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Onderzoek naar het 6" regulon in Neisseria meningitidis

In hoofdstukken 2 en 3 onderzoeken wij het regulatoire systeem van de
alternatieve o-factor E (of) van N. meningitidis. Bacterién leven in een constant
veranderende omgeving en moeten de expressie van genen aanpassen aan deze
veranderingen om te overleven. Het RNA-polymerase bindt zich aan o-factoren
voor het herkennen van promoterregionen vanwaar transcriptie kan worden
gestart van genen die coderen voor de juiste eiwitten om het hoofd te bieden aan
een veranderde omgeving. In exponentieel groeiende bacterién wordt
transcriptie gestart door RNA-polymerasen die een complex vormen met de
huishoud-o-factor 6’°. Om een adequate respons te bieden aan een
veranderende omgeving zijn alternatieve sigmafactoren geévolueerd die
specifieke responsgenen reguleren. In veel bacterién is o-factor E (of) essentieel
voor de respons tegen prikkels uit de omgeving zoals oxidatieve stress en extreme
temperaturen en buitenmembraanstress door verkeerd gevouwen
buitenmembraaneiwitten®. Sigmafactor E is ook belangrijk voor virulentie in
pathogene bacterién. De grootte van het regulon van of varieert aanzienlijk
tussen verschillende bacteriéle soorten. Zo heeft Escherichia coli ongeveer 100
unieke of transcriptie-eenheden en N. meningitidis en N. gonorrhoeae slechts
vijf2.

Om nader onderzoek te doen naar het of regulon in meningokokken hebben we
gebruik gemaakt van recent ontwikkelde moleculair-biologische technieken. In
hoofdstuk 2 gebruiken we zogenaamde volgende-generatie gehele
genoomsequencing om de DNA-sequentie van het genoom van N. meningitidis
stam H44/76 te ontrafelen. N. meningitidis stam H44/76 is oorspronkelijk
geisoleerd uit een patiént van een uitbraak uit Noorwegen in 1976. Deze stam
wordt wereldwijd veel gebruikt in moleculaire genetica-studies. In 2010 waren
nog slechts 7 complete N. meningitidis genomen gesequenced waarvan slechts 1
serogroup B (stam MC58). De toevoeging van de sequentie van het genoom van
H44/76 zal toekomstig onderzoek met behulp van deze stam bespoedigen.

In hoofdstuk 3 hebben we gebruik gemaakt van sequencing en vergelijken van
alle RNA moleculen voor transcriptoomanalyse van wildtype (wt) meningokokken
ten opzichte van een stam dat of tot overexpressie brengt?. Het in hoofdstuk 2
gesequencede H44/76 genoom is gebruikt als plattegrond voor het plaatsen van
gesequencede stukjes RNA wat een 100% overeenkomst opleverde met de
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H44/76 stam die gebruikt is voor deze transcriptoomanalyse. Aanvankelijk
worden bijna 1 x 108 gesequencede RNA stukjes per stam verkregen. Hiervan
beslaat ongeveer een derde tRNA of rRNA genen, een derde beslaat regio’s
coderend voor genen en niet-coderende regio’s tussen genen, het laatste derde
deel kan niet (eenduidig) worden geplaatst op het genoom. Differentiéle
expressieanalyse laat enigszins onverwacht slechts een klein aantal genen zien
die worden gereguleerd door of. Transcriptoomanalyse bevestigt de differentiéle
expressie van het of-eiwit en van de MsrA/MsrB genen zoals eerder was laten
zien door middel van eiwitanalyse en omgekeerde transcriptase
polymerasekettingreactie (RT-PCR)?. Daarnaast zijn vier nieuwe genen
geidentificeerd. Zeer interessant was het vinden van een klein niet-coderend RNA
dat getranscribeerd word vanaf een niet-coderende regio tussen twee genen.
Deze nieuw ontdekte sRNA geven we de naam o®sRNA. Kleine niet-coderende
RNA’s die betrokken zijn bij riboregulatie zijn het hoofdonderwerp van
hoofdstukken 4 t/m 8.

Door het gebruik van volgende-generatie sequencing van zowel het genoom als
het transcriptoom van N. meningitidis hebben we het o-factor E regulon nader
onderzocht. Dit regulon is relatief klein ten opzichte van dat van E. coli en bevat
bovendien geen buitenmembraaneiwitten die onderdeel uitmaken van de
buitenmembraanstressrespons. Dit is een duidelijk voorbeeld van divergente
evolutie van een oppervlakkig vergelijkbaar regulatoir systeem van twee
gramnegatieve bacterién. Het bevestigt het belang van experimentele validatie
van regelsystemen in niet-klassieke organismes met daarbij oog voor de
soortspecifieke niche en pathogeniciteit.

Het Hfqg regulon van N. meningitidis

Kleine niet-coderende RNA-moleculen zijn belangrijk in een groot aantal
celbiologische processen door hun rol in post-transcriptionele regulatie van
genexpressie teneinde metabolisme en de respons tegen stress te beinvloeden®
’. Veel sRNAs worden geproduceerd als gevolg van tekorten in essentiéle
voedingstoffen die zich kunnen voordoen gedurende het leven van een bacteriéle
cel. Ditis bijzonder relevant voor invasieve pathogenen aangezien zij blootgesteld
worden aan vijandige condities in de gastheer. Vaak reguleren sRNA’s de mRNA’s
die onderdeel zijn van een voedingsregulatienetwerk. sRNA’s werken
voornamelijk door het bezetten of vrijmaken van ribosomale bindingslocatie’s
van mRNA transcripten maar ook door het beinvioeden van de afbraak van
MRNA’s door RNasen.
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Het chaperonne-eiwit Hfq is veelvuldig betrokken bij deze riboregulatie door de
interactie tussen de sRNA en mRNA moleculen mogelijk te maken en te
versterken®®. Het verwijderen van het hfg gen uit het genoom van de bacterie
leidt tot een grote verscheidenheid van fenotypen. Eerdere eiwit- en
transcriptoomstudies in N. meningitidis hebben een beperkt inzicht gegeven in
de gevolgen van het verlies van het Hfq eiwit'®!. Het begrijpen van de
differentiéle genexpressie die onder invloed staat van Hfq is belangrijk voor het
verkrijgen van een goed inzicht in mRNA moleculen die potentieel worden
gereguleerd door nog onbekende kleine niet-coderende RNA-moleculen.

In hoofdstukken 4 en 5 hebben we ontdekt welke eiwitten anders worden
gereguleerd door het verlies van het Hfq eiwit. Deze differentiéle eiwitexpressie
is het gevolg van de volgende mogelijkheden: 1) een directe interactie tussen Hfq,
sRNA en het mRNA die codeert voor het differentieel tot expressie gebrachte
eiwit 2) meer indirect door de interactie tussen Hfg, sSRNA en een mRNA dat
codeert voor een regulatoir eiwit 3) opeenvolgend aan 1) en 2). In hoofdstuk 4
hebben we het hfg gen uit het genoom van N. meningitidis verwijderd. Deze stam
zonder het Hfq eiwit vormt kleine kolonies na overnacht incubatie op een vaste
agarplaat. De stam laat zelfs een groeideficiéntie zien in voedingsrijk GC-bouillon
dat speciaal ontwikkeld is om groei van slecht-groeiende gonokokken te
bevorderen. Vervolgens hebben we traditionele 1- en 2-dimensionele
natriumdodecylsulfaat-polyacrylamidegel-electroforese (SDS-PAGE)
eiwitscheiding gevolgd door massaspectrometrie (MS) toegepast ter identificatie
van eiwitten die zijn uitgesneden uit deze gelen. Met behulp van deze methode
zijn 28 eiwitten geidentificeerd waarvan de expressie significant veranderd als
gevolg van het verlies van Hfg. Deze eiwitten zijn hoofdzakelijk betrokken bij
basaal (koolhydraat)metabolisme en oxidatieve stress. Dit geeft een plausibele
verklaring voor de waargenomen verminderde groeikarakteristieken.

Eiwitscheiding door middel van SDS-PAGE wordt gelimiteerd door verschillende
factoren. Het is arbeidsintensief, heeft een beperkt fysiek oplossend vermogen
en het identificeren van hydrofobe membraaneiwitten en eiwitten met lage
expressie is niet goed mogelijk'?. Statistische analyse van geidentificeerde
eiwitten wordt tevens gehinderd door de semi-kwantitatieve aard van de
resultaten. Omgekeerde-fase vloeibare chromatografie (LC) voorafgaand aan
analyse door gegevensonafhankelijke alternatief doorzoekende
massaspectrometrie (MS) maakt absolute kwantificatie mogelijk van honderden
eiwitten in een complex mengsel. LC-MSE kan worden geoptimaliseerd tot een
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gestandaardiseerde werkmethode met stabiele prestaties van het begin tot het
einde van het experiment. Dit leidt tot een hoge reproduceerbaarheid®*4,

In hoofdstuk 5 combineren we LC-MSF met een stringente correctie voor de mate
van foutieve ontdekkingen (FDR) om de hoeveelheid differentieel tot expressie
komende eiwitten als gevolg van het verlies van Hfq in meer detail te
onderzoeken. Samen met de resultaten van studies uitgevoerd door andere
onderzoeksgroepen op eiwit- en RNA-niveau is een uitgebreid netwerk van door
Hfq gereguleerde eiwitten geconstrueerd. Eiwitten die differentieel tot expressie
komen zijn betrokken bij een grote verscheidenheid aan celbiologische
processen. Er zijn potentiéle hiaten in het Hfg-afhankelijke sRNA repertoire
geidentificeerd die liggen in de directe of indirecte regulatie van
buitenmembraaneiwitten, de methyl-citraat- en citroenzuurcycli, ijzer- en
zinkhomeostase en in de samenstelling van ribosomale eiwitten.

Het chaperonne-eiwit Hfq speelt een opmerkelijke rol in de regulatie van
fundamentele celbiologische processen in N. meningitidis. De grote
verscheidenheid aan effecten in de meningokokkencel zonder het Hfq eiwit is
verduidelijkt door de uitgebreide bestudering van het regulatoire proteoom en
het vergelijken van deze resultaten met die van onafhankelijk verkregen
resultaten van andere laboratoria. De sleutelrol van Hfq is het faciliteren van
interactie tussen sRNA’s en hun mRNA doel(en). Door het verwijderen van Hfq
worden deze interacties onderbroken. Eiwitten die differentieel tot expressie
gebracht worden als Hfqg is verwijderd zullen ook differentieel tot expressie
worden gebracht als de betrokken sRNA zou worden verwijderd. Van deze
strategie wordt in hoofdstukken 6 t/m 8 gebruikt gemaakt. De resultaten van
hoofdstuk 5 laten overtuigend zien dat LC-MSE bruikbaar en betrouwbaar is voor
nader onderzoek naar de regulatoire rol van sRNA’s in N. meningitidis.

sRNA identificatie en karakterisering in N. meningitidis

In hoofdstuk 6 hebben we twee structureel bijna identieke sRNA’s, gecodeerd
door genen die slechts enkele nucleotiden van elkaar liggen in het genoom van
N. meningitidis, bestudeerd. Groeianalyse van een stam met en zonder deze
SRNA’s in voedingsstofrijke bouillon laat geen verschil zien. In een bouillon met
alleen druivenzuur als koolhydraatbron wordt echter wel verminderde groei
gezien van een stam waarin deze sRNA’s geforceerd tot expressie komen. Als we
kijken naar de verschillende niches waarin de meningokok zich bevindt in de
gastheer dan kan worden gesteld dat de bloedbaan en het hersenvocht
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vergeleken kan worden met respectievelijk voedingsstofrijk bouillon en bouillon
waar enkel druivenzuur ter beschikking is. Geforceerde overexpressie van beide
sRNA’s remt inderdaad de groei in menselijk hersenvocht maar niet in bloed.
Analyse van differentiéle eiwitexpressie in een stam zonder sRNA’s in vergelijking
met de oorspronkelijke stam laat zien dat verscheidene eiwitten die onderdeel
zijn van of betrokken zijn bij de citroenzuurcyclus hoger tot expressie worden
gebracht. In hoofdstukken 4 en 5 waren enkele van deze eiwitten reeds
geidentificeerd als onderdeel van het regulon van Hfg. Met behulp van in silico
analyse kan worden voorspeld dat de mRNA voorlopers van deze eiwitten een
duplex vormen met de sSRNA’s exact op de locatie waar het ribosoom bindt (RBS).
Met behulp van een groen fluorescerend eiwit (GFP) informatiesysteem in E. coli
kan worden bekeken of deze in silico voorspelde interactie daadwerkelijk in vivo
plaatsvindt®®. In dit heterologe systeem wordt zowel het sRNA als de 5’ niet-
getransleerde regio (UTR) van het doel-mRNA gesmolten aan een GFP-eiwit tot
expressie gebracht. Wanneer het sRNA een duplex vormt met de RBS van het
doel-mRNA dan verminderd de groene fluorescentie van de bacteriéle cel. De
precieze interactie kan nader worden bestudeerd door wijzigingen aan te
brengen in de nucleotiden betrokken bij de voorspelde interactie waarna de
verminderde groene fluorescentie van de cel kan worden hersteld. De interactie
tussen de sRNA's en 6 eiwitten betrokken bij de citroenzuurcyclus kan worden
bevestigd in dit E. coli model. In de meningokok wordt de relatie tussen de
expressie van sRNAs en 5 van de 6 mRNA’s die coderen voor deze eiwitten
bevestigd met behulp van RT-PCR.

De zogenaamde stringente reactie van bacterién is een stressreactie die het
gevolg is van een beperkte beschikbaarheid van voedingsstoffen zoals
aminozuren, ijzer of vetzuren of als gevolg van extreme temperatuurverschillen.
De stringente reactie regelt de expressie van een groot deel van de genen in een
cel en zorgt ervoor dat er minder energie gaat naar energievretende processen
zoals vermenigvuldiging, transcriptie en translatie. In Neisseria is deze reactie
afhankelijk van het eiwit RelA®. Als relA wordt verwijderd dan worden de sRNA's
verhoogd tot expressie gebracht. Als deze stam zonder relA groeit in een bouillon
met enkel druivenzuur als koolhydraatbron dan komen 4 mRNA's die het doel zijn
van de sRNAs minder tot expressie dan in de oorspronkelijke stam mét relA. In
een stam waarin zowel relA als de sRNAs is verwijderd is dit effect niet meer
meetbaar. Deze resultaten bevestigen dat de regulatie van de sRNA’s onder
invloed staan van RelA.
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Samengevat werden in hoofdstuk 6 twee zeer geconserveerde sRNA's
geidentificeerd die betrokken zijn bij de regulatie van de citroenzuurcyclus. Deze
sRNA’s zijn Neisseriale stofwisselingswisselregulatoren (NmsRs) genoemd. Deze
nieuw ontdekte tweeling-sRNA’s zijn betrokken bij de stringente reactie en
verbinden stofwisseling met kolonisatie en, mogelijk, virulentie.

In hoofdstuk 7 identificeren we nieuwe sRNA’s door traditionele moleculaire
technieken te combineren met onze transcriptoomanalyse van hoofdstuk 3.
Vervolgens gebruiken we LC-MSE zoals beschreven in hoofdstukken 5 en 6 om
differentieel tot expressie gebrachte eiwitten te identificeren van 2 nieuwe
sRNA's en 1 reeds eerder ontdekte sRNA. Verder analyseren we het proteoom
van een stam die de in hoofdstuk 3 ontdekte c®sRNA tot overexpressie brengt.
Als laatste onderwerpen we het regulatoire eiwitrepertoire van de NmsRs uit
hoofdstuk 6 tot nadere analyse. mRNA-moleculen die coderen voor de eiwitten
die op deze manier zijn ontdekt worden met in silico voorspellingen getracht te
koppelen aan de sRNA’s. Eén van de nieuwe sRNA’s blijkt gereguleerd te zijn door
de aanwezigheid van ijzer. Differenti€éle eiwitanalyse en in silico voorspellingen
geven sterke aanwijzingen dat deze sRNA een immunogeen
buitenmembraaneiwit reguleert. Differentiéle eiwitanalyse van een stam die
ofsRNA tot overexpressie brengt geeft relatief weinig resultaten waarvan de
betekenis bovendien onbekend is. Als laatste wordt een Vviertal
meningokokkenstammen onderling vergeleken die NmsR-A, NmsR-B, beide
NmsR’s of geen NmsR’s bevatten. Op deze manier zijn 3 van de 6 door NmsR
gereguleerde eiwitten uit hoofdstuk 6 bevestigd in het natuurlijke milieu van de
meningokokkencel. Daarnaast zijn 9 nieuwe eiwitten geidentificeerd die worden
beinvioed door de expressie van NmsRs, een aanzienlijke uitbreiding van het
bekende regulatoire repertoire uit hoofdstuk 6.

Samengevat in hoofdstuk 7 blijkt de gecombineerde aanpak van
transcriptoomanalyse en LC-MSE succesvol in de identificatie en karakterisering
van sommige maar niet alle sSRNA kandidaten. Voor de laatste groep sRNA’s is een
meer geoptimaliseerde aanpak nodig die rekening houdt met de specifieke
omstandigheden waarin deze sRNA’s tot expressie komen.

In hoofdstuk 8 ten slotte laten we eerst met differentiéle eiwitanalyse zien dat
NrrF de regulatie van eiwitten die betrokken zijn in het binnenhalen en opslag van
ijzer, ijzer-afhankelijke stofwisselingseiwitten en oxidatieve stresseiwitten
beinvloedt. In het heterologe gfp-informatiesysteem hebben we de interactie
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tussen NrrF en op deze manier ontdekte eiwit PetA nader onderzocht. Dit nieuwe
doel-mRNA van NrrF is een ijzerbevattend eiwit dat deel uit maakt van het
cytochroom bc; complex, een onderdeel van de bacteriéle ademhaling.

De blokkering van translatie van het petABC operon is het gevolg van directe
interactie tussen NrrF en de 5’UTR van petABC. In tegenstelling tot ‘klassieke’
translationele onderdrukking van mRNA’s door sRNA’s nemen de nucleotiden die
onderdeel zijn van de ribosomale bindingsplaats en/of het startcodon niet deel
aan deze interactie. Duplexformatie tussen NrrF en petA op aanliggende
nucleotiden zou daarentegen wel indirect stereochemische verstoring kunnen
veroorzaken. In eerdere onderzoeken is de noodzaak van Hfq voor de interactie
tussen NrrF en ShdC betwist!®'’. In het gfp-informatiesysteem is Hfgq niet
noodzakelijk voor deze interactie. Deze twee eigenschappen zijn in groot contrast
met de NmsRs van hoofdstuk 7 van welke de duplexformatie volledig de
ribosomale bindingsplaats overlappen en deze interactie afhankelijk is van Hfq.
Door uitbreiding van het experimenteel bevestigde regulatoire netwerk van NrrF
in N. meningitidis hebben we een belangrijk inzicht gegeven in het mechanisme
waardoor een essentieel onderdeel van de elektronentransportketen indirect
wordt geregeld door de beschikbaarheid van vrij ijzer in de omgeving. Adaptatie
van expressie van onderdelen van het cytochroom bc; complex in reactie op
beschikbaar vrij ijzer wordt gereguleerd op het post-transcriptionele niveau door
middel van de regulatoire SRNA NrrF.

In hoofdstukken 6 en 8 beschrijven we de regulatoire rol van twee sRNA’s en
belichten we de betrokkenheid in verwante fundamentele celbiologische
processen zoals koolhydraatmetabolisme en de elektronentransportketenen
(Figuur 1). De sRNA’s reguleren gelijktijdig meerdere enzymen die betrokken zijn
bij deze processen. Kleine RNA-moleculen zoals de NmsRs en NrrF kunnen snel
en biologisch ‘goedkoop’ worden getranscribeerd en werken onmiddellijk op
reeds in de cel aanwezige doel-mRNA’s’. Deze eigenschappen maken dat ze
ideaal zijn voor een snelle aanpassing van stofwisseling en ademhaling als gevolg
van veranderingen in het milieu waarin bacterién zich bevinden.
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Figuur 1. Schematische weergave van enzymen die worden gereguleerd door NmsRs en
NrrF. Rode lijnen geven een remmende werking aan. OXFQOS, elektronentransportketen.
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