 x CIP Puffer 2 ul

calf intestine 1pl

phosphatase CIP

20 pl

30 Minuten bei 50°C inkubieren — 10 Minuten 96°C — sofort auf Eis

CIP-Leiter 11 pl

10 x PNK Puffer 2 ul

y-*P-ATP 6 ul
(6000 Ci/mmol)

PNK 1pl

20 pl

1 h bei 37°C inkubieren — 30 pl MQ zugeben — mit Sephadex G-25 Saulchen (GE Healthcare)

entsprechend der Gebrauchsanweisung aufreinigen.

RNA — RNA Gelshift

Wichtig bim Gelshift ist die Temperatur des Gels (4°C) und die Geschwindigkeit mit der die

Proben auf das laufende Gel geladen werden. Vor Beginn der anderen Arbeiten wird deshalb

das native Gel gegossen, in die Kammer eingespannt und die Wasserkiihlung angeschlossen.

Dann wird eine Verdlnnungsreihe der kalten RNA hergestellt und auf die Eppendorfgeféale
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verteilt. Wichtig ist auch ein Gefdl mit Puffer und Wasser, aber ohne kalte RNA
vorzubereiten. Zu der aufgeteilten Verdiunnungsreine werden dann je 5 pl heiler RNA

Mastermix (4 fmol/ul) gegeben.

kalter RNA — Mastermix

40 pmol RNA Xl
MQ Y ul
18 pul

1 Minute 96°C — sofort 5 Minuten auf Eis stellen — 2 pl 10 x structure buffer zugeben — ergibt
20 pl mit 2 pmol/ul

32p_markierte RNA — Mastermix

200 fmol RNA Xul
MQ Y ul
35 ul

1 Minute 96°C — sofort 5 Minuten auf Eis stellen — 10 pl Hefe t-RNA (1pg/ul) und 5 pl 10 x
Structure Puffer zugeben — ergibt 50 pl mit 4 fmol/ul

Verdiinnungsreihe der kalten RNA:

0123456\7\8

5ull .
Puffer vorlegen « SB - je5ul1xSB

10l 5pl 5pl 5pl 0 5pl 5l 5ul 0 5yl
Mix | ausl | aus2  aus3 | aus4 aus5 | aus6 | aus7

pmol kalte RNA - 10 5 25 125 0.625 0.313 0.156 0.08

kalter RNA Mix —

Uberschuss — 500 250 125 625 31 16 8 4

Zur Verdinnungsreihe je 5 pl heiBen RNA Mastermix geben — mischen — 15 Minuten bei
37°C inkubieren. Wéhrend der Inkubation je 3 pl 5x nativen RNA Ladepuffer innen an den
Rand jedes GefaRes geben. Der Ladepuffer darf sich noch nicht mit der Probe mischen! Nach
der Inkubation den Ladepuffer durch kurzes runterschiitteln mit der Probe vermischen und
sofort auf das laufende — auf 4°C vorgekiihlte — Gel laden. Der Gellauf erfolgt bei 300 V.
Danach wird das Gel eine halbe Stunde im Geltrockner bei 80°C getrocknet. Das Signal wird

uber Nacht mit einer Phosphoimager Platte detektiert.
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5’ markierte DNA-Oligonukleotide

10 pmol X ul
Oligonukleotid

MQ Y ul

10 x PNK Puffer 2 ul

y-*P-ATP 4ul
(6000 Ci/mmol)

PNK 1pl

20 pl

1 Stunde bei 37°C inkubieren — 30 pul MQ zugeben — mit Sephadex G25 Sdulchen aufreinigen

RNA Isolierung aus Streptomyceten

10-50 ml Kultur ernten (15 Minuten 8500 Upm RT) und in 10 ml Extraktionspuffer
resuspendieren. Je 5 ml Glasperlen (0.4 mm und 4 mm Durchmesser) zugeben. Die RNA
wird nach der hot phenol Methode isoliert [117]. Kultur 10 Minuten bei RT und 8.500 Upm
ernten, Uberstand absaugen und je 5 ml RNase freie Glasperlen mit 0.4 und 4 mm
Durchmesser zugeben. Dann 10 ml Lysepuffer und 10 ml heil3es saures Phenol (65°C)
zugeben. Der Aufschluss erfolgt in der FastPrep24 (MP Biomedicals) 3 x 30 s bei 6 m/s.
Zwischen den L&ufen wird die Probe fiir mindestens 1 Minute in ein 65°C heil3es Wasserbad
gestellt, damit sie nicht auskiihlt. 15 Minuten bei 8500 Upm 4°C zentrifugieren, Uberstand in
neues Gefal geben. 10 ml Chlorophorm — Isoamylalkohol (24:1) zugeben, vortexen und
wieder 15 Minuten zentrifugieren. Uberstand in neues GefaR geben, mit Ethanol und
Natriumacetat fallen und in ~ 500 pul MQ l6sen. Im NanoDrop (PeglLab) die Konzentration
bestimmen (meist 2 — 4 pg/pl). 100 pg mit 30 U TurboDNase (Ambion) flr eine Stunde bei
37°C verdauen und nochmal mit Ethanol fallen. Pellet in ~ 50 pl MQ I6sen, Konzentration im
NanoDrop messen (meist 1 — 1.5 pg/ul) und 1 pg auf einem 1%igen Agarosegel

kontrollieren.

Lysepuffer
Natriumacetat 10 mM
Sucrose 150 mM
pH 4.8 (Essigsdure)

autoklavieren
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Northern Blot

10-50 pg gesamt RNA pro Spur in einem 20x20 cm 6% PAA Gel bei 25 W auftrennen.
AnschlieBend in einem Tankblotter in 5 L vorgekihlten 1XTBE bei 50 V und 3 A eine Stunde
auf eine N*-Membran transferieren. Die Membran trocknen lassen und 4 Minuten mit der
RNA Seite nach unten auf dem UV-Schirm fixieren. Die Membran in ein
Hybridisierungsrohrchen geben und 1 Stunde mit 12 ml Rothi HybriQuick bei 42°C
prahybridisieren (T, — 15°C). Dann 30 pl 5° markiertes DNA-Oligo zugeben und weitere
1-12 Stunden hybridisieren (je nach Stérke des erwarteten Signals). Hybridisierungsldsung

abgiefen und die Membran bei 42°C waschen:

5x SSC, 0.1% SDS 20 Minuten
1x SSC, 0.1% SDS 15 Minuten

0.5x SSC, 0,1% .
SpS 15 Minuten

Membran trocknen lassen und in Frischhaltefolie einschlagen. Detektion mit Phosphoimager.

5’RACE

TAP-Behandlung

12 pg Gesamt RNA Xul
MQ Y ul
10x TAP Puffer 10 pl
RNase Inhibitor 0.5 ul
100 pl

Gemisch auf zwei Eppis aufteilen (je 49 ul). Zu einem davon 1 pl TAP geben (Tobacco Acid
Pyrophosphatase, Epicentre, 10 U/ul). 30 Minuten bei 37°C inkubieren

PCI Extraktion

50 pl MQ zugeben — in 1.5 ml MaxTract Gefal3 Gberfuhren — 100 pul Phenol-Chlorophorm-—
Isoamylalkohol (PCI, Roth) zugeben — 30 Sekunden schutteln — 15 Minuten 13.000 Upm
15°C — Uberstand in neues GefaRk geben

94



— MATERIAL UND METHODEN —
RNA Mengen

1 nug RNA enthalt etwa

23S rRNA 3 kB 0.6 ug 0.6 pmol
16S rRNA 1.6 kB 0.3 ug 1 pmol
tRNA 0.16 pg 6.4 pmol

1 ug RNA enthalt also etwa 8 pmol 5’ Enden. Fur die Ligation des Linkers wird ein 10x
molarer Uberschuss an Linker eingesetzt.
Ligation des Linkers

Es sind 5-6 pg RNA (brig, das sind ca. 40 pmol 5’ Enden, man braucht also 400 pmol Linker

(Purimex).
A4-Linker 5’ -GACGAGCACGAGGACACUGACAUGGAGGAGGGAGUAGAAA-3"

4 ul Linker RNA (100 pmol/ul) zum Uberstand von oben zugeben und mit 260 pl Ethanol -
NaAcetat (30:1) fur 1 Stunde bei -20°C féllen. 30 Minuten bei 13.000 Upm 4°C
zentrifugieren und mit 200 ul 70% Ethanol waschen. Pellet kurz trocknen und in 13.5 pl MQ

16sen.

Ligation

Geldste RNA 5 Minuten bei 95°C denaturieren und 5 Minuten auf Eis abschrecken. 6.5 pl

Ligationsmix zugeben und 12 Stunden bei 17°C ligieren.

Ligationsmix (pro Ligation)

DMSO 2 ul

10x RNA Ligase Puffer 2 ul
T4 RNA Ligase 2 ul
RNase Inhibitor 0.5 ul
6.5 ul

PCI Extraktion siehe oben — Ethanol Fallung siehe oben — Pellet in 10 pl MQ l6sen

cDNA Synthese mit Superscript llI

In einem PCR Gefad mischen: 4.5 ul RNA +/- TAP — 1 ul random Hexamer Oligos
(250 ng/ul, Purimex) 4.5 ul DEPC-Wasser (Roth)
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Reverse Transkription in der PCR-Maschine :

Denaturieren

Zugabe von 10 pl RT-Mix
reverse Transkription
reverse Transkription

Inaktivierung RT

Zugabe 1 pl RNase H

Verdau der RNA

65°C 5 Minuten
25°C 10 Minuten
50°C 60 Minuten
70°C 15 Minuten

37°C 20 Minuten

RT-Mix (pro Transkription)

RACE PCR

5x First Strand Buffer
10 mM dNTPs
DEPC-Wasser
0.1MDTT

RNase Inhibitor

Superscript 111 reverse
Transkriptase
(Invitrogen, 200 U/ul)

4 ul

2 ul
1.5l

1l
0.5 ul
1l

10 pl

MQ

cDNA

10x Taq Puffer
10 mM dNTPs

29 ul
1l
4 ul
0.8 ul

Linker_fwd Primer (10 pmol/ul) 2.5 ul
genspez. Primer (10 pmol/pl) 2.5 ul

Taq Polymerase

0.2 ul
40 pl

Programm : 5 Minuten 95°C — (95°C 45 Sekunden | 55°C 45 Sekunden | 72°C 45 Sekunden)
35x —72°C 7 Minuten.
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55.4. Protein

Rohextrakt

1-50 ml Kultur wurde 15 Minuten bei 8.500 Upm 4°C geerntet und ein Mal mit demselben
Volumen 1xZAP gewaschen. Der Zellaufschluss erfolgte 3x1 Minute bei 6 m/s in der
FastPrep. Zwischen den Runden wurden die Proben jeweils 5 Minuten auf Eis gekihlt. Nach
dem Aufschluss wurden Zelltrimmer 1 h bei 10.350 Upm abzentrifugiert. Die Konzentration
des Rohextraktes wurde mittels Bradford Test bestimmt.

Uberstand fallen

Zur Gewinnung sekretierter Proteine wurden 40 ml Kultur 30 Minuten bei 10.350 Upm
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefaR tberfiihrt, auf 20% TCA eingestellt
und 30 Minuten auf Eis geféllt. Nach 30 Minuten Zentrifugation bei 10.350 Upm, 4°C wurde
der Uberstand verworfen und das Pellet 2x mit 40 ml eiskaltem Aceton gewaschen.

AbschlieBend wurde das Pellet in Wasser gelost.

PAA Gel nach Schagger

Proteine wurden in Tris-Tricin gepufferten Acrylamidgelen nach der Anleitung von Schéagger

[118] elektrophoretisch aufgetrennt.

3xGelpuffer

Tris 3M
SDS 0.3%
pH 8.45 (HCI)
10% Trenngel (2 kleine Gele)

40% Acrylamidlésung 3.25 mi

3x Gelpuffer 4.3 ml
MQ 5.45 mi

Glycerin 1.1ml

APS 135 pl

TEMED 15 pl
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4% Sammelgel (2 kleine Gele)

40% Acrylamidlésung 700 pl
3x Gelpuffer 2.6 ml
MQ 3.7ml

APS 160 pl

TEMED 10 pl

10xAnodenpuffer (unten)

Tris 1M
pH 8.9 (HCI)
10xKathodenpuffer (oben)
Tris 1M
Tricin 1M
SDS 1%
pH 8.25 (HCI)

Coomassie Farbung

Proteingele wurden mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt und mit Entfarber | bzw. 11 entfarbt.

Coomassie Farbelésung

Essigsaure 10%
Methanol 45%
PhastBlu Tabletten 3/L
Entfarber | (schnell)
Essigsaure 7%
Methanol 40%
Entfarber Il (langsam)
Essigséaure 7%
Methanol 4%
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Western Blot

Das Proteingel wurde 5 Minuten in Transferpuffer aquilibriert. Die passend zugeschnittene
PVDF Membran wurde 5 Minuten in Methanol und 5 Minuten in Transferpuffer aquilibriert.
Der Transfer erfolgte fiir 1 h bei 100 V und 4°C. Die Membran wurde 1 h in TBST mit 0.2%
iBlock blockiert. Zur Detektion wurde ein Anti-His Tag Antikérper HRP Konjugat 1:2000

verdinnt verwendet (Novagen).

Luziferase Messung

200 pl Jasenka-Kultur in eine auf Eis stehende weil3e 96 Well Platte pipettieren. Sind alle
Kulturen vorgelegt, wird die Platte ca. 10 Minuten bei 30°C inkubiert um die Zellen wieder

aufzuwarmen. Wahrenddessen wird im Luminometer folgendes Programm vorbereitet.

Injektion von 20 pl 1% n-Decanal (verdinnt in 50% Ethanol)
10 s schiitteln mit 1 mm orbitaler Auslenkung
0.5 s warten 10x
messen der Lumineszenz mit 0.5 s Integration

Direkt auf die Injektion des Decanals hin erfolgt eine Spitze der Lumineszenz, die in ein
Plateau mundet. Fur die Auswertung werden die stabilen Werte hinter der Spitze verwendet
(meist die 3.-5. Messung). Zur Normierung wird entweder die 0D4so oder das

Trockengewicht der Kultur bestimmt.
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7. Anhang

Schematische Ubersicht tiber das ReDirect System

— ANHANG —

transformation

E.coli BW25113 / plJ790

Preparation of E.coli
containing i RED plasmid aont 1o
and S.coelicolor cosmid

=

ORF

@ Primer design

200t 3gnt

)

=

PCR !

s
0
¥ Recomd
plasmid

\

by L-arabinose

induction of . RED

.

o

Amplification of the
disruption cassette

©

Templates for PCR amplification @
Paac
1384 bp
pT73
Paac
1424 bp
pIT78
Paac
1496 bp
pIIT80

“
/, RED
et

300 loss of temperature
sensitive . RED
recombination

37°C plasmid plJ790

PCR-targeting @

E.coli BW25113 / plJ790 / cosmid

overnight at 37°C

E.coli BW25113 / cosmid

E.coll ET12567 / pUZ8002 / cosmid

the Tra+ plasmid

transformation of
ET12456 containing
pUZ8002

transformation

Legend:

aac(3)IV: apramycin resistance gene

aadA: spectinomycin/streptomycin resistance gene
bet, exo: promote recombination

cat: chloramphenicol resistance gene

FLP: FLP-recombinase

FRT: FLP recognition target

gam: inhibits the host RecBCD exonuclease V
neo: kanamycin resistance gene

ORF: open reading frame

oriT: origin of transfer from RK2

ts: temperature-sensitive replicon

vph: viomycin resistance gene

Transformation of E.coli strain
containing FLP system

Streptomyces disruption mutant

Conjugative

transfer and
screening for
double cross-overs

gene disruptions
can be repeated
using the same marker

Streptomyces in frame deletion

6 FLP-mediated excision of

disruption cassette

E.coli DH5a / BT340

e
cosmid § necoms.
| plasmid

induce FLP synthesis
30°C and loss of
temperature sensitive
43°C FLP recombination

plasmid BT340
overnight

E.coli DHSa

' transformation
m%

Uberblick tiber das ReDirect System zur Deletion von Genen in S. coelicolor (aus Gust 2002).

107




— ANHANG —

Plasmidkarte pUWL

ori pld101

tsr
Afllll

bla

Plasmidkarte pUWL-sc+ bzw. pUWL-ascl

SF14 Promoter

sc1 oder asci

bla

pUWL-sc1 oder -asc1
6970 bp

ori plJ101

tsr
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Ausschnitt aus pUWL-sc1+

CTGCAGCCCG
GACGTOGGGC

BamHI
ASRASAA

— ANHANG —

SF14 Promatar

GGGGATCCGA
COCCTAGGLT

COTACGCCTT
GGATGOGGAM

GRCCTTGATG AGGCGGCGTG
CTGGAMCTAC TCCGCCGOAT

AGCTACAATC
TCGATGTTMG

AATACTCCTT
TTATGAGGAA

5c1

COGROCTOOT
GGCGGGAGGG

s

COCACAGGAG
GOETGTCCTC

GRCGGACCGA
CTGCCTGGRCT

GOANCOGGTG
CCTTGGCCAC

CTCTCTGCCC TGACTGCTCO
GAGAGACGGES ACTGACGAGS

GGCTCCTCAT
COGAGGAGTA

CCTTCGGCCG
GGARGCCGET

ACCGGGACCH
TGGCOCTGGE

=)

CACACOCCAC
GTGTGGGGTG

GGCCGATGTT
COGGOTACAA

GCTCCGGGCT
COAGGOCCGR

GCGGTGCCGA GAGGGCTGAG
COCCACGGCT CTOCOGACTC

GGTCCCTCTC
CCAGGGAGAG

AGGCGCCGTG
TCCGRGECGT

GCOCGCGGET
CGGGCGCCCA

Xbal

AASAASRANN

GCTTCOGGGT
COARGGCCCA

CTAGARGCGEC
GATCTCGCCG

Ausschnitt aus pUWL-ascl

CTGCAGICCG
GACGTOGGEG0

BamHI

SF14 Promatar

ascl

GGGGATCOGA
COCCTAGGCT

COTACGOCTT
GEATGOGGAR

GACCTTGATG AGGRIGGCGTG
CTGGAACTAC TOOGLOGOAC

AGCTACAATC
TCGATGTTAG

AATACTCCCT
TTATGAGGGG

GOAMGCACCC
COTTCGTGGG

ascl

GOGGEOCGCG
CHOCCGECGE

GUGOCTGAGHA
COCGGACTCT

GGGACCCTCA
COCTGOGAGT

GCCCTCTCGE CACCGCAGCS
COGGAGAGCE GTGGCGTCGE

COGAGCAACH
GEOTCGTTGT

TCGGCCGTGE
AGCCGGCACT

GOTGTGOGET
CORCACGOCA

ascl

COCGGTOGGC
GOGCCAGUCS

COAMGGATGA
GUTTCCTACT

GERAGCCGGAG
CCTCGGCCTE

CAGTCAGGGC AGAGAGCACC
GTCAGTCOCG TCTCTCGTGS

GGETTCCTCGE
COAMGGAGTC

TCCGTCOTCC
AGGCAGGAGS

TGTGOGGEEM
ACACGCCCCT

ascl

GEGUGGAMGT
COCGOCTTCA

Xhbal

AR
CTAGAGTGGT

GATCTCGOCG

COCCACCGCG
GOGGTGROGE
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Plasmidkarte pHDV-scl

Spaltstelle

Ncol
HDV ribozyme

Hindlll

pHDV-sc1
3191 bp

bla

Plasmidkarte pSP64-dagP1 bis 4

T7 Promoter
dagP1 bis 4

dagA'

Hindlll

pSP64-dagP1 bis 4
3063 bp

bla
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Ausschnitt aus pSP64-dagP1

EcoRI

TTACGAATTC
AATGCTTAMNG

T7

— ANHANG —

R

TAATACGACT
ATTATGCTGA

CACTATAGGS
GTGATATCCO

CAGOCAGGTG
GTOGGTCCGE

GOAATCGAMG
COTTAGCTTC

dagd

AAGGAGAMCG ATCGTGGTCA ACCGACGTGM
TTCCTCTTGE TAGCACCAGT TGGOTGCACT

dagd’

TCTCATCAMG
AGAGTAGTTC

TGGAGTGCCE
ACCTCACGGC

TOGCACTCGE
AGCGTGAGCC

Hindlll

AR
BGCRAGCTTG
TCGTTCGAAC

TATTCTATAG
ATAAGATATC

Ausschnitt aus pSP64-dagP2

EcoRI

TTACGARTTC
AATGCTTAAG

17

P2

TAATACGACT
ATTATGCTGA

CACTATAGGG
GTGATATCCC

TGGCGCCCAG
ACCGOGGGETC

GGTCTGCGEMN
COAGACGCCT

AGTCATTGCC
TCAGTAACGG

AMATATAMGR
TTTATATTCT

TTCTTCAGCS
AMNGRAMGTCGG

AGGCGGGANT
TCOGOCCTTA

CORAGAANGGHN
GCTTCTTCCT

dagh’

GANCGATCGT
CTTGCTAGTA

GGTCAARCCGA
CCAGTTGGCT

CGTGATCTCA
GUACTAGAGT

TCARGTGGAG
AGTTCACCTC

TGECGTCGCA
ACGOCAGCGT

Hindll

v
CTCOGAGCAN
GAGCCTCGTT

Hindll
Y

GCTTGTATTC
CGRACATAAG

Ausschnitt aus pSP64-dagP3

EcoRI

TTACGAATTC
AATGOTTAMG

T7

P3

TAATACGACT
ATTATGCTGA

CACTATAGGG
GTGATATCCC

CGTGGGIGTT
GUACCCGT AN

COGGAMCTTT
GGOCTTGAMN

TTGCACGCAC
AMCGTGOGTG

GUGAGCTCTC
CGOTCGAGRAG

GAATTTTGGT
CTTAARMNCCG

GUOCAGGGTC
COGGETCCCAG

TGECGGAAGTC
ACGUCTTCAG

ATTGOCAMAT
TAACGGTTTA

ATARGATTCT
TATTCTAAGA

TCAGCCAGGT
AGTCGGTCCG

GOGARATCGAR
COCTTAGCTT

GARAGGAGARC
CTTCCTCTTG

daa&
GATCGTGGTC
CTAGCACCAG

dagd’

AMCCGACGTG
TTGHCTGCAC

ATCTCATCAA
TAGAGTAGTT

GTGGAGTGOC
CACCTCACGS

GTCGCACTCG
CAGCGTGAGE

Hindilll

ARRAAAAAN
GAGCAAGCTT

CTCGTTCGAMA

GTATTCTATA
CATAAGATAT

Ausschnitt aus pSP64-dagP4

EcoRI

TTACGAATTC
AATGOTTAAG

T7

P4

TAATACGACT
ATTATGCTGA

CACTATAGGG
GTGATATOCC

ARCOGETTCA
TTGGOCAMGT

COTCATTGAM
GGAGTAACTT

TGATCAGGCG
ACTAGTCCGE

AGCGAAAGCC
TCGCTTTOGG

CAGAAACTTA
GTCTTTGAMT

COTCCTGEAG
GEAGGRCCTC

COTAGCTCCT
GGATCOAGGA

COTGCGCCGT
GOACGOGG0A

GGARTGATCG
CCTTACTAGE

TGCCACGTGE
ACGGTGCACT

GOGTTCCGGA
CGCAAGGCCT

ACTTTTITGCA
TGAARAACGT

COCACGCGAG
GCGTGCGCTC

CTCTCGAATT
GAGAGCTTAM

TTGGCE0CCHA
ANCCGUGHET

GOGTCTGOGS
CCCAGRCGCC

AAGTCATTGE
TTCAGTAACG

CARATATAAG
GTTTATATTC

ATTCTTCAGE
TAAGARGTCG

CAGGCOGGAN
GTCCGCCCTT

TCGAAGRAGS
AGCTTCTTOC

daiﬂ

AGAMCGATCS
TCTTGCTAGE

TGGTCARCCS
ACCAGTTGGC

ACGTGATCTC
TGCACTAGAG

ATCAAGTGGA
TAGTITCACCT

GTGCOGTCGE
CACGGCAGCG

Hindlll

SAARBANANAA
ACTCGGAGCA AGCTTGTATT
TGAGCCTCGT TOGAACATAA

CTATAGTGTC
GATATCACAG
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Plasmidkarte pdagAHis6

rep (pMB1) fd ter ,_L ,’%

dagA Hisé

aac(3) IV
His6 Tag
Terminationspunkt

pdagAHis6
6817 bp

attP int
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Plasmidkarte pL-kinUTR

pL-kinUTR

7936 bp

aac(3) IV
Ausschnitt aus pL-kinUTR-scl. Das sc1 Regulon wurde mit Nhel in dasPlasmid pL-kinUTR

kloniert.

51 S'UTH

Mhel

ARAANAAAAN
COTGCAGGTS GACTCTAGCT AGCGCCAMNCG GGETTAGGCT TCTGGOGGCT GOCCGGACGE CGLGTGCGGTC GGCACAMGTRM
GEACGTOCAG CTGAGATOGA TOGOGGTTGE CCOCAATCCGA AGACCGOCGA CGEGCCTGOC QCOCACGCCAG CCOGTGTTCAT

sc1 5'UTH

ACGGTTAGTG GTCTAGTCCA CARATGGTTGC TGAGGAACTGS MACCGTGTTCA
- C CAGATCAGGT GTTACCAMCG ACTCCTTGAC TGGCACAAGT

g
sc1 5'UTR
TCACGCRAGSG TGATCGTCAG GOTTCOGOCC TCOCOGCRACE GGAGGACGGE COGRGGRACC GGTGCTCTCT GCCOCTGACTG
AGTGOGTTCC ACTAGCAGTC CGAAGGOGESG AGGGGCOGTGT CCTCCTGCCT GGCTCCTTGE CCACGAGAGE CGGGARCTGRC

5.1

Wi AT CCACGGOCGA TGTTGCTOOG GGOTGCGGTE CCGAGAGGGE
TGGCGTOTEE GGTECCEGCT ACAACGAGGC CCGACGCCAC GECTCTCCCG

Mhel
AR

CGOGGCCCGE
GUGOCGEG0G

GRETGCTTCC GEGGCTAGCT
COCACGARGE COCCGATCGA

GUGOCAGGGOC
COGGTCOCGE
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Ausschnitt aus pL-kinUTR-ascl. ascl wurde mit Nhel in dasPlasmid pL-kinUTR kloniert.

Die Expression steuert der SF14 Promoter.

Mhel

GACTCTAGCT
CTGAGATCGA

SF14 Promatar

ascl

AGCGACCTAC

TCGCTGGATG

GOOTTGACCT
COGAMITGGA

TGATGAGHCG GOGTGAGCTA
ACTACTCOGE CGCACTCGAT

CAATCAATAC
GTTAGTTATG

TOCCCGGAMG
AGGGGOCTTC

CACCCGCGEGE
GTGGGRGoCC

asc

COGOGGLGC0
GOOGCCGIGE

TGAGAGGGAC
ACTCTCCCTG

COTCAGCCCT
GOAGTCOGGA

CTCGGCACCE CAGCCCGGAG
GAGCOGTEEC GTCGGECCTC

CRACATCGGE
GTTGTAGCCH

CGTGGGGTGT
GCACCCCACA

GoGETCCCGE
COUCAGSGECT

asci

TOGECCGANG
AGCOGGITTC

GATGAGGANGC
CTACTCCTCG

COGAGCAGTC
GCCTCGTCAG

AGGGCAGAGA GCACCGGTTC
TOCCGTCTCT CGTGHOCAMG

CTCGGTOCGT
GAGCCAGGTM

COTCOTGTGE
GOAGGACACG

GGGEAGGGTG
COCCTOCCGE

asci
Mhel

ey
GANGGCTAGE

CTTOCGATCS

TGGOCAGEGEC
ACCGGTCOCE
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Plasmidkarte und Promoterregion vonpLuci

BamHI ermE Promoter
Xbal

RBS luxA

luxB

attP

luxE

aac(3) IV

Xbal BamHI RES
AABSASSANNE
armEkE Luxé,

TGCTTAMGTT
ACGAATTCAM
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8. Curriculum vitae

Michael-Paul Vockenhuber

geboren am 29.02.1980

in Wien

Ausbildung

2000

09/2000 — 09/2005

01/2005 — 10/2005

01/2006 —

Abitur am Ohm Gymnasium Erlangen
Leistungskurse: Biologie und Englisch

Biologiestudium an der Friedrich-Alexander Universitat Erlangen
Abschluss: Diplom Biologie

Hauptfach: Mikrobiologie

Nebenfécher: Biochemie, Zoologie und Informatik

Diplomarbeit am Institut fir Mikrobiologie der Friedrich-Alexander
Universitat Erlangen (Beteuer: PD Dr. Friedrich Titgemeyer)

Titel: C-Regulation in Streptomyces coelicolor

Doktorarbeit am Institut fiir Mikrobiologie der Friedrich-Alexander
Universitat Erlangen, seit 8/2007 am Institut fiir Molekulare
Biowissenschaften der Johann Wolfgang Goethe Universitat Frankfurt
(Betreuer: Prof. Dr. Beatrix SuR)
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Teilnahme an internationalen Konferenzen und Workshops

,Practical Course on Computational RNA Biology*, April 2006, Tiibingen

4. Treffen der GBM Studiengruppe ,RNA Biochemie‘, September 2006, Kassel
Poster: Vorhersage von sRNAs in Streptomyces coelicolor

VAAM/GBM Jahrestagung, 2006, Jena
Poster: Affinity Purification of Proteins in Streptomycetes

Theoretischer Kurs ,RNA Structure and Function®, April 2006, Triest, Italien
25. Rabensteiner Kolleg 2007, Pottenstein

Internationale Konferenz des SFB 579, 2007, Frankfurt
Poster: SRNAs in Streptomyces coelicolor

Kickoff Meeting ,Sensorische und regulatorische RNAs in Prokaryoten‘, September 2007,
Bochum

\ortragund Poster: Identifizierung von sRNAs in Streptomyces coelicolor

VAAM/GBM Jahrestagung 2008, Frankfurt
Poster: The SRNA scl of Streptomyces coelicolor

,EMBO Practical Course on Computational RNA Biology*, April 2008, Carghese, Korsika

26. Rabensteiner Kolleg 2007, Pottenstein
\ortrag: Identification and characterization of SRNAs in Streptomyces coelicolor
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