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Zusammenfassung

Unter natiirlichen Bedingungen befinden sich Bakterien unentwegt unter
Anpassungsdruck an die Umwelt. Die Anpassung auf Aminosdurenmangel geschieht
tiber ein komplexes regulatorisches Netzwerk, welches Stringente Kontrolle genannt
wird. Die auffilligsten Reaktionen dieser globalen Antwort sind die abrupte
Inhibierung der Synthese stabiler rRNAs und tRNAs, sowie die Induktion der
Aminosdurenbiosynthese inklusive des Aminosdurentransports. In Escherichia coli
sind die Schliisseleffektoren dieser Stringenten Kontrolle das Alarmon Guanosin-3’,

5’ -bispyrophosphat (ppGpp) sowie das Protein DksA. Letzteres wurde erst einige

Jahre nach der Entdeckung von ppGpp und seiner Bedeutung fiir die Stringente
Kontrolle anhand divergierender Ergebnisse aus in vivo Analysen und DksA-freien in

vitro Ansidtzen als Modulator der Stringenten Kontrolle identifiziert.

Die vorliegende Arbeit befasst sich in den ersten beiden Teilen mit grundlegenden
Mechanismen der Regulation stringenter Promotoren. Hierbei lag das Augenmerk zum
einen auf der Bedeutung der Startnukleotide fiir die ppGpp-Sensitivitdt ribosomaler
rRNA P1-Promotoren und zum anderen auf der Bedeutung der RNA-Polymerase
Untereinheit © fir die Regulation stringenter Promotoren. In in vitro
Transkriptionsanalysen konnte gezeigt werden, dass die rRNA P1-Sensitivitidt auf
ppGpp unter bestimmten Nukleotid-Bedingungen stark von der Startnukleotidsequenz
der jeweiligen Promotoren abhidngt. In diversen Analysen konnte bestitigt werden,
dass die o-Untereinheit der Escherichia coli RNA-Polymerase eine prominente Rolle
in der ppGpp-vermittelten Regulation ribosomaler P1-Promotoren einnimmt. Dieses
konnte durch DksA kompensiert werden. Die Regulation des hisG- und des fac-
Promotors war, wie erwartet, in keiner der getesteten Bedingungen durch ®
beeinflusst. Auch gelang es nicht, im Rahmen der durchgefiihrten Analysen der o-
Untereinheit eine  Beteiligung an der Bildung des offenen bindren
Transkriptionskomplexes nachzuweisen, wie sie beispielsweise fiir die o-Untereinheit

der RNA-Polymerase bekannt ist.

Der dritte Teil umspannt vergleichende Proteomanalysen, in denen mittels 2D-

Elektrophoresen der Einfluss von DksA unter stringenten Bedingungen auf



Proteinebene analysiert wurde. Hierzu wurde nach Auslosen der Stringenten Kontrolle
Gesamtproteinextrakt, sowohl aus einem Escherichia coli AdksA- als auch aus einem
WT-Stamm, isoliert. Bei der Auswertung der differentiell exprimierten Proteine wurde
sich auf die Proteine konzentriert, deren verdnderte Synthese aus dem Fehlen des
DksA-Proteins wihrend der Stringenten Kontrolle herriihrt. MALDI-TOF-Analysen
ergaben, dass dieses vorwiegend auf Proteine der Proteinbiosynthese zutraf. Weiterhin
konnten Proteine des Kohlenhydratstoffwechsels, des Purin/Pyrimidinstoffwechsels,
des DNA-Reparaturmecha-nismus und der Fettsduren- bzw. Zellwandsynthese

identifiziert werden, die ebenfalls obige Anforderungen erfiillten.



Summary

Under natural circumstances bacteria are permanently exposed to environmental stress.
Aminoacid starvation leads to an activation of a complex regulatory network named
stringent response to compensate this limitations. One of the hallmarks of the stringent
response is the rapid inhibition of stable RNA synthesis and the induction of
aminoacid biosynthesis as well as aminoacid transportmechanism. In Escherichia coli
this is mainly initiated by the function of the alarmone guanosine 3', 5'-
bispyrophosphate (ppGpp) and the protein DksA. Many years after the discovery of
ppGpp and its involvement in the stringent regulation, DksA was shown to be a
modulator of stringent control due to discrepancies of in vivo analysis and DksA free
in vitro studies.

The first two parts of this study has been done to analyze the basic mechanism behind
the regulation of stringent promoters. It has been focused on the involvement of the
start nucleotides in the ppGpp dependent regulation of rRNA-P1 promoters as well as
on the involvement of the ® subunit of the RNA-polymerase in the regulation of
stringent controlled promoters. It has been shown by in vitro transcription analysis that
the sensitivity of rRNA P1 to ppGpp under certain nucleotide conditions strongly
depends on the start nucleotide sequence of the particular promoter. In different
analysis of this study it has been confirmed that the w-subunit in Escherichia coli
RNA-polymerase is an important factor in regulation of ribosomal P1 promoters by
ppGpp. This dependence of omega is compensated by the activity of DksA. As
expected there was no impact of @ on the regulation of the 4isG promoter and the tac
promoter. It is important to say that this study fails to identify a participation of ® in
the composition of the open binary complex as it is known for the o-subunit of the
RNA-polymerase for example.

The third part of this study deals with comparative proteome analysis done by 2D-
elektrophoresis to analyze the impact of DksA under situation of stringent control on
protein level. After induction of the stringent control total protein extract of the wt and
AdksA strains was isolated. Evaluation of the differential synthesized proteins was
concentrated on those proteins whose synthesis was changed in situations of stringent
control due to the deletion of DksA. MALDI-TOF analysis shows that these proteins
mainly belong to proteins of the protein biosynthesis. Additionally, proteins of the



carbonhydrate metabolism, the purine/pyrimidine metabolism, the DNA repair
mechanism as well as the fatty acid metabolism and the cell wall synthesis were shown

to be part of these DksA dependent proteins.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Obwohl aufgrund ihrer GroBe oft unterschétzt, stellen Bakterien die grofite
phylogenetische Doméne aller Lebewesen dar. Sie gelten als hochst anpassungsfihig
und es gibt auf Erden kaum eine natiirliche Umgebung, in der sie nicht aufzufinden
sind. So konnten intakte Bakterien sowohl in den Tiefen der Ozeane (Deming 1986)
als auch in den trockensten Wiisten (Robinson et al. 2013) beobachtet werden. Selbst
in Lufthohen bis hin zur Mesosphire (80 km) konnte bakterielles Leben detektiert
werden (Imshenetsky et al. 1978). Aufgrund der Vielzahl und Vielfalt potentieller
mikrobieller Habitate ist es schwer, absolute Aussagen {iber die Anzahl und die totale
Biomasse aller Prokaryoten auf der Erde treffen zu kdnnen. Studien von Whitman et
al. bezifferten jedoch 1998 die totale Zellzahl aller Prokaryoten weltweit auf 4-6 x 10°°
Zellen und errechneten daraus eine Masse an zelluldr gespeichertem Kohlenstoff von

350 bis 550 x 10"° g (Whitman et al. 1998).

Ebenso wie die phylogenetische Domine der Archaecen, wird die Domédne der
Bakterien aus der Gruppe der Prokaryoten gebildet. Eines der bestuntersuchten
Bakterien ist das stdbchenformige gramnegative Enterobakterium Escherichia coli (E.
coli). Seit vielen Jahren schon dient es der Molekularbiologie als Modellmechanismus,
anhand dessen grundlegende Mechanismen erstmalig aufgekldrt werden konnten.
Auch in dieser Arbeit diente der E. coli Stamm K-12, dessen komplette
Genomsequenz 1997 von Blattner et al. publiziert wurde (Blattner et al. 1997). Im
Gegensatz zu den sogenannten EHEC-Stammen (enterohdmorrhagische E. coli),
fehlen den K-12-Stimmen wichtige Gene zur Virulenz, so dass sie als nicht virulent

gelten (Groisman and Ochman 1994).

Auch E. coli unterliegt in seinen natiirlichen Habitaten dem Einfluss stindig
variierender Stresssituationen. So kann beispielsweise der Wechsel des E. coli-
Lebenszyklus von auflerhalb zu innerhalb des Wirtes begleitet sein von drastischen
Verdnderungen des osmotischen Charakters der Umgebung und/oder von einem

Anstieg bzw. Abfall des pH-Wertes. Weiterhin bedingt solch ein Wechsel oft auch



2 Einleitung

eine Verdnderung des zur Verfligung stehenden Nihrstoffangebotes, welches eine
Reprogrammierung des Zellmetabolismus zur Folge haben kann.
E. coli ist durch seine regulatorischen Netzwerke der Genexpression hervorragend an

solch verdnderte Wachstumsbedingungen adaptiert.

1.1 Anpassung von Bakterien an verinderte Umweltbedingungen

Wie oben einleitend erwihnt, besiedeln Bakterien die unterschiedlichsten Biosphéren,
in denen sie den unterschiedlichsten Umwelteinfliissen ausgesetzt sind. Eine schnelle
und effiziente Anpassung auf die verdnderten Bedingungen ist daher
iiberlebenswichtig. Diese wird in Bakterien auf der Ebene der Genexpression
vollzogen, welche sich grob in die drei zentrale Ebenen Replikation, Transkription und
Translation inklusive Protein-Modifikation unterteilen ldsst. Das Zusammenspiel
dieser drei Ebenen bezeichnet den sogenannten Fluss der genetischen Information von
der Nukleinsdure zum funktionellen Protein und ist damit verantwortlich fiir die
Synthese aller Biomolekiile eines lebenden Organismus. Hierbei findet die Regulation
der Genexpression potentiell auf allen drei dieser Ebenen statt, um unter
okonomischen Standpunkten eine potentielle Fehlinvestition zelluldrer Ressourcen zu
vermeiden. Primdre Regulationsebene innerhalb des Flusses der genetischen

Information in Prokaryoten ist jedoch die Transkription (siche 1.3) (Burgess 1969b).

Die Transkription beschreibt die Mg” -abhingige Umwandlung der in der DNA
chemisch gespeicherten Information in die Sequenz einer RNA. Diese wird von der
DNA-abhingigen E. coli RNA-Polymerase (RNAP) synthetisiert (siche 1.2). RNA-
Polymerasen existieren in einer Vielzahl von Variationen unterschiedlicher
Komplexitit in allen lebenden Zellen. Einige von ihnen sind vergleichsweise einfach
organisiert und bestehend aus einer einzigen Untereinheit. Andere hingegen fungieren
als sogenannte ,,Multisubunitkomplexe* mit einem modularen Aufbau, der
beispielsweise in Eukaryoten eine Anzahl im zweistelligen Bereich umfassen kann

(Mathew and Chatterji 2006).
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1.2 Aufbau und Funktion der E. coli RNAP in der Anpassung der

Genexpression

1.2.1 Multisubunitstruktur und Zusammensetzung der E. coli RNAP

Als zentrales Enzym in der Anpassung prokaryotischen Uberlebens war die DNA-
abhiangige RNA-Polymerase zentrales Element dieser Arbeit und soll daher
ausfiihrlich beschrieben werden. Die E. coli RNAP ldsst sich basierend auf
Zusammenstellung und Funktion in zwei unterschiedliche Multisubunitenzyme
differenzieren. Das erste ist das Core-Polymeraseenzym, bestehend aus zwei
sogenannten o, einer ®, einer B und einer B° Untereinheit (siche 1.2.2 bis 1.2.4)
(Burgess 1969b). Diese Anordnung besitzt die katalytische Kompetenz der
bakteriellen RNA-Polymerasen und ist somit ausreichend fiir die -eigentliche
Transkriptionsreaktion. Als zweite Struktur unterscheidet man die Komplementierung
des Core-Enzyms zum RNAP-Holo-Enzym durch einen sogenannten o-Faktor. Die o-
Untereinheit ist fiir die Erkennung und Bindung der Promotoren verantwortlich und
verleiht dem Holo-Enzym somit die Promotorspezifizitdt (1.2.5). In Studien konnte
gezeigt werden, dass die N-terminale Domine der a-Untereinheit direkte
Bindeinteraktionen sowohl mit der B- als auch mit der B’-Untereinheit ausbildet,
jedoch nicht mit o direkt interagiert (Heyduk et al. 1996, Greiner et al. 1996). Im
Gegensatz dazu konnten fiir die Untereinheiten B und B° neben den Bindestellen
untereinander (Brodolin et al. 1993), zusétzlich auch direkte Bindedomédnen fiir o
identifiziert werden (Brodolin et al. 1993, Greiner et al. 1996). Es konnte gezeigt
werden, dass die Assemblierung der RNAP zu dem Core- bzw. dem Holo-Enzym einer
strikten Hierarchie untergeordnet ist. Der erste Schritt ist eine Homodimerisierung der
beiden a-Untereinheiten, gefolgt von der Assoziation der B-Untereinheit an den a-
Komplex. Anschliefend wird der Core-Enzyme-Komplex durch die Bindung der mit
assoziierten f’-Untereinheit vervollstindigt. Wie oben erwihnt, kann erst nach
Bildung des Core-Enzyms optional die Bindung der a-Untereinheit erfolgen und somit
das RNAP-Holo-Enzym entstehen. Der oben beschriebene, strukturierte Ablauf der

RNAP-Assemblierung ist exemplarisch in der Abbildung 1.2.1.1 dargestellt.
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ﬂ Abb.. 1.2.1.1 Schematische
- 0B Assem-blierung der RNAP.
"' @4" Schematisch  gezeigt ist der
Ablauf des  RNAP-Aufbaus
ausgehend von den einzelnen
Untereinheiten. Der  Aufbau
startet mit dem Assoziieren
© zweier a-Untereinheiten (o ; und
@ E aoBB'o (core enzyme) & ) zu einem Homodimer.
Dieses bindet B, gefolgt von der
Assoziation von B’. In diesem
Beispiel ist die o-Untereinheit
bereits an [° gebunden wund
vervollstindigt somit gemeinsam
agPp'oc mit " die Core-Polymerase.
(holoenzyme) Durch die Bindung eines
Sigmafaktors bildet sich das
Holo-Enzym, welches die
Promoter DNA Initiation der Transkription an der
Promotor-DNA ermoglicht
(Mathew and Chatterji 2006).

\n I—» Transcription initiation ee—-

TRENDS in Microbiology

1.2.2 Eigenschaften der E. coli RNAP-a-Untereinheit

Die a-Untereinheit wird von dem rpoA-Gen codiert und bildet nach ® mit 36,5 kDa
(329 Aminoséuren (AS)) die zweitkleinste Untereinheit der E. coli Core-RNAP. Das
Protein setzt sich aus zwei unterscheidbaren Doménen, verbunden durch einen
flexiblen Linker, zusammen (Negishi et al. 1995). Es konnte gezeigt werden, dass die
a-Beteiligung an der Core-Assemblierung ausschlieBlich von der N-terminalen
Domine (NTD) der Untereinheit abhdngt (Kimura and Ishihama 1995, Igarashi and
Ishihama 1991, Kimura and Ishihama 1996). Das bedeutet, dass alle Kontaktstellen fiir
die Dimerisierung und Wechselwirkung von a mit B und B* (siche 1.2.3) in der aNTD

kodiert sind (Heyduk et al. 1996, Kimura and Ishihama 1996, Murakami et al. 1996).

Die C-terminale Doméne der a-Untereinheit bildet einerseits eine Kontaktstelle fiir
zahlreiche Transriptionsaktivatoren (Igarashi et al. 1991) und spielt andererseits bei
der Erkennung und Regulation einiger Promotoren iiber die Bindung des sogenannten
UP-Elements (siche 1.4) eine wichtige Rolle (Gaal et al. 1996). Desweiteren konnte

gezeigt werden, dass die aCTD in direkter Interaktion mit den Oberfldchen-
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exponierten AS-Resten der Region 4.2 der in 1.2.5 beschriebenen o’’-Faktor-Familie
steht (Ross et al. 2003, Chen et al. 2003). Unter diesem Aspekt kommt demnach auch
der aCTD eine Funktion in der RNAP-Assemblierung, zumindest beziiglich des Core-
Enzyms, zuteil. Sequenzanalysen aller a-Untereinheiten ergaben Homologien in allen
drei phylogenetischen Doménen (siche Tabelle 1.2.1), welches auf eine hohe

Bedeutung dieser Untereinheit in sémtlichen Organismen deuten ldsst.

Obwohl die Assemblierung der RNAP zwei identische a-Untereinheiten beinhaltet,
kommen den beiden Proteinen im Aufbau des Enzyms unterschiedliche Rollen zuteil.
So ist nur eine der beiden a-Untereinheiten fiir die Bindung der B-Untereinheit
verantwortlich, wéhrend die zweite mit ° interagiert. Das differentielle Verhalten
dieser zwei identischen Untereinheiten ist mit ihrer unterschiedlichen Orientierung
innerhalb des modularen Transkriptionsenzyms begriindet (Kimura and Ishihama
1996, Heyduk et al. 1996). Murakami et al. konnte 1997 zeigen, dass beide
Untereinheiten asymmetrisch in Tandem-Orientierung angeordnet sind (Murakami et

al. 1997).

1.2.3 Charakterisierung der - und p’-RNAP-Untereinheiten in E. coli

Die E. coli B-Untereinheit wird als Genprodukt des rpoB-Gens, gemeinsam mit dem
rpoC-Genprodukt B’ auf einer Transkriptionseinheit kodiert. Mit einer Grofe von
150,6 kDa (1.342 AS) fiir B bzw. 155,2 kDa (1.407 AS) fiir B~ stellen diese beiden
Untereinheiten, die mit Abstand grof3ten Module der E. coli RNAP dar (Wagner 2000).
Beide Untereinheiten bilden gemeinsam das katalytische Zentrum der RNAP und
nehmen daher eine zentrale Stellung im Aufbau des Transkriptionsenzyms und bei der
Synthese der RNA-Molekiile ein.

Sie sind sowohl fiir die katalytische NTP-Bindung als auch fiir die Bindung der DNA
essentiell und sind stark an den Prozessen der Elongation und der Termination beteiligt
(Gross et al. 1996). Das aktive Zentrum der E. coli RNAP ist im Gegensatz zu den
sogenannten, aus nur einer Untereinheit bestehenden ,,single-unit“-Polymerasen
modular aufgebaut. Es beinhaltet mindestens sechs Proteindomidnen beider

Untereinheiten (Mustaev et al. 1997). Alignmentanalysen zwischen den Untereinheiten
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der E. coli RNAP und denen eukaryotischer DNA-abhédngiger RNA-Polymerasen
zeigten ausgedehnte Sequenzhomologien, sowohl zwischen der groBten (B) bzw.
zweitgroBten (B°) E. coli RNAP-Untereinheit und der grofiten bzw. zweitgrofiten
Untereinheit eukaryotischer RNAP (Gross et al. 1996), als auch in den Untereinheiten
der RNA-Polymerasen der Archaeen (siche Tabelle 1.2.1).

1.2.4 Die funktionelle Bedeutung der o-Untereinheit der E. coli RNAP

Das rpoZ-Genprodukt Omega (o) ist die kleinste (10,1 kDa; 91 AS) und die bis heute
schlechtuntersuchteste aller E. coli RNAP-Untereinheiten. Obwohl sie gleichzeitig mit
den anderen Untereinheiten 1969 erstmalig beschrieben wurde (Burgess 1969b), blieb
die Aufgabe des Proteins im Multiunit-RNAP-Komplex jahrzehntelang ungeklért.
Lange Zeit gelang es nicht, einen auf @ beruhenden Phénotyp zu beschreiben. /n vivo
hatte das Fehlen der o-Untereinheit aus dem E. coli RNAP-Komplex keinerlei
Auswirkung auf das Zellverhalten. Omega scheint die einzige der RNAP-
Untereinheiten zu sein, deren Abwesenheit in vivo nicht letal verlduft. Beobachtungen
wie diese hatten zur Folge, dass das rpoZ-Produkt lange Zeit als RNA-
Polymeraseuntereinheit nicht einheitlich anerkannt wurde (Burgess 1971). Durch die
Beobachtungen von Gentry und Burgess (Gentry and Burgess 1993) und von
Hochschild und Dove (Hochschild and Dove 1998) konnte 24 Jahre nach
Erstbeschreibung die Untereinheit o als spezifische Untereinheit der DN A-abhéngigen
RNA-Polymerase identifiziert werden. Die erstgenannte Forschergruppe konnte in
ihrer Arbeit eine w-spezifische Bindestelle in dem Polymerasekomplex an der B’-
Untereinheit in Thermus thermophilus zeigen, wihrend letztere einen synthetischen
Transkriptionskomplex beschrieben, fiir dessen Aktivitdt @ unabdingbar war. In den
folgenden Jahren wurden die w-Analysen weiter intensiviert und man konnte zeigen,
dass das rpoZ-Gen, obwohl in vivo nicht essentiell, in vielen Organismen aller drei
phylogenetischer Doménen hochkonserviert war (Mathew et al. 2005) (siehe Tabelle
1.2.1). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die w-Untereinheit eine wichtige
Rolle im Rahmen der stringenten Regulation einiger Promotoren einnimmt (Vrentas et
al. 2005, Chatterji et al. 2007). Diese Korrelation zwischen Stringenter Kontrolle und

o-Untereinheit war ebenfalls zentraler Bestandteil dieser Arbeit.
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Tabelle 1.2.1.: Homologien der RNAP-Untereinheiten b (Verandert nach (Mathew et al.

2005))
Bacterial Archaeal Eukaryotic
RNAPI RNAPII RNAPII
B’ RpoA’, RpoA” RPA1, RPB1, RPC1 RPA1, RPB1, RPC1 RPA1, RPB1, RPC1
B RpoB (RpoB'/RpoB”) RPA2, RPB2, RPC2 RPA2, RPB2, RPC2 RPA2, RPB2, RPC2
oy and ay RpoD, RpolL RPC5 and RPC9 RPB3 and RPB11 RPC5 and RPC9
® RpoK RPB6 RPB6 RPB6

Alle Untereinheiten der bakteriellen RNAP, einschlieBlich der ®-Untereinheit, zeigen
korrespondierende Homologien mit den Transkriptionsmaschinerien der Archaeen und der Eukaryoten.
Daten von (Nouraini et al. 1996).

1.2.5 Die Bedeutung der E. coli c-RNAP-Untereinheit

Wie in 1.2.1 erwéhnt, komplementiert die sogenannte o-Untereinheit der E. coli RNAP
das katalytische Core-Enzym zum sogenannten Holo-Enzym. Nur dieses besitzt die
Kompetenz zur promotorspezifischen DNA-Bindung und somit zur spezifischen
Transkriptionsinitiation der spezifischen Gene (Burgess 1969b). In E. coli finden sich
sieben dieser Sigmafaktoren kodiert. Diese binden in Abhdngigkeit unterschiedlicher
duBerer Umstinde und Signale wie z.B Aminosduremangel, Hitze, Kilte,
exoplasmatischen Stress etc. das Core-Enzym und unterscheiden sich aufgrund ihrer
Struktur ~ und/oder  Sequenz  in  der  Erkennung der  spezifischen
Promotorerkennungsmotive (sieche 1.4). Durch Supplementierung des Core-Enzyms
mit einem dieser Sigmafaktoren wird das Holo-Enzym zum jeweiligen Set der
Zielgene dirigiert (Gross 1992). Die variable o-Konstitution des Holo-Enzyms in
Relation zu den &uBeren Umstinden, ermdglicht demnach der E. coli Zelle das

jeweilige Transkriptionsprofil der Situation entsprechend spezifisch anzupassen.

Einer der bestuntersuchten Sigmafaktoren ist der ,house-keeping*-Sigmafaktor o¢’°.
Dieser ist fiir die Transkriptionsinitiation aller fiir das exponentielle Wachstum
benotigten Gene von essentieller Bedeutung. Die anderen o-Faktoren koordinieren die
Transkription von Genen der stationdren Phase (%), der Hitzeschockantwort (¢, 0,
der Flagellensynthese (c"), der Stickstoffassimilierung (o") und des zitratabhingigen

Eisentransports (c") (Wagner 2000).
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Bis auf 6", der zur Gruppe der o -Faktoren gehért, sind alle anderen der aufgefiihrten
Sigmafaktoren homolog und daher in der Gruppe der o' -Faktor-Typen
zusammengefasst. Alle bekannten Sigmafaktoren aller bekannter Prokaryoten lassen
sich anhand dieser beiden Gruppen typisieren. Die letztere der beiden Gruppen ist
zusitzlich in primire (z.B. ¢'°) und alternative (zB. o" und o') o-Faktoren
klassifiziert, wobei den primiren Sigmafaktoren vier konservierte Bereiche gemein
sind (Gross et al. 1996). Wie oben beschrieben, ist der o-Faktor nicht nur essentiell fiir
die Erkennung der jeweiligen Transkriptionsstartpunkte, sondern auch fiir die
Initiation der Transkription an den jeweiligen Startpunkten. Dies beinhaltet demnach,
neben der Verlinkung des Core-Enzyms an die Promotor-DNA, die Erkennung der -
35- und -10-Promotorelemente (siche 1.4), das Aufschmelzen der Promotor-DNA und
somit die Isomerisierung zum offenen Promotorkomplex (siche 1.4), sowie die

Kontaktierung einiger Transkriptionsaktivatoren.

1.2.6 Struktur der E. coli RNAP

Wie in 1.2.1 bis 1.2.5 erldutert, ist die RNAP in sdmtlichen Organismen unabhingig
ihrer phylogenetischen Herkunft hochkonserviert. Dennoch konnte gezeigt werden,
dass sie in ihrem Aufbau in den unterschiedlichen Doménen variiert. Von den RNA-
Polymerasen der Phagen abgesehen, zeigt das Enzym einen modularen Aufbau
bestehend aus einer variierenden Anzahl an konservierten Untereinheiten, welche mit
der Komplexitit der jeweiligen Organismen an Anzahl zunehmen. Obwohl schon 1960
in E. coli entdeckt und beschrieben (Hurwitz 2005), gelang es jahrzehntelang nicht, die
3D-Struktur der E. coli RNAP aufzukliren. Daher beriefen sich bis vor kurzem noch
samtliche Analysen auf die strukturellen Erkenntnisse der RNAP aus Thermus
thermophilus (T. thermophilus) (Zhang et al. 1999), welche aufgrund der hohen
Sequenzhomologie aller RNA-Polymerasen ein probates Modell zu sein schien.
Allerdings konnte friih gezeigt werden, dass die Transkription der 7. thermophilus
RNAP, trotz hoher Sequenzhomologie, nicht in allen Belangen als charakteristisch fiir
das Transkriptionsverhalten der E. coli RNAP anzusehen ist. Dieses wurde besonders

unter Bedingungen der Stringenten Kontrolle deutlich (Kasai et al. 2006, Vrentas et al.
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2008). Erst durch die 2013 veroffentlichte Arbeit von Murakami, in der erstmals die
3D-Struktur der E. coli RNAP aufgekldrt werden konnte, kann dieser Diskrepanz in
den RNAP der beiden Spezies Rechnung getragen werden (Murakami 2013).

Mukarami konnte in seiner Arbeit zeigen, dass die Struktur des E. coli Holo-Enzyms
in der Tat eine hohe Ubereinstimmung mit dem von T. thermophilus aufweist. Beide
dhneln in ihrer Struktur der Schere einer Krabbe bestehend aus zwei Zangen. Diese
bilden die DNA-Bindespalte und das aktive Zentrum des Enzyms. Wéhrend die -
Untereinheit die sogenannte ,,clamp* der Schere bildet, bildet f den anderen Teil der
Klaue. Es konnte gezeigt werden, dass in beiden Spezies die - und B’-Untereinheiten
eine gewisse Flexibilitdt zueinander aufweisen, welche den Enzymen den Wechsel
zwischen geodffneter und geschlossener Konformation der Klaue ermdglichen
(Chakraborty et al. 2012). Verglichen mit allen bekannten Strukturen der RNAP von T.
thermophilus scheint die E. coli RNAP in einer stirker geschlossenen Konformation

vorzuliegen.

Fir die o-Untereinheit in 7. thermophilus konnte ein Aufbau aus drei a-Helices
gezeigt werden, wihrend o in E. coli fiinf dieser Helices umfasst. Die ersten drei
dieser Helices verlaufen sequenzhomolog zu denen in 7. thermophilus. Ein weiterer
fundamentaler, auf Omega beruhender Unterschied zwischen den beiden Polymerasen
ist die Interaktion zwischen @ und B’. In E. coli scheint die in 1.2.4 beschriebene
Bindung der o-Untereinheit an der C-terminalen Position des P’-Proteins nicht
stattzufinden (Murakami 2013). Die Abbildung 1.2.6.1 gibt die von Murakami

geschilderten, oben beschriebenen Strukturen wieder.
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Abb.. 1.2.6.1 3D-Struktur der E. coli
RNAP.

Dargestellt ist die kiirzlich verdffentlichte
Kristallstruktur  des E. coli RNA-
Polymerase-Holo-Enzyms. Die
unterschiedlichen =~ Untereinheiten  sind
farblich hervorgehoben. Die zwei «a-
Untereinheiten (o ; und a p) sind als blaue
bzw. magentafarbene Doménen dargestellt.
Bei der braun abgebildeten Doméne handelt
es sich um die B-Untereinheit, welche direkt
an der f’-Untereinheit (griin) gebunden ist.
Grau dargestellt ist die o-Untereinheit. Als
Sigmafaktor dargestellt ist das o’’-Protein
(orange), welches direkt an  und f’

Murakami 2013).

1.3 Ablauf der Transkription in Escherichia coli

Die Transkription aller Organismen ldsst sich in die drei Prozesse der Initiation,
Elongation und Termination unterteilen. Jede dieser drei Ebenen ist Ziel von diversen
Regulationsmecha-nismen, mit denen das Transkriptionsmuster der Zellen auf die
jeweiligen Zellumstinde eingestellt wird. Im Folgenden sollen diese drei Ebenen an

dem Beispiel der E. coli RNAP niher charakterisiert werden.

1.3.1 Die Transkriptioninitiation in E. coli

Die Initiation ist der erste Schritt des komplexen Mechanismus der Transkription und
umschreibt die teils reversible Entstehung vier aufeinander folgender
Transkriptionskomplexe. Sie beginnt mit der Bindung des RNAP-Holo-Enzyms (R)
(siche 1.2.1) an der Promotor-DNA (P). Dieser Komplex aus Promotor und
doppelstringiger DNA wird als bindrer geschlossener Komplex (Rc) bezeichnet.
Dieser kann beispielsweise bei den Ec’’ Komplexe sowohl wieder in R und P

zerfallen, als auch aufgrund der durch die Bindung der Polymerase frei werdenden

gebunden vorliegt (Zuo et al. 2013,
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Energie in den sogenannten bindren offenen Komplex (Ro) isomerisieren. Hierbei
werden die Stringe der DNA-Doppelhelix an distinkten Stellen der Promotorstruktur
aufgeschmolzen, so dass auf Hohe der -10-Region (siche 1.4.1) im aktiven Zentrum
der RNAP die sogenannte Transkriptionsblase entsteht. Diese umspannt einen Bereich
von 10 bis 14 Nukleotiden. Der aus R und einzelstrdngiger DNA bestehende binére
offene Komplex kann ebenfalls wieder in den geschlossenen Komplex zerfallen oder
in den sogenannten terndren Initiationskomplex (RPji) libergehen. Dieser setzt sich
aus RPop und den ersten eingebauten Substrat-NTPs zusammen, die im aktiven
Zentrum der RNAP durch Phosphodiesterbindung verbunden werden (Newlands et al.
1991). Obwohl die RNAP samt o-Faktor nach wie vor am Promotor gebunden ist,
kann das flexible Zentrum innerhalb des Enzyms bis zu 12 Nukleotide einbauen, so
dass kurze RNA-Fragmente entstechen. Werden diese in Form von abortiven
Transkriptprodukten aus dem Komplex entlassen, nimmt dieser wieder die
Konformation des RPq ein. Uberschreitet das im RP;,;; wachsende Transkript durch
Einbau weiterer Substrat-NTPs einen kritischen Wert von 10 bis 12 Nukleotiden,
andert das Holo-Enzym seine Konformation. Diese Konformationsdnderung induziert
die Bildung des Elongationskomplexes (EC) begleitet von der Abspaltung des
Sigmafaktors. Der FElongationskomplex unterscheidet sich von den zuvor
beschriebenen Komplexen unter anderem in zwei wichtigen Punkten. Zum einem wird
hier die Transkription erstmals von der E. coli Core-Polymerase, also unabhéngig von
o, getitigt. Zum anderen stellt der EC die einzige nicht reversible Konformation der
Transktiptionsinitiation ~dar und kann somit nicht mehr auf ihre
Vorgéngerkonformation zuriickfallen (Record 1996). Die oben beschriebene
Isomerisierung vom geschlossenen zum Elongationskomplex ist in Abbildung 1.3.1.1

schematisch zusammengefasst.
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NTPs NTPs
I II 111 IV
R+ P.+— RP. — RP, RP; EC +P
0}
Abortive
Produkte
Abb. 1.3.1.1 Isomerisierung der Promotor-RNAP-Komplexe wiihrend der

Transkriptionsinitiation in E. coli.

Graphisch dargestellt ist der Aufbau der E. coli Transkriptionsinitiation, gegliedert in vier
Phasen (I-IV). (I): Assoziation und Dissoziation der RNA-Polymerase (R) an den Promotor (P)
unter Bildung bzw. Zerfall des geschlossenen Komplexes (RP¢). (II): Isomerisierung zum
offenen Komplex (RPo) inklusive Riickreaktion. (III): Durch den Einbau der ersten NTPs wird
der terndre Komplex (RP;,;;) gebildet. Bei der Riickreaktion kommt es zur Freisetzung kurzer
abortiver RNA-Produkte. (IV): Bildung des Elongationskomplexes unter Freisetzung des
Sigmafaktors (o) inklusive der Dissoziation des EC von der Promotorstruktur (P) (Record
1996).

1.3.2 Charakterisierung der Elongationsreaktion wihrend der

Gentranskription in E. coli

Mit der Abspaltung des o-Faktors und der Bildung des Elongationskomplexes geht die
Transkription von der Initiation in die Elongation {iber. Hierbei transloziert das Core-
Enzym entlang des abzulesenden DNA-Strangs, wobei es einen Bereich von 25 bis 50
Basenpaare abdeckt. Die Transkriptionsblase (siehe 1.3.1) vergroBert sich dabei auf 14
bis 18 Nukleotide (Uptain et al. 1997). Es konnte gezeigt werden, dass innerhalb der
Transkriptionsblase im aktiven Zentrum des Core-Enzyms die wachsende RNA in 3'-
Richtung durch komplementire NTP-Anlagerung entlang des DNA-Matrizenstrangs
verlangert wird. Die frisch eingebauten NTPs am 3’-Ende der RNA, sind dabei iiber
einen Bereich von acht bis neun Nukleotiden als RNA:DNA-Hybrid fest mit dem
Matrizen-DNA-Strang basengepaart (Polyakov et al. 1995, Nudler et al. 1997). Das 5'-
Ende der gebildeten RNA-Kette verldsst das Core-Enzym durch einen Exit-Kanal und
bildet sogleich Sekundarstrukturen aus. An bestimmten Signalen in der RNA koénnen
diese  Strukturen autonom oder in Kombination mit Proteinen (sog.
Terminationsfaktoren) Pausen- und darausfolgend Terminationsmotive ausbilden, die
die Termination der Transkription erzwingen (Krohn and Wagner 1996, Artsimovitch

and Landick 2000).
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1.3.3 Grundlegende Prinzipien der Transkriptionstermination in E. coli

Wie in 1.4 beschrieben, ist die Transkriptionsinitiation der RNAP nur an
charakteristisch strukturierten DNA-Sequenzen moglich. Ist diese einmal verlassen
und der Sigmafaktor dissoziiert (siche 1.3.1), ist im Falle eines friihzeitigen
Transkriptionsabbruchs eine Reinitiation an dem unvollendeten Transkript nicht
moglich. Um daher das Risiko vorzeitig abgebrochener Transkripte zu minimieren,
zeichnet sich der Elongationskomplex durch besondere Stabilitit aus (Wagner 2000).
Im Umkehrschluss bedarf solch ein besonders stabiler Elongationskomplex auch eines

effizienten Terminationsmechanismus.

Die Termination der Transkription beinhaltet sowohl die Fertigstellung bzw.
Beendigung des gestarteten Transkripts als auch die Sezernierung des selbigen aus
dem  Transkriptions-komplex. = Desweiteren ist diese  Vollendung des
Transkriptionsvorgangs mit der Dissoziation des Core-Enzyms von der abgelesenen
DNA begleitet. Zwei grundlegende Mechanismen konnen der Termination zugrunde
liegen. Man unterscheidet die faktorunabhédngige oder auch intrinsisch genannte
Termination von der faktorabhéngigen Termination (Richardson 1993). Die
faktorabhingige Termination unterliegt der Pridsenz von Terminationsfaktoren, ohne
die bei diesem Typ der Termination keine Beendigung der Transkription erfolgen
kann. In E. coli ist das Protein Rho der Hauptterminationsfaktor der Transkription.
Rho bindet als Homohexamer das 5'-Ende des frisch synthetisierten Transkripts und
bewegt sich von dort aus in 3’-Richtung auf den Elongationskomplex zu. In allen Rho-
vermittelten Terminationsprozessen erfolgt diese Rho-Bindung der RNA {iber eine
charakteristische Erkennungssequenz, der sogenannten rut-site (Rho-utilisation-site).
Erst bei Erreichen des Elongationskomplexes eines Elongationspausensignals
verlangsamt sich die Elongationsrate, so dass Rho zum Komplex aufschlieBen kann.
Ist der Komplex erreicht, entwindet Rho ATP-abhédngig das RNA:DNA-Hybrid und

leitet somit die Termination der Transkription ein (Platt 1994).

Im Gegensatz zur faktorabhingigen Termination, beruht die faktorunabhingige
Termination alleine auf den intrinsischen Eigenschaften des gebildeten Transkripts und
bedarf daher keinerlei akzessorischer Faktoren. Ausgiebige Sequenzanalysen

faktorunabhingig terminierter Transkripte ergaben eine Reihe von spezifischen
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Sequenezelementen, welche charakteristisch fiir intrinsische Terminationsstellen sind.
So sind ihnen palindromische Motive, ca. 30 Basenpaare 5" distal zum
Terminationspunkt, gemein. Desweiteren neigen intrinsich terminierte Transkripte
dazu, 3'-distal GC-reiche ,,stem-loop*“-Strukturen auszubilden. Diesen angeschlossen
befindet sich ein Bereich aus vier bis acht aufeinanderfolgenden Uracilresten.
Wiéhrend die Loop-Struktur die Elongationsrate des Transkriptionskomplexes
herabsetzt, wird das RNA:DNA-Hybrid durch die Uracilkette destabilisiert, welches
die Dissoziation des Transkripts und die damit einhergehende Termination der

Transkription zur Folge hat (Wagner 2000).

1.4 Transkriptionsstartregulierung in Escherichia coli

Im Gegensatz zu DNA-Polymerasen, deren Aktivitidt auf die Elongation von bereits
vorhandenen Nukleotidsequenzen (sog. Primer) beschrénkt ist und welche daher nicht
durch sich selbst einen Replikationsbereich initiieren konnen, kdnnen RNA-
Polymerasen die Transkription der Gene de novo initiieren. Das bedeutet, dass sie
nicht nur in der Lage sind RNA-Stringe zu verldngern, sondern die RNA-Synthese
durch Einbau des ersten NTP dem sogenannten Start- bzw. Initiationsnukleotid (iNTP)
auch starten zu konnen (Wagner 2000). Um eine zielgerichtete Initiation der
Transkription zu gewéhrleisten und der wahllosen Vervielfiltigung unspezifischer
Genprodukte vorzubeugen, ist die Transkriptionsinitiation an distinkte Sequenzen bzw.
Strukturen  der abzulesenden @ DNA  gekniipft. Diese  doppelstringigen
Transkriptionsstartsequenzen befinden sich 5” distal zu den jeweiligen Zielgenen und
werden Promotoren genannt. Promotoren sind als zentrales, regulatives Element der
Transkription von besonderer Bedeutung fiir diese Arbeit und sollen daher im

Folgenden ausfiihrlich beschrieben werden.

1.4.1 Charakterisierung der Strukturen und Funktionen von Promotoren

Promotoren zeichnen sich durch hochkonservierte Sequenzelemente, den sogenannten
Kernpromotoren, aus. Diese konnen je nach Art der zu initiierenden Gene variieren

und anhand dessen in Gruppen eingeteilt werden. Nahezu alle Kernpromotoren lassen
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sich in drei Strukturen unterscheiden (Lisser and Margalit 1993, Harley and Reynolds
1987). Die erste ist eine hochkonservierte Sequenz des nicht kodierenden DNA-
Stranges, bestehend aus sechs Nukleotiden (nt). Diese befindet sich 10 nt 5¢ distal vom
Transkriptionsstart (+1) entfernt und wird daher auch als -10-Region oder Pribnoxbox
bezeichnet. In den Promotoren o  -regulierter Gene hat diese -10-Region die
Konsensussequenz ~ 5'-TATAAT-3". Das zweite Erkennungselement der
Kernpromotoren umfasst eine ebenfalls aus einem Hexamer bestehende Sequenz,
welche sich 35 nts 57 distal des +1-Nukleotids auf dem nicht kodierenden DNA-Strang
befindet und -35-Region genannt wird. Diese zeichnet sich in o' -regulierten
Promotoren durch die Konsensussequenz 5-TTGACA-3’aus. Zwischen der -10-
Region und der -35-Region der Kernpromotoren befindet sich ein Bereich nicht
konservierter Nukleotide. Charakteristisch fiir diesen Bereich ist jedoch eine
festgelegte Sequenzldnge von idealerweise 17 nts £ 1 Basenpaare (bp), welche sich
maBgeblich auf die Aktivitit der jeweiligen Promotoren auswirkt (Beutel and Record
1990). Es ist zu erwahnen, dass bis heute noch kein natiirlich vorkommender Promotor
beschrieben werden konnte, der alle drei Konsensuselemente zu 100 % erfiillt. Die
Bedeutung dieser Elemente wird jedoch deutlich, bedenkt man, dass besonders starke
Promotoren in der Regel nicht mehr als drei Abweichungen von dem

Konsensuspromotor beinhalten (Mulligan et al. 1984).

In Abbildung 1.4.1.1 ist der schematische Aufbau eines Promotors inklusive des
Kernpromotors exemplarisch an einem Promotor der o ’-Familie dargestellt.
Erginzend zur Kernpromotorstruktur konnten durch Analysen vieler Promotoren
akzessorische strukturelle Motive identifiziert werden, welche sich ebenfalls
modulierend auf die Aktivitit diverser Promotoren auswirken. Diese lassen sich in 5°
distal (,,upstream activating sequences™ (UAS-Regionen) und 3" distal (,,downstream
sequence regions® (DSR)) vom Transkriptiosstart befindliche Motive unterscheiden
(Wagner 2000). UAS-Regionen umspannen einen Bereich von ca.-150 bp bis -65 bp in
Relation zum Transkriptionsstart. Sie sind mafgeblich an der Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren beteiligt. Ebenfalls 5’distal vom Transkriptionsstart befindlich
ist das UP-Element (-40 bis -65), welches eine direkte Bindung mit der CTD der E.
coli a-Untereinheit (sieche 1.2.2) nachgewiesen werden konnte. Die 3 distalen DSR-

Sequenzen befinden sich je nach Promotor in Bereichen von ca. +2 bis +20 in Relation
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zum Transkriptionsstart und kdnnen sich ebenfalls erheblich auf die Transkription des

Promotors auswirken.

+1 Transkriptions-
start

UAS UP element —> DSR
e e
I
-150 -65 -35 Spacer -10 +1 +15
|
Kernpromotor

Abb. 1.4.1.1: E. coli 5"*-Konsensus-Promotorstruktur

Schematisch dargestellt ist die Promotorstruktur eines E. coli Promotors der ¢’ -Familie samt
typischer Kernpromotorstruktur. Sie beinhaltet sowohl die —35- als auch die —10-Region, beide
getrennt durch eine Spacersequenz von 17+1 Basenpaaren. Dariiber hinaus dargestellt sind die
den Kernpromotor flankierenden UAS- und DRS-Regionen. Die Positionen der einzelnen
Strukturelemente sind durch Zahlen indiziert, welche in Relation zu dem als +1 definierten
Transkriptionsstart zu sehen sind (Darstellung entnommen aus Wagner 2000).

Wie in 1.2.5 beschrieben wird die Bindung der RNAP an den Promotoren iiber die
unterschiedlichen o-Untereinheiten der RNAP forciert. Diese erkennen typspezifisch
die erwdhnten Variationen innerhalb der Kernpromotoren. Dieses Zusammenspiel
variabler spezifischer Sigmafaktoren und komplementierender genspezifischer
Kernpromotorsequenzen ist grundlegend fiir die zielgerichtete Transkription nahezu
aller Bakterien. Trotz der hohen Promotorspezifitit ist ergdnzend zu erwihnen, dass
einige Promotoren auch iiberlappend von unterschiedlichen Sigmafaktoren erkannt
werden konnen. Ein Beispiel dafiir ist die iiberlappende Promotorspezifizitit des o’ -

und 0°-Holo-Enzyms (E ¢’ und E ¢°®) in E. coli.

1.4.2 Unterschiede in den Promotoraktivititen in E. coli

In vivo konnten Promotorinitiationsraten in einem Bereich von vier Gréenordnungen
von einem Transkript bis 10 Transkripte pro Sekunde beobachtet werden (Record

1996, Deuschle et al. 1986). Als ausschlaggebend fiir diese drastischen Schwankungen
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der Promotorstirken, beschrieben als die Rate mit der der
Transkriptionselongationskomplex einen Promotor raumt und somit der Neuinitiation
einer anderen RNAP zuginglich macht (Brunner and Bujard 1987), ist zum einen die
jeweilige Kompetenz zur Bildung offener Promotorkomplexe (McClure 1985) zu
nennen (siche 1.3). Diese ist bei vielen Promotoren die ausschlaggebende und
transkriptionsraten-limitierende Konstante. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass
sich auch die RNA-Ketten-Initiationsrate limitierend auf die Aktivitidt diverser

Promotoren auswirken kann (Hsu 1996, Stefano and Gralla 1979).

Ein weiterer grofer Faktor in der Regulation von Promotorstérken ist die Regulation
von Proteinfaktoren (sog. Transkriptionsfaktoren), welche die Transkription auf allen
Ebenen (Initiation, Elongation, Termination, siehe 1.3) beeinflussen konnen (Wagner

2000).

1.5 Grundlegende Mechanismen in der Regulation ribosomaler RNA

in Escherichia coli

In Prokaryoten wird die Kapazitit der Proteinbiosynthese durch die Synthese
ribosomaler RNA (rRNA) als Hauptbestandteil der Ribosomen limitiert. Die
Proteinbiosyntheserate eines Ribosoms ist auf 15 bis 20 Aminosduren (AS) pro
Sekunde begrenzt. In Phasen optimalen Wachstums steigt der Bedarf an
Proteinsynthese, welches einen Anstieg der Ribosomenanzahl pro Zelle von bis zu
70.000 bedingen kann (Gourse et al. 1996). Die Synthese von Ribosomen ist einer der
energieaufwindigsten Prozesse innerhalb einer Zelle und wird direkt iiber die Menge
der zur Verfligung stehenden rRNA reguliert (Edlin and Maaloe 1966, Gausing 1977).
Ein Aufbau oder eine Aufrechterhaltung eines hohen Ribosomentiters in Situationen
limitierten Wachstums, beispielsweise resultierend aus einer Nahrstoffverarmung,
wiirde aufgrund der hohen energetischen Kosten den Energiehaushalt einer Zelle stark
gefdhrden. Dadurch kommt der rRNA-Synthese eine Schliisselfunktion im bakteriellen
Wachstum zu, wobei die koordinierte rRNA-Synthese einem komplexen
regulatorischen Netzwerk aus faktorabhédngiger und faktorunabhéngiger Regulationen

unterliegt.



18 Einleitung

1.5.1 Redundanz ribosomaler Promotoren in E. coli

Die Transkription ribosomaler RNA erfolgt in E. coli {iber sieben ribosomale Operons.
Solch eine Redundanz an ribosomalen Transkriptionseinheiten ist kein E. coli
spezifisches Phdnomen, sondern ist sowohl bei anderen Prokaryoten als auch bei
Eukaryoten zu beobachten. Hierbei ist die Anzahl der einzelnen Operons
interspezifisch variabel, innerhalb des Organismus aber konserviert. Es konnte gezeigt
werden, dass die Anzahl an rRNA Transkriptionseinheiten von 1 bis 15 variieren kann
(Bott 1984, Hui and Dennis 1985, LaFauci et al. 1986, Schmidt 1997). Im Gegensatz
dazu konnte in der Arbeit von Long und David ein Aufkommen von mehreren hundert
rRNA-Transkriptionseinheiten in Eukaryoten beschrieben werden (Long and Dawid
1980). Durchforstet man verfiigbare Datenbanken {iber die Heterogenitéiten
ribosomaler Operons bei Prokaryoten, so fillt auf, dass Genredundanz im
prokaryotischen Genom eher ungewdhnlich ist (Klappenbach et al. 2001). Auch ist die
Bedeutung einer Aufteilung der rRNA-Synthese in sieben Operons fiir £. coli noch
nicht ginzlich geklirt. Die Arbeitsgruppe um Condon konnte zeigen, dass fiinf der
rRNA-Operons in E. coli fiir optimales Zellwachstum ndtig sind, eine schnelle
Adaption an Temperatur- und Nahrstoffschwankungen jedoch nur in Gegenwart aller
sieben Operons gewihrleistet werden kann (Condon et al. 1995). Weiterhin ergaben
Analysen unserer Arbeitsgruppe, dass einige dieser Operons, basierend auf einzelnen
Basenheterogenitéten, unterschiedlich sensitiv stringent reguliert werden (Kolmsee et
al. 2011). Es ist daher davon auszugehen, dass die Redundanz ribisomaler Promotoren
in E.coli eine Strategie zur schnellen Anpassung an Umweltbedingungen {iber

spezialisierte Ribosomen darstellt.

1.5.2 Charakteristische Strukturmotive ribosomaler E. coli Promotoren

Die Transkription ribosomaler Operons in E. coli erfolgt iiber zwei Promotoren (P1
und P2) in Tandemformation (Lindahl and Zengel 1986), wobei die stringente
Regulation der rRNA zumindest hauptsdchlich iiber die Aktivitit des P1 vollzogen
wird (Josaitis et al. 1995). Der ribosomale RNA P1(#rnP1)-Promotor gehdrt zu den
o’’-abhingigen Promotoren mit all ihren charakteristischen Motiven (s. 1.4.1). Obwohl
seine Spacersequenz mit 16 nt anstelle der bevorzugten 17 nt um ein Nukleotid von

der ermittelten Idealstruktur abweicht, gehort der rrnP1-Promotor in vivo zu den
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stirksten Promotoren der Zelle. Mutationsanalysen mit dem Ziel die rrnP1-
Spacerlinge auf 17 nt zu erhdhen, ergaben eine deutliche Steigerung der
Promotoraktivitit nach Mutation. Allerdings ging mit dieser gesteigerten
Promotorproduktivitit auch ein Verlust der Wachstumsratenregulation einher (Gaal et
al. 1989, Dickson et al. 1989). Weitere Charakteristika ribosomaler RNA-Promotoren
sind GC-reiche Sequenzen, die direkt 3" distal an die -10-Region anschlielen und als
Diskriminatoren bezeichnet werden. Es konnte gezeigt werden, dass diese Sequenzen
unmittelbar mit der positiven bzw. negativen Regulation stringenter Promotoren
korrelieren. Promotoren, deren Transkription in Abhingigkeit zu ppGpp einbricht,
zeichnen sich wie fiir die rrn-Promotoren beschrieben durch eine GC-reiche
Diskriminatorsequenz  aus. Positiv  regulierte Promotoren, wie die der
Aminosdurenbiosynthese, weisen einen AT-reichen Diskriminator auf (Travers 1984,
Zacharias et al. 1989, Zacharias et al. 1990). Aufgrund der oben beschriebenen
Merkmale ribosomaler Promotoren zeichnen sich die offenen Komplexe der
Transkriptionsinitiation zwischen rRNA-Promotor und RNAP durch eine besondere
Kurzlebigkeit aus. Diese kann erst durch Einbau der ersten beiden Startnukleotide
kompensiert werden, woraus ein wichtiger Regulationsmechanismus ribosomaler

Promotoren resultiert.

Die oben beschriebenen Charakteristika ribosomaler Promotoren sind in dem unten
aufgefiihrten, als Abbildung 1.5.2.1 betitelten Sequenzalignment zusammenfassend
dargestellt. Zusitzlich dargestellt sind die Sequenzen zweier rrnD P1-Varianten. Bei
der einen (rrnD P1+1A) wurde das urspriingliche Startnukleotid G an der Position +1
durch ein A ausgetauscht. Der zweiten Mutante (r7nD P1+1A+3C) wurde, zusitzlich
zu dem G-zu-A-Austausch an der Position +1, an der Position +3 ein C fiir ein T
eingesetzt. Dadurch entstand eine Sequenz, die im dargestellten Bereich von der

Position -19 bis +3 identisch zu den Sequenzen der r7nE und rnnH P1-Promotoren ist.
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rrnA P1 ... CTTGTCAGGC CGGAATAACT CCCTATAATG CGCCACCACT
rrnB P1 ... CTTGTCAGGC CGGAATAACT CCCTATAATG CGCCACCACT
rrnC P1 ... CTTGTCAGGC CGGAATAACT CCCTATAATG CGCCACCACT
rrnG P1 ... CTTGTCAGGC CGGAATAACT CCCTATAATG CGCCACCACT
rrnE Pl ... ATTGCGGCCT GCGGAGAACT CCCTATAATG CGCCTCCATC
rrnH P1 ..CTTGTCTTCC TGAGCCGACT CCCTATAATG CGCCTCCATC
rrnD P1 .. CTTGTGCAAA AAATTGGGAT CCCTATAATG CGCCTCCGTT
rrnD P1+1A .. CTTGTGCAAA AAATTGGGAT CCCTATAATG CGCCTCCATT
rrnD P1+1A+3C ... CTTGTGCAAA AAATTGGGAT CCCTATAATG CGCCTCCATC
+1: Transkriptionsstart: A bzw. G

[ & Nukleotidaustausch: T bzw C
-35-Region:  Konsensussequenz: TTGACA
-10-Region: Konsensussequenz: TATAAT
Diskriminator: Konsensussequenz: GCGC

Abb. 1.5.2.1 Sequenzalignment der sieben E. coli rRNA P1-Kernpromotoren und zweier
rrnD-Promotorvarianten mit einer bzw. zwei Punktmutationen in der
Transkriptionsstartsequenz.

Gezeigt ist der nichtkodierende Strang der sieben rRNA P1-Promotoren und zweier Mutanten
des rrnD Pl-Promotors. Die Konsensussequenzen der strukturellen Charakteristika
ribosomaler Promotoren wurden farblich hervorgehoben (griin: -35-Region; magenta: -10-
Region; blau: Diskriminator). Weiterhin indiziert ist der Transkriptionsstart der jeweiligen
Promotoren durch rote Buchstaben. In der Variante »rnD P1+1A wurde das urspriingliche
Startnukleotid G durch ein A ersetzt. Die Mutante r7nD P1+1A+3C verfiigt, zusitzlich zu dem
eben beschriebenen Austausch A auf Position 1, iiber ein C anstelle eines G auf Position +3.
Die Punktmutationen sind in der Abbildung durch grau unterlegte und unterstrichene
Buchstaben lokalisiert. Durch diese beiden Punktmutationen wurde die ehemalige Sequenz des
rrnD P1 in dem dargestellten Bereich von Position -19 bis +4 den Sequenzen der r#nE und
rnnH P1-Promotoren angeglichen (Kolmsee et al. 2011).

1.6 Die Stringente Kontrolle

Die Stringente Kontrolle ist eine zentrale Reaktion in Bakterien zur Anpassung an
Néhrstoffmangel und kann durch die eine Vielzahl von Mangel- und Stresssignalen
ausgelost werden (Boutte and Crosson 2013). Vermittelt wird sie maB3geblich iiber ein
Effektormolekiil (ppGpp), synthetisiert durch sogenannte RSH (Rel/Spo homolog)-
und SAS (,,small-alarmone-synthetase*) -Proteine (siche 1.6.1). Obwohl die Stringente
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Kontrolle erstmals in E. coli beschrieben wurde, konnten bis auf wenige Ausnahmen
(beispielsweise einige obligat intrazellulire pathogene Bakterien) RSH-Proteine in
allen bakteriellen Spezies beschrieben werden (Atkinson et al. 2011, Mittenhuber
2001). Dennoch gibt es zwischen den einzelnen Spezies deutliche Unterschiede
beziiglich der Natur, der Reize und der daraus resultierenden Anpassungsmechanismen
im Rahmen der Stringenten Kontrolle. Diese Unterschiede scheinen stark in
Korrelation mit der von dem jeweiligen Organismus besetzten 6kologischen Nische zu
stehen (Boutte and Crosson 2013). Als Schliisselereignis der Stringenten Kontrolle in
E. coli gilt ein rapider Einbruch der stabilen RNA (rRNA/ tRNA)-Transkription,
begleitet von der gesteigerten Transkription von Genen der Aminosdurenbiosynthese
(Cashel 1996). Zusitzlich fordert ppGpp die Transkription alternativer Sigmafaktoren
wie die des o® (siche 1.2.5). Dieses hat zur Folge, dass die Transkription der Gene des
exponentiellen Wachstums gedrosselt wird und Gene der Stressabwehr sowie der

stationdren Phase aktiviert werden.

1.6.1 (p)ppGpp als Vermittler der Stringenten Kontrolle

In allen getesteten stringent regulierten Organismen, geht die Stringente Kontrolle mit
einer gesteigerten Synthese der Alarmone Guanosintetraphosphat (ppGpp) bzw.
Guanosinpentaphosphat (pppGpp) einher. Diese gelten als Schliisselmolekiile der
Stringenten Kontrolle und sind fiir die Regulation von mehreren hundert Genen in E.
coli verantwortlich (Durfee et al. 2008, Traxler et al. 2008). Im Folgenden sollen diese
beiden Molekiile, sofern nicht ausdriicklich differenziert, als ppGpp zusammengefasst
werden. Neben der zentralen Bedeutung auf Transkriptionsebene ist ppGpp unter
anderem in den Prozessen der DNA-Replikation, der Translation und der Virulenz
vieler Pathogene involviert (Milon et al. 2006, Srivatsan and Wang 2008, Kanjee et al.
2012, Kriel et al. 2012, Rymer et al. 2012, Denapoli et al. 2013, Dalebroux et al.
2010).

Wie in 1.6 beschrieben, wird ppGpp durch sogenannte RSH-Proteine synthetisiert.
Diese sind in E. coli das RelA- und SpoT-Enzym. Wéhrend SpoT sowohl {iber eine
ppGpp-Synthase als auch iiber eine Hydrolaseaktivitit verfiigt, liegt die
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Hydrolasedomédne des RelA lediglich inaktiv vor. Daher ist die Aktivitit dieses
Enzymes auf die Synthese des ppGpps beschrinkt. (Atkinson et al. 2011). Studien
haben gezeigt, dass die RelA-abhidngige und die SpoT-abhédngige ppGpp-Synthese
differentiell reguliert werden. Das RelA-Protein liegt in E. coli assoziiert an dem 70S-
Ribosom vor (Ramagopal and Davis 1974). Unter AS-limitierten Bedingungen steigt
der Gehalt an unbeladenen tRNAs in der Zelle. Diese binden die ribosomale ,,A-site*,
welches ein Stocken der Translation zur Folge hat. Dieses Signal veranlasst die
Dissoziation des RelA-Proteins und die damit verbundene Aktivierung der ppGpp-
Synthesedoménen (English et al. 2011, Haseltine and Block 1973). Dieser
Mechanismus ermoglicht eine gezielte Reaktion von E. coli auf die Reduzierung einer

einzelnen AS-Spezies.

Im Gegensatz zu RelA wird die vom zytosolischen SpoT-vermittelte ppGpp-Synthese
nicht durch Deletion einer einzelnen AS-Spezies aktiviert, kann jedoch als Reaktion
auf multiple AS-Reduzierungen beobachtet werden (Murray and Bremer 1996). Die
bestuntersuchte SpoT-vermittelte ppGpp-Synthese resultiert aus der Reaktion auf
Lipidmangel. Das ,holo-acyl-carrier*-Protein, welches an der Biosynthese von
Fettsduren beteiligt ist, bindet direkt an SpoT und induziert auf diesem Wege die
ppGpp-Synthese durch SpoT (Battesti and Bouveret 2006).

Es konnte gezeigt werden, dass der ppGpp-Gehalt in E. coli in Relation zum
Zellzyklus streng reguliert wird und im Rahmen der Stringenten Kontrolle innerhalb
weniger Minuten bis in den millimolaren Konzentrationsbereich ansteigen kann (Lund

and Kjeldgaard 1972).

Die in 1.6.1 beschriebene Synthese von ppGpp in E. coli sowie ihre Auswirkung auf
stringent regulierte Promotoren (siche 1.6) wurde von Magnusson et al. (Magnusson et
al. 2005) schematisch zusammengefasst und ist im Folgenden (Abbildung 1.6.1.1)
dargestellt.
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Abb. 1.6.1.1 ppGpp-Synthese und ihre Auswirkung auf stringente Promotoren in E. coli.
Schematisch dargestellt ist die Stringente Kontrolle als globales Netzwerk in Eschericha coli
ausgehend von der Synthese des ppGpp (Tetra- und Pentaphosphat). Durch Stress, Néhrstoft-
oder Aminosduremangel wird aus ATP und GDP bzw. GTP ppGpp bzw. pppGpp gebildet.
Beide konnen an die RNAP binden und dadurch die Aktivitit des Enzyms modulieren,
worauthin Gene der stabilen RNA-Synthese, der Translation und Replikation inhibiert werden.
Dahingegen werden Gene der AS-Synthese und der universalen Stressantwort sowie der
alternative Sigmafaktor rpoS induziert. Unter anderem durch die Erhohung des intrazelluldren
o°-Titers kommt es zu einem Wechsel des Holo-Enzyms von ¢’ zu ¢° (siehe 1.2.5), welches
die Transkription von Genen der Glykolyse, der oxidativen Stressabwehr etc. zur Folge hat
(Magnusson et al. 2005).

Nach oben geschildertem Beispiel kann RelA auch zur in vitro ppGpp-Synthese
benutzt werden (Krohn and Wagner 1995). Hierbei genligt es, ribosomenassoziertes
RelA in einen Ansatz zusammen mit ATP und GTP zu geben. Eine zusitzliche
Stimulation  beispielsweise =~ durch  Simulieren eines  Stresssignals (z.B.
Nahrstoffmangel) ist hierbei nicht von Néten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter
Anwendung dieser Synthesereaktion, wie im Material- und Methodenteil ausfiihrlich

beschrieben (siehe 3.3.2), ppGpp préparativ in vitro synthetisiert.
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1.6.2 DKksA als Transkriptionsfaktor in E. coli

Wie in 1.6.1 beschrieben, wirkt sich ppGpp gravierend auf die Transkription einer
Vielzahl von Genen aus. In diesem Maf3e konnte dieses jedoch lange Zeit nur in vivo
beobachtet werden. Der ppGpp-induzierte Einbruch der ribosomalen RNA verlief in
vitro deutlich seichter und die Aktivierung der Aminsdurenbiosynthese blieb in
Abwesenheit von Zellrohextrakt in Génze aus. Diese Diskrepanz in den Resultaten
beider Versuchsbedingungen lie8 das Mitwirken eines Cofaktors vermuten, der in den
in vitro Analysen bis dato nicht beriicksichtigt zu sein schien. Untersuchungen haben
ergeben, dass es sich bei diesem Vermittler stringenter Regulation um den 17,9 kDa
(151 AS) groflen DnaK Suppressor A (DksA) handeln musste (Paul et al. 2004). Das
Protein ist nach seiner urspriinglichen Entdeckung als ,,multicopy*“-Suppressor einer
temperatursensitiven dnakJ E. coli-Mutante benannt (Kang and Craig 1990) und gilt
heute aufgrund seiner engen Beteiligung an einer Vielzahl ppGpp-regulatorischer
Prozesse als der Cofaktor der Stringenten Kontrolle (Paul et al. 2004). Es konnte
gezeigt werden, dass DksA, trotz der gravierenden Bedeutung fiir stringent regulierte
Prozesse, intrazelluldr konstant bei 3.000-10.000 Molekiilen pro Zelle vorliegt. Im
Gegensatz zu ppGpp ist der DksA-Metabolismus in E. coli demnach nicht an
Wachstumsphase und Stressdetektion gekoppelt (Paul et al. 2004).

Wie in Abbildung 1.6.2.1 dargestellt, ist DksA unterteilbar in drei strukturelle
Doménen. Die eine beschreibt eine lange (75 AS) ,,coiled-coil“-Struktur. Sie setzt sich
zusammen aus zwei N- und C-terminalen a-Helices mit zwei Aspartatresten an ihrer
Spitze. Eine weitere globuldre Doméne, bestehend aus N- und C-terminalen Regionen,
beinhaltet ein Zinkfingermotiv, wihrend die dritte von einer C-terminalen o-Helix
gebildet wird (Perederina et al. 2004). Trotz mangelnder Sequenzhomologie, ist diese
Struktur stark homolog zur Struktur der Transkriptionsfaktoren GreA und GreB. Daher
lag die Vermutung nahe, dass sich DksA als Transkriptionsfaktor iiber die gleichen
Mechanismen auf die Genexpression in E. coli auswirkt wie GreA und GreB
(Laptenko et al. 2003, Opalka et al. 2003). Tatsdachlich basiert die
Transkriptionsregulierung ~ iiber DksA  nicht wie bei  konventionellen
Transkriptionsfaktoren auf einer Bindung von Nukleinsduren, sondern wie fiir die
beiden Gre-Faktoren beschrieben, iiber spezifische Bindung der RNAP. Hierbei dringt

DksA iiber die ,,coiled-coil“~-Doméne in den sekundiren Kanal der RNAP, so dass die
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beiden Aspartatreste in der Néhe des aktiven Zentrums positioniert sind. Es wird
vermutet, dass iiber diese AS-Reste die Ausrichtung des Mg* JIons im aktiven
Zentrum neu koordiniert wird, wodurch die Interaktion zwischen RNAP und ppGpp
potenziert wird (Perederina et al. 2004). In Studien konnte eine ppGpp-unabhingige
Beeinflussung der offenen Komplexkinetiken (siehe 1.3.1) beschrieben werden.
Hierbei reduziert DksA die Halbwertszeit der Komplexe und erhoht gleichzeitig ihre
Sensitivitdt gegeniiber Schwankungen in der iNTP- und ppGpp-Konzentration (Paul et
al. 2004). Auf diesem Weg verstirkt DksA den Effekt von ppGpp sowohl auf negativ
(z.B. rRNA-, tRNA-Promotoren) als auch auf positiv stringent regulierte
(Aminosdurebiosynthese, Aminosiurentransport) Faktoren (Magnusson et al. 2005,
Paul et al. 2004, Paul et al. 2005). Bei den oben beschriebenen Mechanismen handelte
es sich durchweg um synergetische Mechanismen der beiden stringenten Faktoren
ppGpp und DksA. Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass beide Faktoren
zusitzlich in der Lage sind voneinander unabhingig oder gar antagonistisch zu wirken
(Aberg et al. 2009, Magnusson et al. 2007). Dieses konnte z.B. fiir Gene der
Flagellensynthese und Chemotaxis gezeigt werden, die in DksA-Deletionsstimmen

induziert, in ppGpp’-Staimmen jedoch reprimiert werden (Aberg et al. 2009).
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Abb. 1.6.2.1 Ribbon-Struktur des DksA-Proteins

Dargestellt ist die Struktur des DksA-Proteins, in dem die oben beschriebenen Doménen
farblich hervorgehoben wurden. Blau gezeigt ist die ,,coiled-coil“~-Domine bestehend aus zwei
a-Helices. Diese sind durch einen o-,turn® (griin) voneinander getrennt und tragen
Aspartatreste an ihrer Spitze (rot). Die globuldre Doméne ist in gelb dargestellt und verbindet
die ,,coiled-coil“-Doméne mit der orange hervorgehobenen C-terminalen o-Helix (Perederina
et al. 2004).
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1.7 Der E. coli tac-Promotor

1.7.1 Strukturelemente des fac -Promotors

In einem Grofteil der in dieser Arbeit dargestellten Studien wurden gemessene
Promotoraktivititen in Relation zu den 1983 durch De Boer beschriebenen fac-
Promotor gesetzt (de Boer et al. 1983). Neben den in 4.1 getesteten von Tim Kolmsee
erstellten »#7nD P1+1A und rrnD P1+1A+3C Promotoren, ist dieser der einzige im
Rahmen dieser Arbeit getestet Promotor, der in der Natur nicht vorkommend ist. Bei
dem fac-Promotor handelt es sich um ein in E. coli aktives, synthetisch hergestelltes
Promotorhybrid mit idealer 6’°-Konsensussequenz (siche 1.4.1). Diese wurde durch
die Kombination der -35-Region des t7p-Promotors mit der -10-Region des lacUV5-
Promotors erreicht. Der lacUV5- Promotor ist eine Variation des E. coli lac-Promotors
mit zwei Punktmutationen zur Angleichung der -10-Region an die o’
Konsensussequenz ~ (Pribnow  1975).  Durch  diese = Kombination  der
Konsensussequenzen ist der tac-Promotor einer der stirksten in E. coli aktiven
Promotoren, obwohl seine Spacersequenz mit 16 bp statt 17 bp um 1 nt von der
idealen Spacerlidnge abweicht. Weiterhin ist zu erwdhnen, dass der fac-Promotor iiber

keine Diskriminatorsequenz verfiigt (Zacharias et al. 1989).

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass der fac-Promotor in E. coli weder
durch ppGpp noch DksA stringent kontrolliert wird (siehe 1.7). Dieses mag teilweise
in dem in 1.7.1 beschriebenen Fehlen einer Diskriminatorsequenz begriindet liegen.
Allerdings konnte in der Arbeit von Zacharias et al. gezeigt werden, dass sich durch
das Einsetzen eines GC-reichen Diskriminators, 3" distal von der -10-Region keine
stringente Regulierbarkeit des fac-Promotors in E. coli provozieren ldsst. (Zacharias et
al. 1989). Wahrscheinlich ist also, dass die nicht stringente Regulation zumindest
teilweise mit der idealen Konsensussequenz korreliert. Vergleichbares konnte auch fiir

ppGpp-inerte Mutanten ribosomaler Promotoren beschrieben werden (siehe 1.5.2).
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1.8 Der hisG-Promotor in E. coli

Ein weiterer zentraler Promoter dieser Arbeit ist der hisG-Promotor des E. coli
Histidin-Operons. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen rRNA-Promotoren (siche
1.5), zeichnet sich der hisG-Promotor durch eine gesteigerte Transkriptionsaktivitit
unter stringenten Bedingungen (siehe 1.6) aus. Studien haben gezeigt, dass sich diese
positive stringente Regulierung auf distinkte, konservierte Motive in der

Promotorsequenz zuriickfiihren lassen (Riggs et al. 1986).

1.8.1 Strukturelemente positiv stringent regulierter Promotoren am Beispiel des

E. coli hisG-Promotors

Ebenso wie die in 1.5 und 1.7 beschriebenen Promotoren, gehort der 4isG-Promotor zu
den o'-abhingig regulierten Promotoren. Wie alle 6’*-Promotoren verfiigt der hisG-
Promotor {iber die typischen -10- und -35-Regionen (siche 1.4.1). Abweichend von der
o' Idealspacerlinger (17 nt) sind diese jedoch durch eine 18 nt umfassende

Spacersequenz voneinander getrennt.

Ein weiteres konserviertes Strukturelement aller hisG-Promotoren ist die in 1.5.2
beschriebene Diskriminatorsequenz, welche sich bei diesem Promotor fiir
Aminosdurebiosynthese-Gene durch einen hohen AT-Gehalt auszeichnet. Im Material
und Methodenteil dieser Arbeit ist unter Kapitel 3.3 die Struktur des hisG-Promotors

samt Core-Promotorsequenz dargestellt.
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1.9 Fragestellung und Konzeption der vorgelegten Arbeit

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Stringenten Kontrolle in E. coli im
Hinblick auf den regulatorischen Einfluss der zelluldren Faktoren ppGpp und DksA

auf Trankriptions- und Proteomebene.

Die Stringente Kontrolle ist ein komplexes Regulationssystem zur Abwehr vielzihliger
Stressfaktoren.  Ausloser der  Stringenten  Kontrolle ist das  Alarmon
Guanosintetraphosphat (ppGpp), welches insbesondere nach Aminosdauremangel
rapide in der Zelle akkumuliert und zahlreiche Anpassungsmechanismen in der Zelle
aktiviert. Erst einige Jahre nach der Entdeckung der Stringenten Kontrolle und von
ppGpp, konnte anhand von in vitro Analysen gezeigt werden, dass ein Grofteil der
stringenten Mechanismen in E. coli der Anwesenheit des sekunkdren Kanals des RNA-

Polymerase bindenden Proteins DksA bediirfen.

In Bakterien erfolgt die Anpassung an Umweltbedingungen auf Transkriptions-,
Tranlations- und posttranslationaler Ebene. Jedoch findet der Grof3teil der Anpassung
durch Regulation der Transkription statt. Daher war die Analyse der Effekte von
ppGpp und DksA auf das Trankriptionsverhalten der Zelle priméres Ziel dieser Arbeit.
Hierzu wurde in diversen Analysen das Initiationsverhalten der E. coli RNA-
Polymerase an stringenten und nicht stringenten Promotoren analysiert. Weiterhin
wurde die Rolle von DksA in der Stringenten Kontrolle auf Proteomebene untersucht,
um den Einfluss dieses stringenten Regulators auf das Gesamtergebnis der stringenten

Transkription zu analysieren.
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2  Material

2.1 Allgemeines

Sofern nicht anders vermerkt, besallen alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien
den Reinheitsgrad pro analysis. Verwendete Losungen, Puffer und Medien wurden
alle mit hoch reinem Milli-Q-Wasser angesetzt. Dieses entstammte der hauseigenen
Anlage mit nachgeschaltetem ,,water-purification-system™ EPA Est. 41237-MA-1 der

Millipore GmbH, Neu Isenburg und wird im Folgendem als Aqua dest. bezeichnet.

2.2 Eingesetzte Bakterienstimme

Die in dieser Arbeit verwendeten E. coli K-12-Stdamme sind im Folgenden tabellarisch

und in alphabetischer Reihenfolge zusammengefasst.

Tabelle 2.2.1: Verwendete Escherichia coli Stimme und ihre Genotypen

Stamm Genotyp Referenz

CF9239 MG1655 (F-); AdksA; ::kanr Kang & Craig, 1990

HB 101 F-, proA2, recA13, ara-14, lacY 1,galK2, Boyer und Roulland-Dussoix,
xyl-5, mtl-1, rpsL.20, Strr, supE44, hsdS20 1969
(rB-, mB-), A-

MG1655 F-, X-, ilvG-, rfb-50, rph-1 Bachmann, 1987

XL -1 recAl, lac-, end Al gyr A96, thi, hsd R17, | Bullock, Stratagene
sup E44, rel Al, [F-: pro AB, laciq, lacZ
AM15, Tn 10]
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2.3 Verwendete Plasmide

Im Folgenden tabellarisch und alphabetisch zusammengefasst sind alle Plasmide, die

fiir diese Arbeit relevant gewesen sind, samt Beschreibung.

Tabelle 2.3.1: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide

Plasmid Eigenschaften Refernez
pHDI1-B 282 BP PCR Insert mit »#rnB UAS (- | Hillebrand, 1998
264 bis +18) in Smal Site von pKK
232-8
pHDI1-D 267 BP PCR Insert mit rrnD UAS (- | Hillebrand, 1998

252 bis +18) in Smal

pHDI-D +1A (pTKOI)

Derivat des pHD1-D Plasmides mit
einer Monosubstitution des G+1 Start-
nukleotids durch A+1, 5361 bp

Kolmsee, 2005

pHDI1-D +1A+3C | Derivat des pHDI-D Plasmids mit | Kolmsee, 2005
(pTKO02) einer Disubstitution der G+1 und T+3
Startnukleotide durch A+1 und C+3,
5361 bp
pHDI-E 290 BP PCR Insert mit r#nE UAS (- | Hillebrand, 1998
272 bis +18) in Smal Site von pKK
232-8
pHD1-H 252 BP PCR Insert mit rrnH UAS (- | Hillebrand, 1998
234 bis +18) in Smal Site von pKK
232-8
phisG-T1T2 92 bp hisG-Promotorfragment vor T1- | Diese Arbeit
T2 Terminatoren in pCP1 kloniert, ca.
3100 BP
ptacW pKK232-8-Derivat des tac WT- | Zacharias et al.
Promotor (1989) EMBO 1.
11:3357-3363
pUC18-1 Derivat des pUC18 Vektors, triagt das | Zacharias et al.
P1-Fragment des rrnB Operons aus | (1992)
pKK3535 in der Smal-Schnittstelle | Biochemistry 31:
des pUC18,2921 bp 2621-2628
pCP1 pKK232-8-Derivat mit 7#nB Termina- | Dissertation
toren T1 und T2 Corinna Pohl

Disseldorf 2005
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2.4 Relevante Nukleinsauren und Nukleotide

Unten aufgefiihrt ist eine Auflistung der in dieser Arbeit relevanten Nukleinsduren
samt Charakterisierung. Diese wurden untereilt in DNA-Fragmente und

Oligonukleotde.

2.4.1 Relevante DNA-Fragmente

hisG-Fragment  Gewonnen durch EcoRI und BstUI Restriktion des in dieser Arbeit
erstellten phisG-T1T2 Plasmids. Lénge des oberen Stranges 112 bp,
hisG-P1-Sequenz von -49 bis + 10 relativ zum P1-Start. Das

Fragment wurde fiir Retardierungen verwendet.

P1-Fragment Gewonnen durch EcoRI und BamHI Restriktion aus pUCI18-1.
Léange des oberen Stranges 256 bp, rrnB-P1-Sequenz von -179 bis
+ 49 relativ zum P1-Start. Das Fragment wurde fiir Retardierungen

verwendet.

tac-Fragment Gewonnen durch Smal und Sall Restriktion aus ptacW. Lange des
oberen Stranges 387 bp, tac-P1-Sequenz von -224 bis + 154 relativ

zum P1-Start. Das Fragment wurde fiir Retardierungen verwendet.

hisG-PCR-Fragment 5’-biotinyliertes PCR-Fragment der Oligonukleotide AisG-fw-B
und hisG-rw (siehe 2.4.2). Das gebildete Fragment hat eine
Lange von 347 bp und wurde sowohl als Matrize in ,,run-off* in
vitro Transkriptionen als auch immobilisiert in den BiaCore-

Analysen verwendet.

P1-PCR-Fragment  Das 349 bp grof3e, 5 -biotinyliertes Fragment wurde mittels PCR
gewonnen. Hierzu dienten die Oligonukleotide P1-fw-B und P1-

rw (siche 2.4.2). Das Fragment wurde sowohl in ,,run-off* in
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tac-PCR-Fragment

vitro Transkriptionen und als sogenannter Ligand immobilisiert

in den BiaCore-Studien eingesetzt.

Durch PCR mit Hilfe der Oligonukleotide fac-fw-B und tac-rw
(siche 2.4.2) erstelltes Fragment mit einer Grof3e von 349 bp.
Das Fragment ist 5’-biotinyliert und wurde als ,,run-off*“-Matrize
in in vitro Transkripti-onen bzw. als Ligand in den BiaCore-

Analysen eingesetzt.

2.4.2 Oligonukleotide

hisG-up-EcoRI

hisG-rv

hisG-fw-B

hisG-rw

5'-ATA ATA GAA TTC ATT AAA CAA ATC CAT TGC C-3°
Bindet die chromosomale DNA E. coli MG1655. Beinhaltet eine
EcoRI Schnittstelle (unterstrichen) und wurde fiir Amplifizierung

der hisG-Promotorsequenz verwendet.

5-GGC TTTTTT ATA TAT TTTA TGG CAA TGG-3
Bindet die chromosomale DNA E. coli MG1655 und wurde zur

Amplifizierung der hisG-Promotorsequenz verwendet.

5’-CCA ATA CGC AAA CCG CC-3°
5"-biotinylierter Vorwirtsprimer zur Amplifizierung des hisG-
Promotorfragments aus phisG-T1T2. Im spéteren Verlauf dieser

Arbeit wurde dieses Fragment in den BiaCore-Analysen verwendet.

5’-CTA CTC TCG CGG GTA CCG AGG-3’
Riickwértsprimer zur Amplifizierung des hisG-Promotorfragments
aus phisG-T1T2. Dieses wurde im spdteren Verlauf dieser Arbeit in

den BiaCore-Analysen verwendet.
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P1-fw-B 5’-CTC GGT ACC CAT TGC CTT TTG-3’
5"-biotinylierter Vorwirtsprimer zur Amplifizierung des Pl-
Promotorfragments aus pUC 18-1, welches in den BiaCore-
Analysen verwendet wurde.

Pl-rw 5’-GCT GCA AGG CGA TTA AGT TGG -3’
Riickwértsprimer zur Amplifizierung des P1-Promotor-fragments
aus pUC 18-1. Dieses wurde im Verlauf dieser Arbeit in den
BiaCore-Analysen eingesetzt.

tac-fw-B 5’-GCC ATA AAC TGC CAG GAA TTC C-3’
5"-biotinylierter Vorwértsprimer zur Amplifizierung des fac-
Promotorfragments aus dem ptacW-Plasmid. Das
Promotorfragment wurde anschlieBend in den durchgefiihrten
BiaCore-Analysen verwendet.

tac-rw 5-CGA TTA AGT TGG GTA ACG CCA G-3°

2.4.3 Nukleotide

Riickwirtsprimer zur Amplifizierung des tac-Promotorfragments
aus dem ptacW-Plasmid. In den durchgefiihrten BiaCore-Analysen

wurde dieses Fragment verwendet.

Adenosin-5’-triphosphat Boehringer, Mannheim
Adenosin-5’-[a32P]triphosphat Hartmann, Braunschweig
Adenosin-5’-[y32P]triphosphat Hartmann, Braunschweig
Adenosin-5’-triphosphat, “FPLC ultra pure® Pharmacia, Miinchen
Cytidin-5’-[a32P]triphosphat Hartmann, Braunschweig
Cytidin-5’-triphosphat Boehringer, Mannheim
Cytidin-5’-triphosphat, “FPLC ultra pure* Pharmacia, Miinchen
Guanosin-5’-triphosphat Boehringer, Mannheim

Guanosin-5’-triphosphat, “FPLC ultra pure* Pharmacia, Miinchen
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Uridin-5’-triphosphat
Uridin-5’-triphosphat, “FPLC ultra pure*
Uridin-5’-[a32P]triphosphate
2’-Desoxyadenosin-5’-triphosphat
2’-Desoxyadenosin-5-[a32P]triphosphate
2’-Desoxycytidin-5’-[a32P]triphosphat
2’-Desoxycytidin-5’-triphosphat
2’-Desoxyguanosin-5’-triphosphat
2’-Desoxythymidin-5’-triphosphat
Guanosin-5’-diphosphat

2.5 Verwendete Proteine

Boehringer, Mannheim
Pharmacia, Miinchen
Hartmann, Braunschweig
Boehringer, Mannheim
Hartmann, Braunschweig
Hartmann, Braunschweig
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim

Alle in dieser Arbeit verwendeten Proteine sind in 2.5.1 bis 2.5.3 samt Bemerkung zur

Herkunft tabellarisch zusammengefasst.

2.5.1 Enzyme und sonstige Proteine (alphabetisch)

DNase I (RNase-frei)

Lysozymchlorid

Peq Gold Protein Marker PEQLAB
Proteinase

Ribonuklease A (RNase A)
Rinderserumalbumin (BSA)
Rinderserumalbumin (BSA), acetyliert
T4 DNA-Ligase

T4 Polynukleotidkinase

Roche, Mannheim

Sigma, St. Louis, USA
Biotechnologie GmbH, Erlangen
K Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Roche, Mannheim

New England Biolabs, USA
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2.5.2 Restriktionsendonukleasen (alphabetisch)

Apol New England Biolabs, USA
Avall New England Biolabs, USA
BamHI MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Banl New England Biolabs, USA
BsaAl New England Biolabs, USA
BssHII New England Biolabs, USA
Ecl13611 MBI Fermentas, St. Leon-Rot
EcoRI MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Hpall New England Biolabs, USA
Hincll MBI Fermentas, St. Leon-Rot
HindIII MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Kpnl MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Mbol New England Biolabs, USA
Mspl New England Biolabs, USA
Sacl MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Smal New England Biolabs, USA
Xbal MBI Fermentas, St. Leon-Rot

2.5.3 Polymerasen (alphabetisch)

AMV-Reverse Transkriptase Promega, Madison, USA
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I Promega, Madison, USA
Phusion High Fidelity DNA-Polymerase = Finnzymes, Espoo, Finnland
Taq-DNA-Polymerase MBI Fermentas, St. Leon-Rot
WT RNA-Polymerase aus E. coli (Holoenzym)

1975; verandert nach Gonzales et al., 1977; charkterisiertnach Chamberlin et al., 1979;

nach Burgess & Jendrisak,

freundliche Gabe von R. Wurm

A® RNA-Polymerase aus E. coli (Holoenzym) nach Burgess & Jendrisak,
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1975; verandert nach Gonzales et al., 1977; charkterisiertnach Chamberlin et al., 1979;
freundliche Gabe von A. Platis

2.6 Transkriptionsfaktoren

Alle in vitro Transkriptionen erfolgten in An- bzw. Abwesenheit der beiden unten

aufgefiihrten Transkriptionsfaktoren.

DksA nach Delic, 2006;
freundliche Gabe von D. Delic

Guanosin-3’-5’-bis (diphosphat) (ppGpp) in dieser Arbeit synthetisiert nach Krohn
& Wagner, 1995 (siehe Methoden)

2.7 Eingesetzte allgemeine Puffer und Medien

Unten tabellarisch zusammengefasst ist eine alphabetische Auflistung aller in dieser

Arbeit relevanten Puffer und Medien.

AB-Diluent: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM MgCl2
10 mM B-Mercaptoethanol
50 mM NacCl
100 pg/ml BSA, acetyliert
0,1 mM EDTA, pH 8,0

5% (v/v) Glycerin
30% Acrylamid/0,8% 290 g/l Acrylamid
Bisacrylamidlosung (30:1): 10 g/l Bisacrylamid

ad 1 1 mit Aqua dest.,
mit Amberlite iiber Nacht (iiN) deionisiert und filtriert
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40% Acrylamid/0,8% 380 g/l Acrylamid
Bisacrylamidlésung (20:1): 20 g/l Bisacrylamid

40% Acrylamid/0,8%
Bisacrylamidlésung (46:1):

Formamid-Probenpuffer:

2 x Harnstoff-Probenpuffer:

10 x KGlu80-Puffer:

5 x SDS-Laufpufter:

2 x SDS-Probenpuffer:

4 x SDS-Probenpuffer:

50 x TAE-Puffer:

2 x TAE-Probenpuffer:

10 x TBE-Puffer:

ad 1 I mit Aqua dest.,
mit Amberlite UN deionisiert und filtriert

391,31 g/l Acrylamid
8,69 g/l Bisacrylamid
ad 1 I mit Aqua dest.,
mit Amberlite GiN deionisiert und filtriert

0,1% (w/v) Bromphenolblau
0,1% (w/v) Xylencyanol

95% (v/v) deionisiertes Formamid
25 mM EDTA, pH 8,0

7 M Harnstoff

50 mM Tris-Borat, pH 8,3

1 mM EDTA

0,025% (w/v) Bromphenolblau
0,025% (w/v) Xylencyanol

0,5 M Tris-Acetat, pH 8,0
0,1 M Mg-Acetat

10 mM Dithiothreitol (DTT)
1 mM EDTA, pH 8,0

100 pg/ml BSA, acetyliert
0,8 M Kaliumglutamat

150 g Tris

720 g Glycin

25 g SDS

ad 5 I mit Aqua dest.

125 mM Tris-HCI, pH 6,8

2% SDS (v/v)

20% Glycerin (v/v)

0,025% (w/v) Bromphenolblau

250 mM Tris-HCI, pH 6,84%
SDS (v/v)35% Glycerin (v/v)
0,025% (w/v) Bromphenolblau

2 M Tris-Acetat, pH 7,5
50 mM EDTA, pH 8,0

0,025% (w/v) Bromphenolblau
0,025% (w/v) Xylencyanol
30% (v/v) Glycerin

in 2 x TAE-Puffer

0,89 M Tris-Borat, pH 8,3
25 mM EDTA, pH 8,0
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2 x TBE-Probenpuffer:

TE-Puffer:

1 x TGED-Puffer:

Top-Agar:

YT-Medium:

0,025% (w/v) Bromphenolblau
0,025% (w/v) Xylencyanol
30% (v/v) Glycerin

in 2 x TBE

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

10 mM Tris-HCL, pH 8,0
5% (v/v) Glycerin

0,1 mM EDTA, pH 8,0
0,1 mM DTT

10 g/l Trypton

8 g/l NaCl

6 g/l Agar

in Aqua dest. auf pH 7,0 eingestellt
und autoklaviert

8 g/l Trypton

5 g/l Hefe-Extrakt

5 g/l NaCl

in Aqua dest. auf pH 7,4 eingestellt
und autoklaviert

2.8 Verwendete Feinchemikalien

Alle fiir diese Arbeit relevanten Feinchemikalien sind tabellarisch und alphabetisch im

Folgenden dargestellt worden.

Acrylamid

Agar

Agarose

Agarose, ‘ultra pure’

USA

Ameisensdure
Ammoniumchlorid (NH4CI)
Ammoniumperoxidisulfat (APS)
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Serva, Heidelberg
Difco, Detroit, USA
Sigma, St. Louis, USA

SeaKem Cambrex Bio Science,

Merck, Darmstadt

VWR International, Leuven
Roth, Karlsruhe

Griissing, Filsum

Sigma, St. Louis, USA
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Biotin-NHSE Sigma, St. Louis, USA
Borsédure Grissing, Filsum

Bradford-Reagenz
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
B-D-Galaktoside (X-Gal)
Bromphenolblau
Chloramphenicol

Chloroform

Coomassie Brillant Blue R250
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol (DTT)
DNA-Cellulose

Essigsdure

Ethidiumbromid (EtBr)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehyd

Formamid

Glycerin

Glycin

Harnstoff

Hefe-Extrakt

Heparin

HEPES
Isopropyl-B-thiogalactosid (IPTG)

Kaliumglutamat

Kaliumpermanganat (KMnOs) Merck,

Leupeptin, Hemisulfate Calbiochem,

Magnesiumdichlorid (MgCl2)
B-Mercaptoethanol
N,N’-Methylenbisacrylamid

Tetrabutylammoniumbromid

Bio-Rad

Boehringer, Mannheim

Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Fisher Scientific, UK
Serva, Heidelberg
Sigma, St. Louis, USA
Jansen, Beerse, Belgien
Sigma, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
AppliChem, Darmstadt
Riedel-de-Haen, Seelze
J. T. Baker, GroB3-Gerau
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Difco, Detroit, USA
Sigma, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Darmstadt

Nottingham, UK
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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2.9 Verschiedenes

Obig nicht aufgefiihrte Materialien sind im Folgenden unter ,,Verschiedenes*

zusammen gefasst.

Amberlite Mischbettionenaustauscher
Chromatographiepapier 3MM
Centriprep Centrifugal Filter

DE 52-Papier

DEAE-Sephadex A25-Séule
Expositionskassetten

Faltenfilter

Floureszenzbeschichteten Polyrthyleniminplatten
Glaswolle, silanisiert

Series S Sensor Chip SA

Sephadex-G 10-Siule

2.10 Verwendete Einheiten (alphabetisch)

% Prozent

°C Grad Celsius
uM Mikromolar
A Angstrom
AS Aminoséduren
bp Basenpaare
Ci Curie

g Gramm

kDa Kilodalton

1 Liter

M Molar

mA Milliampere

mAU Milli Absorption Unit

Roth, Karlsruhe
Whatman, England
Millipore, Neu Isenburg
Whatman, England
Amersham Biosciences
Siemens
Mascherey-Nagel, Diiren
Machery & Nagel

ICN Biochemicals, USA
GE Healthcare Europe

Amersham Biosciences
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min Minuten

ml Milliliter

mS/cm Millisiemens pro Zentimeter
ng Nanogramm

nM Nanomolar

nm Nanometer

rpm "round per minute"

RU Relative Units

sek Sekunde

Std Stunde

A% Volt
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3 Methoden

3.1 Mikrobiologische Methoden

In Analysen, in denen oben genannte Bakterienstimme zum Einsatz kamen, wurde
stets unter sterilen Bedingungen gearbeitet. Dabei wurden die Vorschriften des
Gentechnikgesetzes fiir das Arbeiten mit gentechnisch verdnderten Organismen
(GvQ’s) der Sicherheitsstufe 1 (S1) eingehalten, einschlieBlich des Riickautoklavierens

des anfallenden Miills vor der Entsorgung.

3.1.1 Sterilisation von Losungen und Glasgeriiten

Verwendete Glasgerdte wurden vor der Nutzung hitzesterilisiert (4 Std., 210 °C),
wihrend Losungen, Puffer und Medien mittels Dampfdruck (20 min, 120 °C, 2-3 bar)
sterilisiert wurden. Temperatursensitive Losungen wurden dagegen vor der

Verwendung steril filtriert.

3.1.2 Anzucht auf Agarplatten

Die Lagerung aller Laborstimme erfolgte routinemifBig als Sicherheit- bzw.
Arbeitsstocks in Glycerin bei -70 °C. Durch Ausstreichen auf YT-Agarplatten, welche
gegebenfalls mit einem selektiven Antibiotikum versetzt wurden und {iN-Kultivierung
bei 37 °C, wurden die Kolonien aus den Glycerinstocks vereinzelt. Diese
Einzelkolonien wurden anschlieBend zur Fliissigkultivierung tiberfiihrt oder auf eine

neue sogenannte Masterplatte umgesetzt.
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3.1.3 Ubernachtkultivierung von Zellen

Durch Uberfiihren einer Einzelkolonie von einer Agarplatte mit Hilfe eines sterilen
Zahnstochers, wurden 3 ml bzw. 25 ml YT-Medium ,,angeimpft“. Anschlieend folgte
die Kultivierung dieser Einzelkolonie in dem Fliissigmedium bei 37 °C auf einem
Rundschiittler

(New Brunswick Scientific Gio Gyrotory, ca. 200 rpm).

3.1.4 Haltung und Sicherung von Escherichia coli Stimmen

Bei der Sicherung von Zellen wurde in temporar und langfristig unterschieden. Erstere
erfolgte liber Lagerung der Zellen auf Antibiotikum versetzten Agarplatten bei 4 °C.
Die langerfristige Lagerung und Sicherung der Zellen erfolgte in Glycerinkulturen bei
-70 °C. Hierzu wurden 0,8 ml einer iiN-Zellkultur des jeweiligen Stammes in einem
sterilen Stockgldschen mit 0,2 g 100 % Glycerin versetzt und 30 min bei
Raumtemperatur unter schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die Stimme in

fliissigem Stickstoft schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

3.1.5 Calciumchlorid-basierte Herstellung kompetenter Zellen fiir die

Tansformation durch Hitzeschock

Die durchgefiihrte Herstellung Hitzeschock-kompetenter Zellen basierte auf dem von
Dagert und Ehrlicher verdffentlichten Verfahren (Dagert and Ehrlich 1979). Der
jeweiligen Zellkultur (siehe 3.1.3) wurden bei einer ODgpp von 0,5 bis 0,6 (siche
3.2.1.3.) je 25 ml Aliquot entnommen und dieses in ein Corex-Zentrifugenglas
iiberfiihrt. Nach Pelletieren der Probe (Heraecus Megafuge 1.0R, 5000 rpm, 4 °C, 5
min) wurde der Uberstand verworfen, die Pellets in 12,5 ml 0,1 M CaCl,-Lésung
resuspendiert und nach 60-miniitiger Inkubation auf Eis, wie oben beschrieben, erneut
sedimentiert. Nach abermaligem Verwerfen des Zelliiberstands wurde das Zellpellet
vorsichtig aus dem Eis in je 1 ml 0,1 M CaCl,-Losung versetzt und mit 15 % (v/v)

Glycerin vorsichtig resuspendiert. Zur Steigerung der Transformationskompetenz
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wurden die Zellen in 200 pl Aliquots (Eppendorfreaktionsgefidfle) iN bei 4 °C
inkubiert und anschlieBend nach Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff bei -70 °C bis

zur Verwendung gelagert.

3.1.6 Hitzeschock-vermittelte Transformation kompetenter Zellen

Die Transformation von kompetenten Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte wie durch
Hanahan 1985 beschrieben (Hanahan 1985) durch Hitzeschock. Dabei wurden 200 pl
kompetenter Zellen vorsichtig auf Eis aufgetaut und mit 10 pl Ligationsansatz
(3.2.43) oder 50 ng Plasmid-DNA versetzt. Nach 1-stiindiger Inkubation des
Transformationsansatzes auf Eis wurde die Transformation durch einen dreiminiitigen
Hitzeschock bei 42 °C induziert. Zur Steigerung der Transformationseffizienz wurde
der Ansatz augenblicklich nach Hitzebehandlung fiir 2 min auf Eis gehalten und
anschlieBend mit 800 pl 37 °C warmem YT-Medium 1 Std. bei 37 °C unter Schiitteln
(Haep Labor Consultant, HTM 130 L) inkubiert. Durch Ausstreichen von 100 bis 200
ul des 1 ml Transformationsansatzes auf selektiven Agarplatten und iN-Inkubation der
Platten bei 37 °C, konnte die Transformation anhand der gebildeten Einzelkolonien

analysiert werden.

3.1.7 Blau-WeiB}-Selektion

Mittels Blau-Wei-Selektion wurden nach der Transformation Klone, die ein
gewiinschtes Plasmid samt Insert aufgenommen hatten, von Klonen unterschieden,
deren Plasmid ein Relegationsprodukt (ohne Insert) war. Die Methode beruht auf der
sogenannten o-Komplementation (Maniatis 1982). Grundlegend ist die Zweiteilung
des Gens der B-Galaktosidase. Der N-Terminale Teil des Gens (a-Fragment) liegt auf
dem Plasmid kodiert vor, wihrend der zweite Teil (0-Fragment) chromosomal in dem
Bakterium als lacZAM15 kodiert vorliegt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Vektor
pUCI18 und der E. coli Stamm XL-1 verwendet. Bei diesem Vektor steht das a-
Fragment unter der Kontrolle des /ac-Repressors, wodurch die Expression die Zugabe

von ITPG erfordert. Eine gleichzeitige Expression beider Fragmente rekonstituiert im
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obigen Versuchsautbau die -Galaktosidase, welches in einer Blaufirbung der Zellen
resultiert. Diese Blaufarbung der Zellen gibt die gebildete Menge des blauen 5-Brom-
4-Chlor-Indigo wieder. Dieses ist das Spaltprodukt des X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-
indolyl-B-D-galaktosid), welches durch funktionelle p-Galaktosidase synthetisiert
werden kann. Die erfolgreiche Klonierung der Insert-DNA in den pUC-18-Vektor
unterbricht das Leseraster des Gens fiir das a-Fragment, wodurch die Rekonstitution
der B-Galaktosidase verhindert wird. Dadurch konnen die farblosen, das Insert-

beinhaltenden Klone von den blauen ohne Insert unterschieden werden.

Damit es zur Blau-Weil3-Selektion kommen konnte, wurden mit Ampicillin behandelte
Agarplatten frisch mit einer Mixtur aus 100 pl YT-Medium, 8 pl X-Gal (100 mg/ml)
und 4 pl IPTG (200 mg/ml) bestrichen und drei bis vier Std. bei 37 °C getrocknet. Die
anschlieend darauf ausgestrichenen Zellen wurden iiN bei 37 °C inkubiert. Nach
Erscheinen der Einzelkolonien wurden die Platten gegebenfalls zur Intensivierung der
Blaufirbung vier bis acht Std. bei 4 °C gelagert. Weille Kolonien wurden mit einem
sterilen Zahnstocher in 3 ml Fliissigkulturen und auf eine ,,Masterplatte* {iberfithrt und
mittels Restriktionsanalyse (siehe 3.2.4.1) nach Plasmidisolation durch ,,Mini-Prép*

(siehe 3.2.3.2) analysiert.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Konzentrationsbestimmungen

Die Bestimmung von Konzentrationen diverser biologischer Molekiile war
grundlegend fiir die meisten der in dieser Arbeit durchgefiihrten Methoden. Eine
Auflistung dieser Konzentrationsbestimmungen und die darin enthaltenden

physikalischen/biologischen Prinzipien der Messungen sind im Folgenden dargestellt
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3.2.1.1 Bestimmung der Konzentrationen von Nukleinsiuren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte durch Messungen in
einem UV/VIS-Spektralphotometer (Beckman, Typ DU 64) bei der Wellenlédnge A 260
nm in einem Bereich von 0,1 bis 0,9. Hierzu wurden die Proben gegebenfalls mit Aqua
dest. verdiinnt. Die Ableitung der Konzentration aus der gemessenen Absorption (A)

ergab sich nach folgendem vereinfachten Zusammenhang:

1A260 = 50 pg/ml doppelstrangige Nukleinséure
1A260 = 37 pg/ml einzelstrangige Nukleinsiure

Durch Messen des UV-Spektrums von 220 nm bis 320 nm der Nukleinsduren wurde
zusitzlich der Reinheitsgrad der Probe iiberpriift, wobei der Quotient E,q0/Eg50 die
Reinheit der Probe indiziert. ,,E* steht hierbei fiir Extinktion. Der ermittelte Quotient

einer Nukleinsaure sollte sich in einem Bereich zwischen 1,8 und 2,0 befinden.

Die Konzentrationsbestimmungen angesetzter Nukleotidlosungen wurden ebenfalls
spektralphotometrisch bestimmt. Allerdings geschah dieses unter Beriicksichtigung
des substanzspezifischen Extinktionskoeffizienten (¢) und des Lambert-Beerschen-

Gesetzes. Hierbei gilt:

E=excxd

E = Extinktion bei angegebener Wellenldnge A (nm)

¢ = Substanzspezifischer molarer Extinktionskoeffizienz bei angegebener
Wellenldnge A

¢ = Konzentration der absorbierenden Substanz [M]

d = Schichtdicke der Kiivette (hier 1 cm)

Die Extinktionskoeffizienten der verwendeten Nukleotide sind die folgenden:
Adenosin-5’-triphosphat (ATP) €259 15.400 [M-1 - cm-1]
Cytidin-5’-triphosphat (CTP) €71 9.000 [M-1 - cm.1]
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Guanosin-5’-triphosphat (GTP)g253 13.700 [M-1 - cm-1]
Uridin-5’-triphosphat (UTP) €262 10.000 [M-1 - cm.1]
2’-Desoxyadenosin-5’-triphosphat (dATP) €250 15.200 [M-1 - cm-1]
2’-Desoxycytidin-5’-triphosphat (dCTP) €271 9.300 [M-1 - cm-1]
2’-Desoxyguanosin-5’-triphosphat (dGTP) €253 13.700 [M-1 - cm-1]
2’-Desoxythymidin-5’-triphosphat (dTTP) £2679.600 [M-1 - cm-1]

3.2.1.2 Bestimmung der Zelldichte von Fliissigkulturen

Durch Streumessung bei einer Wellenldnge von 600 nm wurde das Wachstum von
Bakterienkulturen mittels Spektralphotometers (Beckmann, Typ DU 64) analysiert.
Hierzu wurden die Proben gegebenfalls bis in den linearen Messbereich (ODgg 0,1 bis

0,9) in YT-Medium herunter verdiinnt.

3.2.1.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

3.2.1.3.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen mittels ,,Bradford-Methode*

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurden 10 pl Proteinlésung mit 790 pl
Aqua dest. und 200 pl Bradford-Reagenz (Bio Rad) versetzt und 15 min bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die Quantifizierung erfolgte iiber Messung der
Proben-Absorption. Diese wurden bei einer Wellenldinge von 595 nm in einem
Beckmann  Spektralphotometer (Typ DU 64) gemessen und in eine
Regressionsgleichung einer vorher angesetzten Eichgerade bekannter BSA-

Konzentrationen eingesetzt.
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3.2.1.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen mittels ,,NanoDrop*

Geringe Proteinmengen wurden spektralphotometrisch mit Hilfe des ,,NanoDrop*
gemessen. Hierzu wurde die Einstellung ,,Other Protein (E & MW)* gewihlt. Fiir ,,E*
ist hierbei der Extinktionskoeffizient der Proteins/1.000 eingesetzt und fiir ,, MW* das

Molekulargewicht des Proteins in kDa einzusetzen.

3.2.2 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsiuren

3.2.2.1 Phenol/Chloroform-Extraktion

Die Phenol/Chloroform-Extraktion ist eine proteindenaturierende Methode und diente
der Entfernung von Proteinen aus einer wéssrigen Nukleinsdurelosung. Hierzu wurde
die Nukleinsdurenprobe mit einem Volumen Phenol/Chloroform (1:1) versetzt und gut
gemischt. Durch Zentrifugation (5 min 12.000 rpm Hetich Mikro 22, bzw. 6.000 rpm
Heraeus Megafuge 1.0R) wurden die Phasen wieder getrennt, so dass die obere
wissrige in ein neues Gefdll iberfiihrt werden konnte. Die organische und die
sogenannte Interphase wurden im dafiir vorgesehenen Abfall entsorgt. Diese Vorgéinge
wurden so lange wiederholt, bis keine Interphase mehr vorzufinden war. Durch
Vermischung und Trennung der Probe nach obigem Beispiel mit einem Volumen

Chloroform wurden die letzten Phenolreste aus der wissrigen Probenlosung entfernt.

3.2.2.2 [Ethanol-vermittelte Prazipitation von Nukleinsiuren

Zur Aufkonzentrierung von Nukleinsduren und zur Entfernung kurzer
Nukleinfragmente wurden die Nukleinsduren der wéssrigen Proben gefillt. Hierzu
wurden die Proben mit 1/10 Volumen 3M Natriumacetat (pH 5,5) als Féllungshilfe
versetzt. Die eigentliche Féllung geschah iiber Supplementierung der Proben mit zwei

bis drei Volumina absoluten Ethanols (-20 °C) und Inkubation des Ethanolgemisches
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fiir 60 min bei -20 °C. Das Prézipitat wurde bei 4 °C durch Zentrifugation (12.000 rpm
Hettich Mikro 22 bzw. 6.000 rpm Heraeus Megafuge 1.0 R) pelletiert und der
Uberstand verworfen. Um mitgefillte Salzreste zu entfernen, wurde das Pellet mit
einem Volumen 70 % bis 80 %igen Ethanols (-20 °C) vorsichtig liberspiilt und erneut
30 min nach obigem Beispiel pelletiert. AnschlieBend wurde der Uberstand sorgfiltig
abgenommen und das DNA-Pellet lyophylisiert (Heto VR-1 Speedvac Concentrator)
oder luftgetrocknet. AbschlieBend wurde die getrocknete DNA in einem geeigneten

Volumen TE-Puffer aufgenommen und resuspendiert.

3.2.2.3 Dialyse von Nukleinsiuren

Kleine Volumina an Nukleinsduren- und Proteinlosungen in einem Volumen von bis
zu 100 pl wurden durch Mikrotropfendialyse entsalzt. 30 ml der Losung gegen die die
Probe dialysiert werden soll, wurden in eine sterile Petrischale gegeben und der
Dialysefilter (VS Millipore Membranfilter Durchmesser 2,5 c¢cm, Porengrofle 0,025
um) mit der gldnzenden Seite nach oben darauf zum Schwimmen gebracht. Die zu
dialysierende Probe wurde vorsichtig auf den Membranfilter gegeben und fiir ein bis
zwei Stunden je nach Sensitivitét der Probe bei RT oder 4 °C dialysiert. AnschlieBend
wurde die Probe vorsichtig abgenommen und der Filter mit einem geeigneten
Volumen des jeweiligen Dialysepuffers gespiilt, so dass auf dem Filter verbleibende

Probenreste mit aufgenommen wurden.

3.2.3 Isolation von Plasmid-DNA

Die in dieser Arbeit verwendeten Fragmente wurden zur Erstellung, Lagerung und
(sofern nicht mittels PCR) auch zu Amplifizierung in Form von Plasmid-DNA in
geeignete Zellstimme transformiert (siehe 3.1.5). Die unterschiedlichen in dieser
Arbeit angewandten Methoden zur Riickgewinnung dieser Plasmide wurden im

Folgenden zusammengefasst.
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3.2.3.1 Priparative Isolation nach Hillen und Wells

Die Isolation von Plasmid-DNA im prédparativen Mallstab geschah in dieser Arbeit in
Anlehnung an Hillen et al. (Hillen et al. 1981). Dazu wurden 800 ml YT-Medium mit
selektivem Antibiotikum 1:10 aus einer Vorkultur ,,angeimpft* und iN unter Schiitteln
bei 37 °C (New Brunswick Scientific, Model G25) inkubiert. AnschlieBend wurden
die stationdren Zellen bei 4 °C sedimentiert (10 Minuten bei 8000 rpm, 4 °C Beckman
Zentrifuge J2-21, JA-10-Rotor). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
insgesamt 16 ml Saccharoselosung resuspendiert. 8 ml Aliquot dieser Suspension
wurden in Ti55.2-Polycarbonrohrchen tiberfiihrt und mit je 3 ml Lysozymldsung
versetzt fiir 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 2 ml Brij-Doc-Losung und 10-
miniitiger Inkubation auf Eis, wurden die Ansédtze 60 min bei 44.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert (Beckman L8-55 Ultrazentrifuge, Rotor Ti55.2). Der klare Uberstand
wurde in ein frisches Greinerrohrchen tiberfiihrt und fiir 15 min bei 37 °C mit RNase
A (50 pg/ml ,,final concentration® (f. c.)) gedaut. Dem folgte ein Proteinase K-Dau (50
pg/ml f. c.) von 15 min ebenfalls bei 37 °C. Durch Zugabe von 0,5 Volumen PEG-
Losung wurde die DNA 30 min auf Eis gefillt und 60 min bei 4.000 rpm pelletiert (4
°C, Beckman Zentrifuge J2 21; JS-7.5 Ausschwingrotor). Nachdem das daraus
resultierende Pellet vom Uberstand befreit wurde, wurde es in 3 ml TE-Puffer
aufgenommen, Phenol/Chlorform-gereinigt (3.2.2.1), Ethanol-gefdllt (3.2.2.2) und
erneut in einem geeigneten Volumen TE-Puffer resuspendiert. AbschlieBend wurde die

Konzentration der DNA-L6sung photometrisch bestimmt (3.2.1.1).

Die oben erwidhnten Losungen sind im Folgenden tabellarisch zusammengefasst

worden.
Saccharose-Losung: 25% (w/v) Saccharose

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
Lysozym-Ldsung: 20 mg/ml Lysozymchlorid

50 mM Tris-HCI, pH 8,0
Brij-Doc-Losung: 2 Volumen 10% (w/v) Brij 35

1 Volumen 10% (w/v) Na-Deoxycholat
in Aqua dest. pH 8,0
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RNase A: 20 mg/ml in 10 mM Tris-HCIL, pH 8,0
(nach Maniatis ef al., 1982) von
DNase-Aktivitit befreit

Proteinase K: 20 mg/ml in Aqua dest.

PEG-Losung: 30% (w/v) PEGeoooin 1,5 M NaCl

3.2.3.2 Plasmidisolation im analytischen Maf3stab verindert nach Birnboim &

Doyle, 1979

Die sogenannte Mini-Priap-Plasmidisolation diente der Plasmidanalyse transformierter
Klone. Hierbei wurde sich zunutze gemacht, dass im Gegensatz zur oben
beschriebenen priparativen Plasmidisolation, die Plasmide in vergleichsweise geringer
Zeit und geringem Aufwand isoliert werden konnen. Dadurch ist es moglich eine
hohere Anzahl an Transformanten zu analysieren. Die Methode wurde verdndert nach
Bimboim (Bimboim 1979) durchgefiihrt. Dabei wurden je 3 ml iiN-Kultur der zu
analysierenden Kolonie in zwei Schritten in einem Eppendorfgefdll pelletiert (5
Minuten bei 12.000 rpm und RT, Hettich Mikro 22). Das Pellet wurde in 100 pl
Lyselosung I resuspendiert, 5 min bei RT inkubiert und mit 200 ul Lyselosung 11
versetzt. Nach mehrfachem Inversion wurden die Proben 5 min auf Eis inkubiert und
anschliefend mit 150 pl 3 M Kaliumacetat (pH 4,8) versetzt. Nach erneuter Inkubation
auf Eis (5 min) wurden die Zelltriimmer und die chromosomale DNA durch
Zentrifugation (5 Minuten, 12.000 rpm, RT; Hettich Mikro 22) von dem
plasmidhaltigen Uberstand abgetrennt. Dieser Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt, Phenol/Chloroform-extrahiert (3.2.2.1) und Ethanol-gefallt
(3.2.2.2). Nach der Resuspensierung des getrockneten Pellets und Bestimmung der
Konzentration (3.2.1.1), wurden die Plasmide mittels Restriktionsanalysen (3.2.4.1)

auf korrekten Einbau des Inserts hin iiberpriift.

Unten aufgefiihrt ist die Zusammensetzung der beiden Lyselosungen (I & II)
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Lyselosung I: 50 mM Glukose
25 mM Tris-HCL, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0
0,4 mg/ml Lysozymchlorid; frisch zugegeben

Lyselosung II: 200 mM NaOH
1% (v/v) SDS (nach dem Autoklavieren zugegeben)

3.2.4 Enzymatische Reaktionen

Ein Grofteil der in dieser Arbeit vorkommenden DNA-Fragmente wurde mit Hilfe von
Enzymen erstellt, modifiziert und/oder identifiziert. Im Folgenden wurden die dazu

angewandten Verfahren zusammengefasst.

3.2.4.1 In der Arbeit angewandte Restriktionshydrolysen

Allen in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzymen ist gemein, dass sie innerhalb
ihrer Erkennungssequenz auch schneiden (Typ II der Endonukleasen) (Mullis 1987).
Die verwendeten Endonukleasen fanden in dieser Arbeit unter zwei unterschiedlichen
Aspekten Verwendung. Die erste war die Erstellung von Fragmenten mit definierten
Doppelstrangenden (Uberhéinge (,,sticky ends®) bzw. ohne Uberhiinge (,.blunt ends*))
zur Ligation und Klonierung. Bei der zweiten handelte es sich um die Identifizierung
diverser =~ DNA-Fragmente anhand  charakteristischer ~ Schnittstellen  bzw.
Fragmentldngen. Die Hydrolysen fanden nach denen vom Hersteller angegebenen

Bedingungen statt und wurden mittels Gelelektrophorese tiberpriift.
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3.2.4.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Mit Hilfe der in 2.4.2 aufgefilhrten Oligonukleotiden (Primer) wurden die
Zielsequenzen mittels PCR (Mullis 1987) amplifiziert. Die PCR-Reaktionen wurden
mit dem Mastercycler epgradient S (Eppendorf) in 30 Zyklen durchgefiihrt. Als
Enzym diente die Phusion High Fidelity DNA-Polymerase, welche sich aufgrund ihrer
3’-5’-Exonukleaseaktivitdt (proof reading correction) durch ihre geringe Nukleotid-
Fehlereinbaurate auszeichnet. Anhand der Primersequenz wurde die ideale
Annealingtemperatur bestimmt, welche 10 °C unterhalb der Primerschmelztemperatur
(Tm) liegen sollte. Dabei wurden die Tm-Werte der Primer anhand der ,nearest
neighbour“-Methode bestimmt (www.finnzymes.com). Der Aufbau der beiden in

dieser Arbeit erstellten Amplifikationsstrukturen ist im Folgenden zusammengefasst.

A) hisG Chromosomal B) Biacore
1 98 °C 60 sek. 98 °C 60 sek.
2 98 °C 10 sek. 98 °C 10 sek.
3 40 °C 30 sek. 66 °C 30 sek.
4 72 °C 30 sek. 72 °C 30 sek.
5 72 °C 10 min 72 °C 10 min
6 4°C ©o, 4°C ©0

A) PCR zur Amplifizierung des chromosomalen hisG-Fragments, B) PCR zu
Amplifizierung der biotinylierten Fragmente (siche 2.4.2) zur Chip-Immobilisierung,
1: Initiale Denaturierung; 2: Denaturierung; 3: Annealing; 4: Elongation; 5: Finale
Elongation; 6: Wartemodus bis zur Probenentnahme. Die Schritte zwei bis vier
umschreiben einen Zyklus, der 30 Mal durchlaufen wurde, bevor das Programm

beendet wurde.
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3.2.4.3 Ligation

Die T4 DNA-Ligase diente der kovalenten Verkniipfung von DNA-Enden in Rahmen
der Klonierung. Es wurden 50 ng linearisierte Vektor-DNA mit unterschiedlichen
Fragmentmengen (Verhiltnis Vektor zu Insert 1:2 bis 1:50) ligiert. Dabei wurde das
Fragment mit einem glatten und einem iiberhdngendem Ende versehen, wodurch der
Einbau des Fragments in das Plasmid in richtiger Orientierung gewéhrleistet werden
sollte. Die Reaktion fand in 1x Ligationspuffer (siche unten) mit 1U T4 DNA-Ligase
fiir drei bis vier Std. bei 4 °C und anschlieBender {iN-Inkubation bei RT statt.
AbschlieBend wurde der Ligationsansatz 10 min bei 65 °C Hitze inaktiviert und in

einen Transformationsansatz eingesetzt.

10x Ligationspuffer: 660 mM Tris-HCIL, pH 7,5
50 mM MgCl12
50 mM DTT
10 mM ATP

3.2.4.4 Auffiillen von 5’-iiberhiingenden DNA-Enden mittels Klenow-Reaktion

Die radioaktiven Markierungen der mittels Restriktionshydrolyse gewonnenen
Fragmente wurden durch Auffiillen der 5'-iiberhdngenden Fragmentenden erreicht.
Dieses geschah mit Hilfe des Klenow-Fragments. Hierbei wurde das erste dNTP,
welches zum Auffiillen des {iberlappenden Stranges eingebaut wurde, durch 20 pCi
des entsprechenden [a32P]-Nukleotids (3.000 Ci/mmol) ersetzt. Nach 30 min
Inkubation bei RT wurde der Reaktionsansatz Phenol/Chloroform-extrahiert (3.2.2.1)
und Ethanol-gefillt (3.2.2.2).

Unten zusammengefasst ist sowohl das Pipettierschema als auch die

Zusammensetzung des Klenow Puffers.
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Reaktionsansatz: x ul DNA (max. 1ug)
2,5 ul 10 x Klenow-Puffer
je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
1 pl Klenow Enzym (8 U/ul)
ad 25 pl mit Aqua dest.

10 x Klenow-Puffer: 500 mM Tris-HCI, pH 7,2
100 mM MgSO4
1 mM DTT
500 pg/ml BSA, acetyliert

3.2.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiiuren

Mit Ausnahme der BiaCore- und der Wachstumskurvenanalysen beinhalteten alle in
dieser Arbeit beschriebenen Beobachtungen die Auswertung von Nukleinsiduren- bzw.
Proteingelen. Im Folgenden wurden die Vorgehensweisen in  diesen

Gelelektrophoresen zusammengefasst.

3.2.5.1 Agarosegelelektrophorese

Die analytische und priparative Auftrennung von Nukleinsduren erfolgte iiber 0,5 bis
2 %ige Agarosegele nach Maniatis et al. (Maniatis 1982). Die entsprechende Menge
Agarose wurde hierzu in 100 ml TAE Puffer aufgekocht und in ein Flachbettgel
gegossen. Vorher wurde jedoch dem aufgekochten Gelansatz nach Abkiihlphase (bis
unter 60 °C) 0,5 pg/ml Ethidiumbromid beigefiigt. Die Phoresen fanden in ebenfalls
mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versetzten 1x TAE-Laufpuffer bei 80 bis 120 V statt.
Die Fluoreszenz des in der DNA interkalierten Ethidiumbromids wurde durch UV-
Lichtbestrahlung (320 nm) induziert.
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3.2.5.2 Native Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Polyacrylamidgele sind ein Polymerisationsprodukt bestehend aus Acrylamid und
N,N’-Methylenbisacrylamid. Die Quervernetzung {iiber die zweidimensionale
Kettenbildung iiber Acrylamid wird vermittelt durch Bisacrylamid. Das
Auftrennpotential des Polyacrylamidgels wird durch die Acrylamidkonzentration
determiniert. ~ Durch ~ N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin =~ (TEMED) als
Polymerisationskatalysator und Ammonium-peroxidisulfat (APS) als Radikalbildner
wird die Polymerisation in Form einer Radikalkettenreaktion induziert. Die native
PAGE aus 5 %iger Gellosung mit einer Vernetzung von  46:1
(Acrylamid:Bisacrylamid) und 0,5x TBE wurde fiir die
Verzogerungsgelelektrophorese verwendet. Die Elektrophoresen erfolgten in 0,5x
TBE-Laufpuffer fiir 1,5 bis 3 Std. bei 40 mA und wurden iiber Autoradiographie
visualisiert (siche 3.2.6.1).

3.2.5.3 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Die denaturierende PAGE unterscheidet sich von der in 3.2.5.2 beschrieben nativen
PAGE vor allem durch die Priasenz des denaturierenden Agens Harnstoff. Diese Gele
wurden vor allem zur Trennung von Nukleinsduren entsprechend ihrer Grofe
verwendet, bei denen durch den Harnstoff sichergestellt werden sollte, dass die
Nukleotidfragmente einstrangig und ohne Sekundérstruktur vorliegen. Diese war z.B.
in den in vitro Transkriptionen dieser Arbeit der Fall, in denen die Transkripte in 10
%ige oder 15 %ige Polyacrylamidgele mit einer Vernetzung von 20:1

(Acrylamid:Bisacrylamid), 7 M Harnstoff und 1x TBE-Puffer aufgetrennt wurden.

Die Elektrophorese wurde in Ix TBE-Laufpuffer bei 90 W in schrittweise
vorgewarmten Gelen (10 min 25 W, 10 min 50 W) fiir zwei bis vier Std. durchgefiihrt.
Die hohe Temperatur unterstiitzte die Denaturierung der Fragmente und die
schrittweise Erhohung diente der Vermeidung einer Beschddigung der Glasgelplatten
durch zu hohe thermische Spannungen. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das

Gel 5 min in 2x Formamid-Probenpuffer bei 96 °C denaturiert und zur Vermeidung
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von Doppelstrangbildung augenblicklich auf Eis {iberfiihrt. Die Visualisierung der
Transkripte erfolgte anschlieBend mittels Autoradiographie (3.2.6.1).

3.2.6 Nachweis von Nukleinsiduren

Wie in 3.2.5 geschildert, nahm die elektrophretische Trennung von Proteinen und
Nukleinsduren eine zentrale Stellung in dieser Arbeit ein. Im folgenden Kapitel
wurden die Methoden zur Detektierung und Quantifizierung der durch PAGE

aufgetrennten Nukleotide zusammengefasst.

3.2.6.1 Autoradiographie

Zum Nachweis der radioaktiv markierten Nukleinsduren in Polyacrylamidgelen
wurden diese nach Gelektrophorese auf einen alten Rontgenfilm gezogen, mit
Polyethylenfolie abgedeckt und in eine Expositionskassette (Siemens) gelegt. Unter
Rotlicht wurde anschliefend ein Rontgenfilm (Blaufilm CEA RP New) auf das Gel
gelegt und fiir eine geeignete Dauer (iiN bis 20 Tage) bei -70 °C exponiert. Die
anschlieBende Entwicklung der Rontgenfilme wurde in der Entwicklermaschine

AGFA Curix 60 vollzogen.

3.2.6.2 Densitometrie

Zur quantitativen Auswertung von radioaktiv markierten Nukleinsduren wurden
Phosphoimager Screens (BAS 2340, FUJI) anstelle des Rontgenfilms auf die
Polyacrylamidgele gelegt und diese ein bis drei Std. bei RT exponiert. Mit Hilfe eines
Phosphoimagers (Biolmager FAS 3000) wurden die Screens ausgelesen und mittels
geeigneter Computersoftware (Image Reader Fla. V.1.8 E und Image Gauge V3.0)

ausgewertet.
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3.2.7 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung und Aufreinigung von PCR-Produkten oder DNA-Fragmenten aus
Restriktionsanalysen wurden diese in pridparativen Agarosegelen aufgetrennt. Diese
wurden anschlieend unter UV-Licht identifiziert, mit einem sterilen Skalpell aus dem
Gel ausgeschnitten und in ein 0,5 ml Reaktionsgefal iiberfithrt. Die eigentliche
Isolation der DNA erfolgte mittels Zentrifugation tiiber silikonisierter Glaswolle,
welche vor dem Einfiillen der ausgeschnittenen Gelbande zu ca. 1/3 in das
Reaktionsgefa3 gefiillt wurde. Das Gefd3 wurde mit einem Loch an der unteren Spitze
versehen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal platziert.

Durch mehrfaches Zentrifugieren (6.000 bis 12.000 rpm, 5 minuten) konnte die DNA
aus dem Gelstiick iiber der Glaswolle eluiert werden und durch das Loch im
Gefilboden im 1,5 ml Gefdll gesammelt werden. Abschlieend wurden die wissrigen
Eluate vereinigt, Phenol/Chloroform-extrahiert (3.2.2.1), Ethanol-gefallt (3.2.2.2) und
gegebenfalls dialysiert (3.2.2.3).

3.2.8 Dialyse von Proteinen

Die Dialyse von Proteinlosungen fand in dieser Arbeit bei den Proteinen fiir die
BiaCore-Analysen Verwendung. Da diese frisch dialysiert und in kleinen Volumina
eingesetzt wurden, fanden diese Dialysen nach den in 3.2.2.3 geschilderten Verfahren

auf Dialyseschwimmfiltern statt.

3.2.9 Nachweis von Proteinen in Polyacrylamidgelen mittels Coomassie-

Farbung

Die Einfarbung der Polyacrylamidgele mittels Coomassie-Farbstoffs ermdglicht einen
quantitativen Nachweis der aufgetrennten Proteine im Gel. Hierzu wurden die Gele 30
bis 60 min auf einem Horizontalschiittler (Gerhardt, Schiittelmaschine LS10) bei RT in
der Férbelosung geschwenkt. AnschlieBend wurden die Gele in Entfarberlosung

geschiittelt, bis der Hintergrund hellblau und die Proteinbanden bzw. Spots deutlich zu
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erkennen waren. Zur Dokumentation wurden die Gele luftdicht in Folie verschweil3t,

eingescannt und abschlieBend bei 4 °C gelagert.

3.3 Spezielle Methoden

3.3.1 Klonierung des hisG-Promotors

Zu Beginn dieser Arbeit war in der Arbeitsgruppe noch kein Plasmid vorhanden, an
dem die stringente Induktion von Promotoraktivitit durch ppGpp hitte untersucht
werden konnen. Daher sollte in einem ersten Schritt das hisG-Gen aus der
chromosomalen DNA des MG1655-Stammes mittels PCR amplifiziert werden und in
den Vektor pUC18-1 kloniert werden. Dieser zeichnet sich unter anderem durch seine
Blau-WeiB-Selektions-Kompetenz aus (sieche 3.1.7). Nach gelungener Klonierung
sollte anschlieBend in einem zweiten Schritt das 4isG-Gen aus pUCI18 vor beiden
Tandemterminatoren des pCP1 kloniert werden. Dieses ermoglichte die Verwendung
des klonierten Gens in in vitro Transkriptionen, die im Gegensatz zu ,,run-off*
Transkriptionen zusétzlich sowohl die Superhelikalitit des Template als auch
Regulationen auf Terminationsebene berticksichtigen konnten. In dieser Arbeit wurde
das erstellte Plasmid groftenteils zur Gewinnung der hisG-Fragmente in den
Retardierungsanalysen genutzt, es wurde jedoch in parallelen Studien unserer
Arbeitsgruppe auch zur Erstellung eines Multipromotor-in-vitro-Systems genutzt
(Philipp Schoengraf Diisseldorf, September 2008). Dieses ermdoglichte in vielen
Studien die globale Analyse der Stringenten Kontrolle unterschiedlicher Promotoren in

Vitro.

3.3.1.1 Gewinnung der hisG-Promotor-DNA und Blau-Wei3-Selektion in pUC18

Die chromosomale DNA des /isG-Promotors wurde durch die in 3.2.4.2 beschriebene
mittels PCR mit den Primern hisG-up-EcoRI und hisG-rv (siehe 2.4.2) amplifiziert und

in der durch den fw-Primer -eingebrachten FEcoRI[-Schnittstelle mit dem
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Restriktionsenzym  EcoRI  geschnitten. Dieses Enzym schneidet 5’-Strang-
iiberhdngend, so dass ein ,sticky-blunt“-polarisiertes (strangiiberhdngend glatte
Strangenden) Fragment entstand. Der pUCI18-Vektor wurde durch EcoRI-Ecll3611-
Restriktionsendolyse ebenfalls ,sticky-blunt™ linearisiert und mit dem oben
beschriebenen hisG-Fragment legiert. Dieser Ligationsansatz wurde anschlieBend in
XL-1-kompetente Zellen mittels Hitzeschock transformiert (siche 3.1.6). Der korrekte
Einbau des hisG-Promotorfragments wurde sowohl durch Restriktionsanalysen als
auch durch Sequenzierung (Star SEQ U-MIX; Starseq GmbH Mainz Germany) der

analysierten weilen Kolonien verifiziert (siehe 3.1.7).

Die oben beschriebene Klonierungstrategie ist im Folgenden schematisch

zusammengefasst.

Chromosomale
DNA

PCR puC18
2686 bp

>

hisG 101 bp

EcoRlI l EcoRl + Ecl136

5 > 3’ 5 3
mscotby © o I pUCE BRI,

Ligation

pUC18-
hisG
2769 bp
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Abb. 3.3.1.1 Klonierung des pUC18-hisG-Vektors

Schematisch zusammengefasst ist die Klonierungsstrategie zur Erstellung des pUC18-AisG-
Vektors. Die Linge der Nukleotidsequenzen (in bp) ist ebenso wie die 5" zu 3 Orientierung
der Fragmente eingezeichnet. Restriktionsschnitte mit Uberhang (,,sticky”) sind durch
Einsparungen der Balken angedeutet, wihrend ,blunt“-Schnitte als glatte Balkenkanten
dargestellt sind. Der graue, gewinkelte Pfeil zeigt die Traskriptionsrichtung des hisG-
Promotors (tiirkis) an.

Chromosmale MG1655-DNA wurde mittels PCR amplifiziert. Der Forwitsprimer wurde so
entworfen, dass er eine EcoRI-Schnittstelle am 5’-Ende aufweist, wodurch das amplifizierte
Fragment ebenso wie das Plasmid FoRI-spezifisch geschnitten werden konnte. Die zusitzliche
Restriktionshydrolyse des pUC18-Vektors durch Ec//36 ermdglichte eine gerichtete ,,sticky-
blunt“-Ligation des hisG-Fragments.

3.3.1.2 Klonierung des phisG-T1T2 Plasmids

Hierzu wurde das pCPl1 mittels EcoRI-Ecll36-Dau unmittelbar vor den TI1T2-
Terminatoren ,,sticky-blunt” linearisiert und zur Vermeidung der Religation
dephosphoryliert. Parallel wurde das in 3.3.1 klonierte 4isG-Fragment ebenfalls durch
EcoRI sowie mit Smal ,sticky-blunt* aus dem pUCI18-kisG-Vektor herausgeschnitten
und mittels priparativer Agarosegelelektrophorese von der restlichen Vektor-DNA
getrennt (3.2.7). Nach Geleluation und Aufreinigung wurde das Fragment iiber die
differentiellen Schnittstellen in zielgerichteter Orientierung vor die pCPl1-
Terminatorsequenz kloniert und mittels Hitzeschock-Transformation in kompetente
XL-1-Zellen eingebracht. Durch Retardierungsanalysen und Sequenzierung (Star SEQ
U-MIX; Starseq GmbH Mainz Germany) wurde der korrekte Einbau des Inserts
iberpriift. In Abbildung 3.3.1.2 ist die oben beschriebene Klonierungsstrategie

schematisch zusammengefasst.
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pCP1
2981 bp

EcoRI-Smal Ecl136-EcoRlI

i . . .
*nsciotbp e IEEEBCPTZ6T BRI

Ligation

Q

phisG-T1T2
2769 bp

Abb. 3.3.1.2 Klonierung des phisG-T1T2-Vektors

Der in Kapitel 3.3.1.2 beschriecbene Aufbau der phisG-T1T2-Klonierung wurde oben
schematisch dargestellt. Sowohl das pUC18-AisG- als auch das pCP1-Plasmid wurden mit den
oben genannten Restriktionsendonukleasen (EcorRI-Smal bzw. EcoRI-Ecl136) ,.sticky-blunt*
geschnitten. Das isolierte AisG-Fragment (tiirkis) wurde vor den Tandem-Terminatoren
(violett) des linearisierten pCP1-Vektors legiert. Die jeweiligen Léngen der dargestellten
Nukleotidsequenzen (bp) sowie die Transkriptionsrichtung des  AisG-Promotors
(abgewinkelter, grauer Pfeil) sind angegeben. Weiterhin angedeutet sind die Orientierungen
der Fragmente (5" bzw. 3") und deren ,,sticky-blunt“-Enden.

3.3.2 Synthese und Priparation des Alarmons ppGpp

Wie in 1.6.1 schon angedeutet wurde, kann man sich die ppGpp-Synthese des RelA-
Proteins auch in vitro zunutze machen. Das Ribosomen-assoziierte Protein kann durch

Aufreinigung der Ribosomen nach Zellaufschluss als funktionelle Einheit mit
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aufgereinigt und zur ppGpp-Synthese verwendet werden. Die dazu ausgewéhlte

Isolierungsstrategie wurde im Folgenden zusammengefasst.

3.3.2.1 Isolierung von Ribosomen

Die Isolation der Ribosomen aus E. coli MRE600-Zellen geschah in Anlehnung an die
von M. Cashel 1974 (Cashel 1974) beschriebene Methode. 25 g der als tiefgefrorene
Pelletafeln gelagerten Zellen wurden angetaut, mit 50 g Aluminiumoxid (Alcoa) in
einem Morser homogenisiert und nach Zugabe von 50 ml Standardpuffer (siehe unten)
zu einem gleichmifBigen fliissigen Brei verrieben. Durch Zentrifugation (15 min, 5.000
rpm; Beckmann JA-21 Hiihlzentrifuge, JA 17 Rotor) wurden grobe Zelltriimmer und
das Alcoa aus dem Homogenat entfernt. Die darauf folgende Zentrifugation (Beckman
JA-21 Ktihlzentrifuge, JA-17 Rotor, 30 min, 4 °C, 15000 rpm) diente der Entfernung
weiterer Zellfragmente. Mit der Zellsuspension wurde in einem Ti55.2-Réhrchen
(Beckman) ein Saccharose-Gradient, bestehend aus 5 ml 1 M und 5ml 0,5 M
Saccharoselosung (beides in 1x Standardpuffer), iiberschichtet und fiir vier Std. bei
40.000 rpm und 4 °C (Beckman L8-55 Ultrazentrifuge, Rotor Ti55.2) zentrifugiert.
AnschlieBend wurde Uberstand verworfen und das farblose Ribosomenpellet durch
vorsichtiges Uberschwenken mit 1 ml 1x Standardpuffer von einer aufliegenden
braunlichen Schicht befreit und in 2 ml zwei bis fiinf Std. auf Eis auf einem
Horizontalschiittler im Kiihlraum resuspendiert. Die Suspension wurde mit Hilfe des
Spektralphotometers (siche 3.2.1.3) auf 500 ODssp/ml eingestellt, in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei - 70 °C gelagert.

1 xStandardpuffer: 50 mM Tris-Acetat, pH 8.0
15 mM Mg(OAc),
60mMKOAc
27 mMNH,OAc
[ mMDIT
0.2 mM EDTA
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3.3.2.2 Synthese von ppGpp

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Praparation und Isolation von ppGpp erfolgte nach
der 1995 beschriebenen Methode von Krohn und Wager (Krohn and Wagner 1995).
Ein Gesamtvolumen von 11 ml beinhaltend 4 mM ATP, 2mM 63 ODy4 pro ml in 1x
Standartpuffer (siche oben) wurde auf zwei Reaktionsgefdfie aufgeteilt und fiir 3 bis 12
Std. bei RT inkubiert. Durch stiindliche Abnahme von 5 pl des Ansatzes und
anschlieBender Diinnschichtchromatogrophie wurde die Synthese Verlaufs-analysiert.
Die Reaktion wurde durch mindestens zweimalige Phenol/Chloroform-Extraktion

beendet und die wissrige Phase in die lonenaustauschchromatographie gegeben.

3.3.2.3 Diinnschichtchromatographie zum analytischen Nachweis der ppGpp-
Synthese

Nukleotide kénnen auf fluoreszenzbeschichteten Diinnschichtchromatographieplatten
(DC-Platte) nach Anregung unter UV-Licht (256 nm) als dunkle Schattierungen
detektiert werden (Mascherey und Nagel, Diiren). Nach kurzem Spiilen in Aqua dest.
und Trocknung wurden 5 pl ppGpp-Syntheseansatz in 1 pl-Schritte auf eine markierte
Stelle der DC-Platte aufgetragen. AnschlieBend wurde die Chromatographie durch
Stellen der DC-Platte in das Laufmittel (1,5 M KH,PO-Ldsung pH 3,4) gestartet. Nach
ca. einer Std wurde die Platte aus dem Laufmittel entfernt und an der Luft getrocknet.
Durch Anregung unter UV-Licht (256 nm) wurden die Nukleotide als Verdunkelungen
auf der fluoreszierenden Oberflache detektiert (siche Abb. 3.3.2.3)
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ATP GDP P 1 2 P+1+2

Abb. 3.3.2.3 Analytischer ppGpp-Nachweis mittels Diinnschichtchromatographie
Dargestellt ist das DC-Resultat zweier ppGpp-Syntheseanséitze (1 und 2). ATP (4 mM) und
GDP (2 mM) wurden zusammen mit Ribosomen-assoziierten RelA bei RT inkubiert. Nach
fiinf Std. wurden 10 pl des Syntheseansatzes in repetitiven 1 pl-Schritten auf der
eingezeichneten Diinnschichtchromatographie-Startlinie (DC Start) aufgebraucht und
eingetrocknet. Als Referenz wurden zusitzlich die Edukte ATP und GDP an den indizierten
Stellen mit aufgetragen. Ebenfalls als Referenz diente sowohl ein Aliquot aus ppGpp als auch
eine Mischung aus ppGpp und dem Syntheseansatz 1 und 2. Letztere diente der
Veranschaulichung intrinsischer Effekte des Synthesepuffersystems auf das Laufverhalten von
gereinigtem ppGpp.

3.3.2.4 Anionenaustauschchromatographie

Die Ionenaustauschchromatographie wurde mit dem AKTA prime plus system (GE
Healthcare Life Science) durchgefiihrt. Eine 16 cm lange Sdule (GE XK) mit einem
Durchmesser von 2 cm wurde mit DEAE-Sephadex-A25 gefiillt, mit ca. 100 ml TL1-
Puffer (siche unten) gewaschen und mit mehreren Volumina TLO1 (siehe unten) bei
einer Flussrate von 0,7 ml/min &quilibriert. Die wéssrige Phase des in 3.3.2.2
beschriebenen Ansatzes wurde auf die Siule gegeben und nach einigen Volumina
TLO.1 durch einen linearen LiCl-Gradienten von TL 0,1 nach TL 0,5 (Gesamtvolumen

600 ml) eluiert. Die Sdulendurchldufe wurden in 5 ml Fraktionen gesammelt und die
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Nukleotide bei einer Wellenldnge von 254 nm detektiert. Wie in Abbildung 3.3.2.4
abgebildet, eluierte ppGpp bei einer LiCI-Konzentration von etwa 250 mM.

Anhand des Schreiberprofils wurden die ppGpp beinhaltenden Fraktionen identifiziert
vereinigt und lyophilisiert. Die so aufkonzentrierten Proben wurden anschlieend iiber

eine G10-Gelfiltrationssdule aufgereinigt.

TLO.I-Puffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7.4
100mM LiCI
TLO.5-Puffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7.4
500mM LiCI
TLI-Puffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7.4
IMLIiCI
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Abb. 3.3.2.4 Schreiberprofil einer Anionenaustauschchromatographie

Gezeigt ist das Schreiberprofil einer Anionenaustauchchromatographie iiber einen Bereich von
0 bis 825 ml, bestehend aus gemessener Absorption bei 254 nm in mAU(blau) und dem
Eluationsgradient in % (griin). Bei einer Flussrate von 0,7 ml/min und 0,1 M LiCl wurde nach
ca. 450 ml der LiCIl-Gradient mit einer Endkonzentration von 0,5 M LiCl gestartet. Das
aufzureinigende ppGpp eluierte bei einer LiCl-Konzentration von ca. 0,25 M.
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3.3.2.5 Gelfiltrationslauf der in 3.3.2.4 eluierten ppGpp-haltigen Probe

Mit der in 3.3.2.4 beschriebenen Eluation geht eine hohe Konzentration an LiCl
einher. Da sich LiCl-Konzentrationen iiber 100 mM (Krohn 1994) inhibierend auf die
E. coli RNAP auswirken und somit die ppGpp-Transkriptionsanalysen verfalschen
wiirden, wurde nach der Ionenaustauschchromotographie eine ‘G10-Siulen-
Gelfiltration zur Entsalzung der Probe angeschlossen. Hierzu wurden jeweils 0,5 ml
der ppGpp-haltigen Losung auf eine in Aqua dest. dquilibrierten Sephadex G10-
Saule(70 cm lan, 1 cm Durchmesser) aufgetragen. Bei einer Flusrate von 0,6 ml/min
wurde das Nukleotid in einem AKTA prime plus system (GE Healthcare Life Science)
eluiert und in 1 ml Fraktionen gesammelt. Durch Verfolgen des Eluationsprofil bei
einer Absorption von 254 nm wurden die ppGpp-haltigen Fraktionen identifiziert und
lyophilisiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Fraktionen, die neben dem ppGpp-
Peak auch den Salzpeak schneiden (siehe unten), nicht mit vereinigt wurden.
Erginzend zur obigen Erlduterung ist das Schreiberprofil in Abbildung 3.3.2.5
dargestellt.
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Abb. 3.3.2.5 G10 Gelfiltrationschromatographie der iiber Anionenaustausch gewonnenen
ppGpp-Probe.

Oben dargestellt ist das Schreiberprofil eines G10-Sdulenlaufes. Dieser gibt in blau den
Absoptionsverlauf bei 254 nm (mAU) und in griin die gemessene Leitfahigkeit als Indikator
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der LiCl-Konzentration (mS/cm) wieder. Die Dokumentation umfasst einen Bereich von 150
ml Durchfluss bei einer Rate von 0,6 ml/min. Die Darstellung verdeutlicht, dass ppGpp
distinkt von dem LiCl eluiert werden konnte. Bei der Vereinigung der ppGpp-haltigen
Fraktionen wurde sich auf den hier dargestellten Bereich von ca. 50 bis 70 ml beschrénkt.

3.3.2.6 Reverse-Phase (Umkerhphasen)-HPLC zur Identifizierung von ppGpp

Durch Messen des Guanosinphosphat-spezifischen UV-Spektrums (siehe 3.2.1.1)
wurde analysiert, ob es sich bei dem in 3.3.2.4 bis 3.3.2.5 gewonnenen Eluats
tatsdchlich um eine Guanosinphosphat-haltige Probe handelte. Da dies der Fall war,
wurde mittels Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie  (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) untersucht, ob es sich bei den durch
UV-Spektroskopie identifizierten Nukleotiden tatsédchlich um ppGpp handelte und ob
die Probe durch andere Guanosinphosphat-Derivate ( z.B. GDP) kontaminiert war. Bei
dieser Art der Chromatographie, im Folgenden RPC abgekiirzt (Reversed-Phase
Chromatography), ist im Gegensatz zur Normalphasenchromatograhpie, die mobile
Phase polarer als die stationdre Phase. Durch Zugabe des hydrophoben Reagenz
Tetrabutylammoniumbromid  (TBAB)  wurde die  Hydrophobizitit  der
Guanosinmolekiile der Proben in Abhéngigkeit ihres Phosphatgehalts gesteigert. Der
Reaktionsansatz wurde auf eine hydrophobe HPLC-Siule gegeben (250 mm Lénge,
4,6 mm Durchmesser; Zorbax 300sb C18 Agilent Technologies) und mit einer
Flussrate von 1 ml/min isokratisch durch 7,5 % Acetonitril eluiert. Dabei steht der
Zeitpunkt der Elution (Retentionszeit) in unmittelbarer Relation zu der
Hydrophobizitit und damit zum Phosphatgehalt der Probe. Die Retentionszeit der
Probe und zweier Referenzen (GDP und komerzielles ppGpp (TriLink Bio
Technologies, USA)) wurde durch Detektion der Absorption [mAU] bei einer
Wellenldnge von 254 nm analysiert und in Abb 3.3.2.6 dargestellt. Bei der
verwendeten HPLC-Apparatur handelte es sich um das Model Agilent Technologies
1260 Infinity. AbschlieBend wurde die finale Ausbeute des aufgereinigten stringenten
Effektors spektralphotometrisch bei 252 nm bestimmt (siehe 3.2.1.1) und seine

Funktionalitét in vitro tiberpriift.
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RPC-Puffer: 100 mM KH,PO4
10 mM Tetrabutylammoniumbromid
7,5 % Acetonitril
pH 6,5
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Abb. 3.3.2.6 ppGpp-Verifizierung mittels Umkehrphasen-HPLC

Oben dargestellt sind die Absorptionsverldufe bei 254 nm (mAU) dreier RPCs iiber einen
Zeitraum von 11 min. Dabei verlduft die Zeitachse der einzelnen Messungen, zur besseren
Vergleichbarkeit, in identischer Skalierung und parallel iibereinander angeordnet. Die
Abbildung zeigt die zu analysierende ppGpp-Probe (ppGpp Samp.) in Relation zu den
Referenzen kommerzielles ppGpp (ppGpp Ref.) und GDP (GDP). Fiir jede Probe ist die
individuelle Retentionszeit (R) in min angegeben, sowie ihre zeitliche Versetzung in Relation
zur kommerziellen ppGpp-Probe (angedeutet durch die grau gestrichelte Linie).

3.3.3 Verzogerungsgelelektrophorese

Durch die Verzogerungsgelelektrophorese wurde in dieser Arbeit die Komplexbildung
aus RNAP und Promotor-DNA analysiert. Die Bindung der DNA durch die RNAP
verringert die Mobilitdt der radioaktiv markierten DNA in der Gelmatrix, welches
einen ,,shift” des detektierten radioaktiven Signals verursacht. In einem Volumen von
10 pul wurden 5 nM radioaktiv markierten DNA-Fragments (siche 3.2.4.4) in 1x
KGlIu80-Puffer (siche 2.7) und, sofern nicht anders beschrieben, in Gegenwart des
ersten (500 uM) sowie des zweiten (50 uM) Startnukleotids inkubiert. Die Komplexe
wurden durch 6”°-Holo-Enzym in An- bzw. Abwesenheit von ppGpp und/oder DksA
analysiert. Dazu wurden die Ansétze fiir 10 min bei 30 °C inkubiert und anschlieSend
zur Inhibierung von unspezifischen Komplexen mit Heparin (50 ng/ul) supplementiert.
Nach weiteren 10 min bei 30 °C wurden die Proben mit 5 ul 2x TBE-Probenpuffer
(sieche 2.7) versetzt und 15 pl des Gemisches auf ein natives PAA-Gel aufgetragen
(siehe 3.2.5.2). Die elektrophoretische Trennung der Komplexe erfolgte fiir anderthalb
bis drei Std. bei 30 mA.

3.3.4 Invitro TransKkriptionen

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro Transkriptionen wurde zwischen
,multiple-round* und ,,(pseudo-)single-round* in vitro Transkriptionen unterschieden.
Erstere wurde nach Beschaffenheit der verwendeten Transkrptionsmatrize zusétzlich
in ,,run-off* bzw. Transkription von superhelikalem Plasmid unterschieden. In diesem

Kapitel werden diese drei Transkriptionstypen ndher beschrieben.
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3.3.4.1 ,,multiple-round* in vitro Transkription

In dieser Arbeit wurden die ,,multiple-round* in vitro Transkriptionen unabhidngig
davon, ob superspiralisierte Plasmide oder lineare DNA-Fragmente als
Transkriptionsmatrizen durch o’°-Holo-Enzym vollzogen. Die Transkription konnte
dabei mehrfach hintereinander neu initiilert werden und endete an distinkten
Tandempromotorbereichen bzw. am Fragmentende. 15 nM RNAP wurden mit 10 nM
Plasmid bzw. 50 nM Fragment-DNA in KGlu80 (siehe 2.7) in An- bzw. Abwesenheit
von ppGpp und/oder DksA transkribiert. Bei Abwesenheit der Effektoren wurde das
fehlende Volumen durch den Puffer der jeweiligen Effektoren ersetzt und so fiir
gleichbleibende Salzbedingungen im Reaktionsansatz gesorgt. Die Transkription
wurde durch Zugabe des 10x-NTP-Mixes gestartet und fand, insofern nicht anders
beschrieben, bei 30 °C statt. Nach 10 bis 30 min wurde die Neuinitiation der RNAP
durch Zugabe von 1,5 ul Chaselosung inhibiert und die Fertigstellung der bereits
initiierten Transkripte flir weitere 10 min bei 30 °C ermdglicht. Anschlielend wurde
die Reaktion durch Zugabe von Formamid-Probenpuffer gestoppt und der
Transkriptionsansatz nach kurzem Aufkochen (5 min, 96 °C) auf Eis iiberfiihrt. Die
Auftrennung erfolgte tiber 10 %ige bis 15 %ige denaturierende PAA-Gele (siche
3.2.5.3).

Chaselosung: je 2 mM ATP, CTP, GTP, UTP
2 mg/ml Heparin
1 mM Tris-HCI, pH 7,0

10x NTP-Mix: 650 uM ATP, GTP, UTP
50 uM CTP
1,33 uM [0-32P]-CTP (3000 Ci/mM)
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3.3.4.2 ,,(pseudo-)single-round* in vitro TransKkription

Bei den in vitro Transkriptionen, in denen nur das erste gebildete Transkript
beobachtet werden soll, unterscheidet man ,,single-round* von ,,pseudo-single-round*
in vitro Transkriptionen. Bei den ersteren wird die Transkription unter Bedingungen
durchgefiihrt, in der die RNAP nur einmal den Promotor binden kann, so dass nach
Beendigung des Transkriptes eine Reinitiierung der Transkription ausgeschlossen ist.
Dahingegen kann bei einer pseudo-single-round in vitro Transkription die
Transkriptionseinheit mehrfach durch die RNA-Polymerase abgelesen werden, wobei
in der anschlieBenden Autoradiographie (sieche 3.2.6.1) ausschlieBlich das Transkript
des Initiationskomplexes detektiert wird. Hierzu werden in einer Vorinkubation
maximal die ersten drei Startnukleotide zur Verfligung gestellt, von denen eines
radioaktiv markiert ist. Durch anschlieBenden Start der Transkription durch die Zugabe
eines Uberschusses aller vier Nukleotide in nicht radioaktiver markierter Form wird
die eigentliche Transkription gestartet, in der das radioaktive Nukleotid derart
unterreprasentiert vorliegt, dass ein erneuter Einbau, stochastisch gesehen, nicht mehr

erfolgt.

In den in dieser Arbeit vorgelegten Studien wurde die Transkription des rrnB P1-
Promotors durch eine Kombination aus ,,single-round* und ,,pseudo-single-round* in
vitro Transkriptionen (daher ,,(pseudo-)single-round*) analysiert. Dabei wurde in
Vorexperimenten eine Heparin-Konzentration ermittelt, bei der eine Reinitiation der
RNAP nach Bildung des stabilen offenen Komplexes nicht mehr beobachtet werden
konnte. AnschlieBend wurde die Transkription zusitzlich mit nicht markierten NTPs

im Uberschuss gestartet.

In den durchgefiihrten Analysen wurden 5 nM pUCI18-1-Plasmid in 1x KGlu80 (siche
2.7) durch 15 nM ¢'°-Holo-Enzym transkribiert. Durch die Zugabe von 500 uM ATP,
50 uM CTP und 10 puCi a-32P-UTP wurde in 15-miniitiger Inkubation die Bildung des
Heparin-stabilen, bindren, offenen rnB P1-RNAP-Komplexes ermdglicht. Durch
anschlieender Zugabe von Heparin [2 pg/ul f.c.] und 5-miniitiger Inkubation wurde
eine erneute Bindung der RNAP an die DNA unterbunden. AnschlieBend wurde die
Transkription durch Zugabe von je 6,5 mM ATP, CTP, GTP und TTP gestartet.
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Aufgrund der hohen NTP- und Heparin-Konzentration wurde auf einen zusétzlichen
Chase verzichtet. Daher wurde nach 5 min Transkriptionszeit die Reaktion durch
Aufkochen der Ansétze in 15 pl Formamid (siehe 2.7) gestoppt. AbschlieBend wurden
die Transkripte auf 10 %igen bis 15 %igen denaturierenden PAA-Gelen analysiert
(siehe 3.2.5.3).

3.3.5 BiaCore-Analysen

BiaCore-Messungen ~ beruhen  auf  dem  physikalischen  Prinzip  der
Oberflachenplasmon-resonanz. Dieses erlaubt die Messung der Bindung von
Molekiilen in einer FlieBzelle an einen Bindepartner, der zuvor auf der Oberfldche
eines Sensorchips immobilisiert wurde. Diese Bindung erzeugt ein Signal in Relation
zur Masse des bindenden Molekiils, welches eine Beobachtung von
Bindeinteraktionen in Echtzeit ermoglicht. Zur Messung von
Oberflachenplasmonresonanzen wurde in dieser Arbeit ein BiaCore T200 (GE
Helthcare) mit dazugehoriger Software (Biacore T200 Control Software, GE

Helthcare) verwendet.

3.3.5.1 Immobilisierung der Promotorfragmente

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten BiaCore-Analysen wurde die Bindung von E.
coli RNAP an den tac-, hisG- und den rrnB Pl-Promotor analysiert. Hierzu wurde
mittels PCR 5’-biotinylierte Promotor-DNA konstruiert (siche 2.4.2) und an einen
Streptavidin-iiberzogenen Sensorchip (Sieries S Sensor Chip SA, GE Healthcare)
gebunden. Dabei wurde sich an die Anweisungen der dem Sensorchip beiliegenden
Beschreibungen gehalten. Dieses beinhaltete die Konditionierung der Chipoberfliche
durch Spiilen mit 50 mM NaOH und das Ansetzen einer 10 pM Primerl6sung in 0,5 M
NaCl. Dieses geschah durch Einlegen des Chips in das BiaCore, durch das die vier
Kammern des Chips selektiv und spezifisch angesteuert werden konnten. In repetitiven
Schritten wurden die jeweiligen drei Promotorfragmente gezielt in je eine der vier

Chipkammern injiziert und gebunden. Dieses geschah je Promotor und Chipkammer
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so lange, bis die Differenz der gemessenen RU vor und nach der letzten Injektion 250

RU ergab. Die Promotorfragmente wurden wie folgt den Chipkammern zugeteilt:

Kammer Nr. 4 tac-Promotor
Kammer Nr. 3 rrnB P1-Promotor
Kammer Nr. 2 hisG-Promotor
Kammer Nr. 1 Referenz

Die Nummerierung ist gewéhlt nach der Flussrichtung der Probe, d. h. nach Injektion
der Probe durchliuft diese als erstes die Referenz, gefolgt von dem rrnB, tac und dem

hisG-P1-Promotors.

3.3.5.2 Durchfithrung der BiaCore-Messungen

Mit Hilfe der Biacore T200 Control Software (GE Healthcare) 148t sich die Bindung
des sogenannten Liganden (auf der Chipoberfliche immobilisierter Bindepartner) und
des Analyten (ungebundener Bindepartner) in zwei Modi analysieren. Der erste
beschrinkt sich auf die Ermittlung des KD-Wertes (sog. Affinitdtsmodus), wéahrend
der zweite zusdtzlich Riickschliisse auf die Dissoziation- und Assoziationskinetik
(Kinetikmodus) schlieBen ldsst. Aufgrund der intrinsischen Konformationsédnderung
der RNAP und der Promotorkomplexe (siche 1.3.1.) waren die Messungen des
letzteren Modus leider nicht mdglich. Da sich die beiden unteschiedlichen Modi in
ithren Anforderungen des Versuchsaufbaus leicht unterschieden, wurde sich im

Folgenden auf die Vorgehensweise im Affinitdtsmodus beschrinkt.

Zur KD-Wert-Bestimmung wurden geeignete Mengen WT- bzw. A®w-RNAP fiir 45
min bei 4 °C auf einem Schwimmfilter gegen den Laufpuffer (KGIlu80 ohne BSA
(siche 2.7)) dialysiert (siehe 3.2.2.3). AnschlieBend wurde die Konzentration des
Dialysats, ausgehend von einem ¢/1.000 von 298,42 und einem MW von 459,1 kDa
(WT) bzw 459 kDa (Aw), mittels Nanodrop ermittelt (siche 3.2.1.5). Die KD-Wert-

Bestimmungen erfolgten iiber das Messen einer RNAP-Verdiinnungsreihe von 2 nM
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bis 32 nM. Jeder Ansatz beinhaltete neben der jeweiligen RNAP-Konzentration
zusitzlich die rrnB P1-Startnukleotide (500 uM ATP; 50 uM CTP) und gegebenfalls
die Effektoren ppGpp bzw. DksA. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurde
den Ansédtzen zusitzlich 4,5 pg pro nM WT RNAP bzw. 2 pg pro Ao RNAP zugefiigt.
Analysen haben ergeben, dass Heparin in diesen Konzentrationen die Transkription in
Relation zu den Heparin-freien Ansédtzen um 30 % bis 50 % inhibiert. AbschlieBend
wurden die Ansdtze in das BiaCore gegeben und mit einer Flussrate von 10 pl/min
iiber die Chipoberfliche gegeben (30 °C, 780 sek. Kontakt, 600 sek. Disoziation).
Zwischen den einzelnen Messungen der jeweiligen RNAP-Konzentrationen wurde die

Chipoberfliache durch Spiilen mit 0,05 %igem SDS regeneriert.

3.3.6 -Proteomanalysen, 2D-Gelelektrophoresen

In einem Teil dieser Arbeit wurde in vivo die Auswirkung der DksA-Deletion im
Rahmen der Stringenten Kontrolle auf Proteomebene untersucht. Die hierzu

notwendigen Schritte wurden im folgenden Kapitel zusammengefasst.

3.3.6.1 Auslosung der Stringenten Kontrolle

1 ml GN kulitivierter MG1655 (WT)- bzw. CF9239 (Aw)-Zellen (siche 3.1.3) wurden
in je zwei 100 ml YT-Erlenmayerkolben mit Schikane iiberfiihrt. Die vier Kolben
wurden unter Schiitteln bei 37 °C in einem Wasserbad kultiviert und die OD-Zunahme
der Kultur erst stiindlich, dann halbstiindlich bei 600 nm dokumentiert. Bei einer OD
von 0,6 wurde in je einem Kolben der beiden Zellstimme, durch die Zugabe von
Serinhydroxamat (SHX) in einer Endkonzentration von 250 pg/ml, die Serin-
spezifische Aminoacyltransferase vergiftet. Diese belddt die Serin-tRNA, so dass die
Vergiftung eine Akkumulation von unbeladener tRNA zufolge hat. Das Binden dierser
unbeladener tRNA an die Ribosomen signalisiert der Zelle Aminosduremangel und

aktiviert die Stringente Kontrolle. 30 min nach Ausldsen der Stringenten Kontrolle
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wurden aus allen vier Kolben OD 6 Zellen fiir die Proteomanalysen entnommen (siche
unten). Zur Phénotypisierung wurde die OD der vier Zelkulturen auch nach der

Entnahme der Zellen zur Proteomanalyse weiterhin analysiert (siehe 3.2.1.3).

3.3.6.2 Gesamtproteinextraktion aus E. coli Zellen

Die in 3.3.6.1 entnommenen Zellen konnten als Zellpellet fiir einige Wochen bei -
20°C gelagert oder direkt zur weiteren Vorbereitung in 3 ml resuspendiert und neu
pelletiert werden. Dadurch wurden die Zellen von Resten des Mediums vor dem
Zellauschluss befreit. Die vom Medium befreiten Pellets wurden in 500 pl 250 mM
Tris-HCI mit 0,2 mM PMSF, 1uM Pepstatin sowie 1uM Leupeptin resuspendiert und
in sterile 1,5 ml Reaktionsgefdle iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen dieser
Suspension mittels Ultraschall (Labsonic U, Braun Biotech Int.) nach folgenden

Parametern lysiert.

Sonde: Nadelsonde 40T
Leistung: 40 W
Repeating Duty Cycle: 0,9

Power Range Switch: low

30 sec Ultraschall

30 sec auf Eis

3 Zyklen

Nach Entfernen der Zelltrimmer durch Zentrifugation (10 min, 13.000 rpm, RT,
Hettich Mikro 22) wurde der proteinhaltige Uberstand in frische ReaktiosgefdBe
tiberfiihrt und die Proteinkonzentration mittels Bradford-Test bestimmt (siche 3.2.1.4).
Eine Lagerung der Proteinlosungen war bei mindestens -20 °C fiir einige Wochen

moglich.
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3.3.6.3 Acetonfillung von Proteinen

Durch die Zugabe von 4 Volumen Aceton p.A. (Sigma Aldrich) wurden die obig
aufgereinigten Proteine denaturierend fiir zwei Std. bei -20 °C gefillt. Das Prézipitat
wurde nach Sedimentation (30 min, 14.000 rpm, Hettich Mikro 22) und Entfernen des
Uberstandes in Rehydrationspuffer aufgenommen (siehe 3.3.6.5). AnschlieBend wurde
die Ausbeute mittels Bradford-Test ermittelt und die Proben wie in 3.3.6.4 bzw.

3.3.6.5 beschrieben weiter analysiert.

3.3.6.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Erhohung der Vergleichbarkeit der 2D-Gelelektrophoresen (siehe unten) wurden
die Konzentrationen der oben beschriebenen Proteine vor dem Einquellen und der
isoelektrischen Fokussierung mittels Bardford-Methode miteinander angeglichen
(siche oben). Dieser Angleich wurde mittels SDS-PAGE nach Laemmli (Laemmli
1970) iberpriift. Bei der SDS-PAGE erfolgt die Auftrennung von Proteinen nach
threm Molekulargewicht in einem engporigen, denaturierenden Trenngel (15 % PAA,
375 mM Tris-HCI, pH 8,8, 0,1%iges SDS), kombinert mit einem weitporigen,
denaturierenden Sammelgel (6 % PAA, 125 mM Tris-HCI, pH 6.8, 0,1%iges SDS).
Zusitzlich erhoht der unterschiedliche pH-Wert von Trenn- und Sammelgel die
Trennleistung dieser PAGE. Das denaturierende Agens Natriumdodecylsulfat (SDS) in
Probe und Gel zerstort die kovalenten Wechselwirkungen im Protein, und die
hydrophoben Reste der SDS-Anionen lagern sich an die Proteinketten an (1,4 g SDS/g
Protein) (Lottspeich 1998). Diese iiberlagern dadurch die Eigenladung der Proteine, so

dass diese bei der Auftrennung keine nenneswerte Rolle spielt.

Die Proben wurden mit 2 Volumen 4x SDS-Probenpuffer versetzt und in Gegenwart
von 3 pm B-Mercaptoethanol fiir mindestens 5 min bei 96 °C denaturiert.
Anschliefend wurden die Proben auf kleine SDS-Gele gegeben und bei 50 V iiN in 1x
SDS-Puffer aufgetrennt. Die Detektion der Proteinbanden geschah abschliefend

mittels Coomassiefarbung (siche 3.2.9).
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Losung A:  30% Acrylamid-/Bisacrylamid-Losung (30:1)
Losung B: 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

Losung C: 10% (w/v) SDS

Losung D: 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

Klebegel: 1/3 (v/v) 30% PAA (30:1)2/3 (v/v) Aqua dest.

Kleines SDS-Gel:  BxHxT
40 ml Trenngel: 180 mm x 120 mm x 1 mm

10 ml Sammelgel: 180 mm x 40 mm x 1 mm

3.3.6.5 Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) ist die erste Dimension der 2D-
Gelelektrophorese. Sie ist ein gelelektrophoretisches Verfahren, bei dem iiber einen
immobilisierten pH-Gradienten (IPG) Proteine nach ihrer Ladungszusammensetzung
getrennt werden. In solch einem Gradienten wandern Proteine in einem elektrischen
Feld ihrer Ladung entsprechend bis zu dem pH-Wert, an dem ihre Nettoladung Null
betrigt (pl; isoelektrischer Punkt).

Das acetongefillte Gesamtprotein (siche 3.3.6.3) wurde in Rehydrationspuffer
resuspendiert und gelost. 400 pg wurden in 340 pl Losung aus Rehydrationspuffer, 2
%iger IPG-Puffer und 66 mM DTT {N in 18 cm Immobiline Dry Strips ph 3 bs 10
nichtlinear (NL) (GE Healthcare) eingequollen. Dazu wurden die Streifen in den
Rehydrationskammern mit der klebrigen Seite nach unten auf die Proteinldsung gelegt

und mit Mineralol tiberschichtet.

Rehydratationspuffer: 7 M Harnstoff
2 M Thioharnstoff
4 % CHAPS
0,5 % Triton X 100
0,04 % (w/v) Bromphenolblau
(Lagerung bei -20 °C)



80 Methoden

Am folgenden Tag wurden die Streifen in Aqua dest. getaucht und iiberschiissiges
Wasser vorsichtig abgetupft. Die Streifen wurden mit der Gelseite nach oben auf die
Keramikslides der 20 °C vortemperierten Elektrophorese-Apparatur (Ettan IGphor 3)
mit dem sauren Ende zur Anode und dem basischen Ende zur Kathode hin positioniert.
Die Streifen wurden mit Aqua dest.-befeuchteten Elektrodenpapieren an beiden Enden
der Streifen versehen und zur Vermeidung eines Auskristallisierens des Harnstoffes
mit Mineraldl erneut iiberschichtet. Nach dem Fixieren der Elektroden auf den
Elektrodenpapieren am Ende der IEF-Streifen, wurde die isoelektrische Fokussierung

mit folgenden Parametern gestartet:

Spannung Zeit [h] kVh
Step 1 Step and Hold 500V 1:00 0,5
Step 2 Gradient 1000 V 1:00 0,8
Step 3 Gradient 8000 V 3:00 13,5
Step 4 Step and Hold 8000 V 2:40 21,2
Gesamt 7:40 36,0

Nach der isoelektrischen Fokussierung konnten die Streifen in den Aquilibrierrdhren

bei -70 °C gelagert werden, sofern nicht sofort die 2. Dimension angeschlossen wurde.

3.3.6.6 Aquilibrierung und SDS-PAGE (2. Dimension)

Durch die Aquilibirierung wurden die Streifen mit dem SDS-Puffersystem gesittigt.
Hierzu wurden die Streifen bei RT in 10 ml DTT-haltiger Aquilibrierlosung
geschwenkt. Nach 15 min wurde die DDT-haltige Losung durch 10 ml der
Iodacetamid-haltigen Aquilibrierlsung ersetzt und die Streifen erneut fiir 15 min bei
RT geschwenkt. Zur Gelauftrennung wurden die Streifen anschlieend in Aqua dest.
getaucht und vorsichtig mit Hilfe einer Pinzette mit der Gelseite nach vorne auf ein 15
%iges SDS-Polyacrylamid-Gel positioniert. Mit Hilfe der Gel-Caster Apparatur (GE
Healthcare) wurden die vier Trenngele gleichzeitig gegossen. Weiterhin wurde auf ein

Sammelgel verzichtet und in den ersten PAGE ein Molekulargewichtsmarker durch
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Aufbringen auf ein Stiick Whatman-Papier ca 1 cm® mitgefiihrt. Die Streifen samt
Whatman-Papier wurden durch 1 %ige Agarose mit 0,1 %igem SDS fixiert und die
Elektrophorese in der Ettan Dalt Six Gelelektrophoreseapparatur (GE Healthcare) mit
folgenden Einstellungen durchgefiihrt.

mA/Gel Spannung [V] W/Gel Temperatur [°C]
uN 12 150 2 30
uT 40 500 13 25

Die Elektrophorese wurde am nichsten Tag eine Std. nach Auslaufen des Blaumarkers

gestoppt.

Aquilibrierungspuffer: 6 M Harnstoff
16 ml Aqua dest.,
10 mM Tris-HCI, pH 8,5
20 ml 10 %SDS
30 ml Glycerin
0,4 % (w/v) Bromphenolblau
(Lagerung bei -20°C)

Aquilibrierungsldsung mit DTT: 10 ml Aquilibrierungspuffer
100 mg DTT

Aquilibrierungslésung mit Iodacetamid: 10 ml Aquilibrierungspuffer

480 mg lodacetamid
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse stringent regulierter ribosomaler RNA-Promotoren aus
Escherichia coli: Einfluss von DksA, ppGpp und dem Initiations-

nukleotid auf die in vitro Promotoraktivitat

Die Synthese ribosomaler RNA wird in E. coli iiber die Aktivitit von sieben
ribosomalen Operons kontrolliert. In vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdten der individuellen Operons in Abhédngigkeit
zu den Wachstumsbedingungen untereinander deutlich variieren. Auch war aus der
Literatur bekannt, dass sich die 3" vom Promotor befindlichen regulatorischen
Sequenzen der jeweiligen ribosomalen RNA P1-Promotoren unterscheiden. 3" distal
an den Promotor angrenzende regulatorische Sequenzen sind in der Regulation und
Expression vieler prokaryotischer Gene stark involviert und dienen unter anderem als
Bindestelle fiir regulatorische Faktoren (Hillebrand et al. 2005, Hirvonen et al. 2001,
Pul et al. 2005). Wie die meisten bakteriellen Promotoren starten die ribosomalen
Promotoren, mit Ausnahme des rrnD PI-Promotors, welcher mit einem GTP startet,
mit einem ATP als Initiationssubstrat. Interessanterweise konnte von uns gezeigt
werden, dass der rrnD PI-Promotor, dessen Transkript als einziges mit einem GTP
anstelle eines ATP initiiert, in vivo deutlich weniger ppGpp-sensitiv reguliert wird als

die anderen (Kolmsee et al. 2011).

4.1.1 In vitro Transkriptionsanalyse stringent regulierter ribosomaler

Promotoren

In einem ersten Teil dieser Arbeit, wurde die in 3.1 beschriebene Korrelation zwischen
Startnukleotid und ppGpp-Sensitivitit weiterfiihrend analysiert. Es wurde untersucht,
ob den differentiellen Promotorreaktionen auf ppGpp und DksA die intrinsischen

Eigenschaften der Promotorsequenzen zugrunde liegen oder diese durch andere, bisher
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unbekannte, zelluldre Faktoren hervorgerufen werden. Zu diesem Zwecke wurden die
rrn P1-Promotorsequenzen zusammen mit aufgereinigter E. coli 6'°-RNAP unter dem
Einfluss der stringenten Effektoren ppGpp und DksA in vitro transkribiert (siche
3.3.4.1)Die rrnH, rrnD, rrnE und rrnB P1-Promotoren (siche Diplomarbeit Annette
Hillebrand) wurden in Plasmide kloniert und als superhelikale Transkriptionsmatrizen
eingesetzt. Des Weiteren wurden zwei rrnD P1-Variationen verwendet, von denen die
eine das rrnD Operon-Transkriptionsstartnukleotid +1G durch ein  Adenin
ausgetauscht hat (r7nD P1 +1A) und die andere zusitzlich einen weiteren
Nukleotidaustausch von Thymin nach Cystosin an der dritten Position des Transkriptes
(rrnD P1 +1A +3C) aufwies (Kolmsee and Hengge 2011). Durch diesen zusdtzlichen
Basenaustausch wurde eine r7nD P1-Variante erstellt, welche im Bereich von 18 bp 3’
distal vom Transkriptionstart (-18) bis 5 Nukleotide nach Transkriptionsstart (+5)
identisch zu den -18 bis +5 Sequenzen der r#nH und rrnE P1-Promotoren war (siche
Abb. 1.5.2.1). Die Transkription der Promotoren wurde, sowohl unter dem Einfluss
von 300 uM ppGpp (violette Sdulen) als auch ppGpp unabhéngig (graue Séulen),
jeweils ohne bzw. mit steigenden Konzentrationen an DksA (von dunkel nach hell: 0;
1; 2; 4 uM) getestet. AnschlieBend wurden die Transkripte auf einem denaturierenden
Polyacrylamidgel separiert, quantifiziert und, wie in Abbildung (4.1.1) dargestellt,

ausgewertet.

Die in der Abbildung dargestellten Diagramme geben die gemessene
Transkriptionsaktivitit der »#n-Promotoren (obere Spalte Autoradiogrammausschnitt)
normalisiert iiber die Aktivitit der als stringent unreguliert geltenden RNAI-
Transkription (untere Spalte Autoradiogrammausschnitt) und in Relation zu der
ppGpp-DksA-freien Probe wieder. Es ist zu erkennen, dass in Abwesenheit von ppGpp
DksA in den getesteten Konzentrationen bis zu 2 uM keinen klaren inhibitorischen
Effekt (maximal gemessene Inhibition war 10 %) auf die gemessenen
Promotoraktivititen aller getesteten Promotoren hatte. Stellenweise wirkte sich DksA
in steigenden Konzentrationen sogar aktivititsfordernd auf die Promotoren aus. In
diesen Fillen konnte im Vergleich zu der ppGpp-DksA-neutralen Probe eine
Transkriptionssteigerung von ca. 10 % gemessen werden. Dieser aktivierende Effekt
zeigte sich jedoch auch bei der (wie oben beschrieben als stringent unreguliert
geltenden) RNAI1-Transkription. Die Zugabe von 4 puM DksA in ppGpp-freiem

Hintergrund (Spur 4) ergab nach Quantifizierung in einigen Féllen -einen
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Transkriptionseinbruch von ca. 30 %, welcher jedoch in den dazugehorigen
abgebildeten Banden nicht widergespiegelt wurde. Stattdessen konnte in den
betroffenen Proben in Relation zu den niedrig-DksA-behandelten Proben ein
deutlicher Anstieg der RNAI-Transkription beobachtet werden. Es ist daher sehr
wahrscheinlich, dass der oben beschriebene Einbruch im Séulendiagramm der
gesteigerten RNA 1-Promotoraktivitit begriindet ist (siche Diskussion).

Die Zugabe von 300 uM ppGpp ohne DksA (Spur 5) verursachte in allen getesteten
Promotoren unisono einen Einbruch der rRNA-Transkription von 30 % bis 60 %.
Dieser Einbruch lieB sich durch die Zugabe von DksA konzentrationsabhidngig auf 60
% bis 80 % im Vergleich zur urspriinglichen Transkription der effektorfreien rrn-
Promotoren steigern. Es ist daher festzuhalten, dass sich unter den getesteten
Bedingungen und im Gegensatz zu den vorangestellten in vivo Resultaten, das
Transkriptionsverhalten des rrnD Pl-Promotors beziiglich seiner stringenten

Regulation nicht von denen der anderen ribosomalen Promotoren unterscheiden lieB3.

Erginzend ist zu erwédhnen, dass auch in den ppGpp-supplementierten Ansétzen die
Zugabe von 4 uM DksA (Spur 8) einen Anstieg der RNA1-Transkription zur Folge
hatte (siche Diskussion 5.1).
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Abb. 4.1.1 Einfluss von ppGpp und DksA auf die ribosomalen Promotoren rrnB P1, rrnH
P1, rrnE P1 und rruD P1, sowie der rrnD P1-Mutanten rrnD P1 +IA4 und rrnD P1
+14+3C

Dargestellt sind Ausschnitte eines reprdsentativen Autoradiogramms aus fiinf unabhingig
durchgefiihrten in vifro Transkriptionen zur Bestimmung der Aktivitit ribosomaler
Promotoren unter dem Einfluss von ppGpp und/oder DksA. Als Transkriptionstemplate diente
superhelikale Plasmid-DNA. Jedes der eingesetzten Plasmide kodierte neben der jeweiligen
Promotorsequenz (P) zusétzlich den RNA1-Promotor (R). Den Transkriptionsansétzen wurde
in Gegenwart von 300 uM ppGpp (+; violette Saulen, Spuren 5 bis 8) bzw. in Abwesenheit
von ppGpp (-; graue Sadulen, Spuren 1 bis 4) 1 bis 4 uM DksA hinzutitriert. Zusétzlich wurde
sowohl in den Ansétzen mit als auch in den Ansétzen ohne ppGpp eine Probe in Abwesenheit
von DksA [0 pM] analysiert. Die jeweilige Konzentration an eingesetztem DksA wird von der
Intensitdt der Sédulenfirbung wiedergegeben (0, 1, 2 und 4 uM). Alle Transkripte der
Promotoren wurden auf einem 10 %igem denaturierenden Polyacrylamidgel (dPAA-Gel)
aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Produkte der ribosomalen Promotoren mittels
Phospholmager quantifiziert, iiber die jeweilige RNA1-Transkriptmengen normalisiert und als
Sadulendiagramm in Relation zur DksA- und ppGpp- freien Probe graphisch dargestellt
(Kolmsee et al. 2011).

4.1.2 Effekte limitierter GTP-Konzentrationen auf stringent regulierte
Promotoren in Abhingigkeit ihres Transkriptionsstartnukleotids und in

Gegenwart von ppGpp bzw. DksA

Fiir diverse Promotoren konnte eine Abhingigkeit der Transkriptionsaktivitit zur
Konzentration des jeweiligen Strartnukleotids gezeigt werden (Murray et al. 2003).
Vorherige Studien unserer Arbeitsgruppe lassen vermuten, dass ribosomale
Promotoren wie der rrnD P1 ebenfalls zu dieser Klasse der Promotoren gehdren.
Unterschiede in der Konzentration des jeweiligen iNTP scheinen hierbei die ppGpp-
Sensitivitit ribosomaler Promotoren deutlich zu beeinflussen. Im Gegensatz zur in vivo
Situation, bei der der NTP-Titer iiber komplexe intrazellulire Mechanismen stindig
reguliert wird, wurden die NTP-Konzentrationen in den oben beschriebenen in vitro
Transkriptionen standardméafig bei fest eingesetzten 65 uM je Nukleotid durchgefiihrt.
Es wurde daher vermutet, dass die beobachteten Diskrepanzen der in vivo und in vitro
Resultate den variabel (in vivo) bzw. starr (in vitro) vorliegenden (i)NTP Titer
verschuldet waren. Daher wurde in weiteren in vitro Transkriptionsansédtzen versucht
durch Variation der iNTP Konzentrationen, die in vivo Bedingungen nachzustellen.
Wie im Vorherigen erwéhnt, steigt in E. coli der intrazellulire ppGpp-Gehalt im
Rahmen der stringenten Kontrolle durch die gesteigerte Phosphorylierung von GDP
bzw. GTP zu ppGpp bzw. pppGpp bis in den millimolaren Bereich (Lund and
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Kjeldgaard 1972). Diese erhohte GTP-Phosphorylierung ldsst eine drastische
Ausdiinnung des fiir Transkription zur Verfiigung stehenden NTP-Pools an GTPs
vermuten. Ein dhnlicher Mechanismus konnte fiir die Regulation stringent regulierter
Promotoren in Bacillus subtilis (B. subtilis) gezeigt werden. In B. subtilis erfolgt die
Drosselung grofiteils mit GTP-startenden stringenten rRNA-Promotoren nicht wie in
E. coli durch direkte Reprogrammierung der RNAP, sondern vielmehr iiber
Limitierung des zur Verfiigung stehenden GTP-Pools. Diese Drosselung riihrt jedoch
nicht von der hohen ppGpp-Synthese her, sonder ist Resultat einer aktiven Hemmung
der GTP-Biosynthese durch ppGpp (Krasny and Gourse 2004). Aufgrund der oben
beschriebenen Bedeutung des Startnukleotids, konnte sich diese Ausdiinnung des GTP

auch in E. coli auf den mit einem GTP-startenden rrnD P1-Promotor auswirken.

In Abbildung 4.1.2 konnte gezeigt werden, dass eine Reduzierung des GTP-Gehalts
von 65 uM auf 1 uM keinen Einfluss auf die stringente Regulation aller drei getesteten
Promotoren hat (obere Spalte Autoradiogrammausschnitt). Beziiglich ihrer ppGpp-
und DksA-Sensitivitit waren die gemessenen Aktivitdten der Promotoren vergleichbar
mit den gemessenen Aktivititen der in vitro Transkriptionen unter NTP-
Standardbedingungen (siche Abb. 4.1.1).

Die iiber die RNAI-Transkription (untere Spalte Autoradiogrammausschnitt)
normalisierten Intensititen der ribosomalen Transkripte zeigten unabhéngig des
Startnukleotids ihrer Promotoren in Abwesenheit von ppGpp (graue Séulen Spur 1 bis
4) keine Reaktion auf die getesteten DksA Konzentrationen (maximale gemessene
Inhibition im Bereich von 15 %). 300 uM ppGpp (violette Sdulen, Spur 5 bis 8) iibte
sich auf die Aktivitét aller drei getesteten Promotoren vergleichbar inhibitorisch aus.
In Abwesenheit von DksA erreicht die Transkription in den ppGpp-versetzten Proben,
durchschnittlich 50 % bis 60 % der urspriinglichen Aktivitit der effektorfreien
Promotoren. Die Zugabe von DksA steigerte in allen drei 77n-Promotoren den ppGpp-
Effekt. Nach der Zugabe von 1uM bis 2 uM DksA fiel die Promotoraktivitédt auf 40 %
der urspriinglichen Aktivitit herab. Die Zugabe von 4 uM DksA steigerte die oben
beschriebenen Effekte, so dass die Promotoraktivitit verglichen mit der des ppGpp-

DksA-freien Transkriptionsansatzes um 80 % bis 90 % abnahm.
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Neben dem ppGpp-unterstiitzenden Effekt von DksA auf ribosomale Promotoren
wirkte sich DksA in hohen Konzentrationen (4 uM; Spur 4 und 8) auch aktivierend auf

die Transkription der RNA1-Promotoren aus (siehe Diskussion 5.1).
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4.1.3 Analyse des Einflusses von ppGpp und DksA auf die in vitro Transkription
ribosomaler Promotoren in Abhiingigkeit auf ihre Startnukleotide und in

Gegenwart erhohter GTP-Konzentrationen

Nachdem es durch Minimierung des GTP-Gehalts in den in vitro
Transkriptionsanalysen (4.1.2) nicht gelang, die in vivo beschriebene differentielle
stringente Regulation des rrnD Pl-Promotor zu validieren, wurden in vitro
Transkriptionen in Gegenwart erhohter GTP-Konzentrationen durchgefiihrt. (Barker et
al. 2001, Gourse 1988, Heinemann and Wagner 1997, Langert et al. 1991).

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass die bindren offenen Komplexe
zwischen RNA-Polymerasen und stringent negativ regulierter Promotoren intrinsisch
besonders instabil und kurzlebig sind. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich der
Einbau der jeweiligen iNTPs stabilisierend auf die Halbwertszeit der binédren offenen
Komplexe solcher ppGpp- und DksA-sensitiven Promotoren auswirkt (Barker et al.

2001, Gourse 1988, Heinemann and Wagner 1997, Langert et al. 1991).

Durch die Supplementierung der in vitro Transkriptionsansitze mit 500 uM GTP
anstelle der urspriinglichen 65 uM, bei gleichbleibender Konzentration der anderen
beiden NTPs (65 uM UTP und GTP; CTP ist geringer konzentriert, da es das
radioaktiv markierte ist (ca 10 uM)), konnte in Gegenwart von ppGpp und DksA eine
differentielle Regulation der getesteten rRNA-Promotoren in Abhéngigkeit ihrer
iNTPs gezeigt  werden  (siche  Abbildung  4.1.3, (obere Spalte
Autoradiogrammausschnitt)). Der mit einem GTP an Position +1 startende rrnD P1-
Promotor entwickelte in Relation zu den anderen getesteten rrn-Promotoren einen
deutlich geringer sensitiven Phinotyp auf ppGpp. Wihrend DksA in Abwesenheit von
ppGpp (graue Sdulen, Spur 1 bis 4), wie erwartet, keinen deutlichen Effekt auf die
rrnD P1-Aktivitit hatte (Spur 1 bis 4), konnte auch die Zugabe von 300 uM ppGpp
(dunkelviolette Séule, Spur 5) in Abwesenheit von DksA die rmn Pl-
Promotortranskription  nicht reduzieren (siche  Diskussion). Selbst die
Supplementierung der ppGpp-haltigen Proben durch 1 uM bzw. 2 uM DksA (Spur 6
und 7) konnte die in den vorherigen in vitro Transkriptionen gezeigte, stringente
Regulierbarkeit des r7nD P1-Promotors nicht widerspiegeln. Erst nach der Zugabe von

4 uM DksA in der Gegenwart von 300 uM ppGpp (Spur 8) konnte die Transkription,
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verglichen mit der ppGpp-DksA-freien Probe, um ca. 50 % bis 60 % reduziert werden.
Die Erhohung des GTP-Titers hatte im Gegensatz dazu keinen Effekt auf die

stringente Regulation der mit einem ATP startenden Promotoren).
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Abb. 4.1.3 Auswirkung erhohter GTP-
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kontrollierte Promotoren
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Autoradiogramm aus einer von drei
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Die aufgefiihrten rrn-Promotoren (P)
wurden in Form von Plasmid-DNA als
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zusitzlich den RNA1-Promotor aufwiesen
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Transkriptionsverhalten der beiden getesteten 7#n P1-Promotoren mit einem ATP als
Transkriptionsstart. Wie in den vorherigen in vitro Transkriptionsanalysen (4.1.1 und
4.1.2) gezeigt, waren diese in Abwesenheit von ppGpp weitgehend nicht DksA-
reguliert (graue Sdulen). ppGpp hingegen wirkte sich auch in Abwesenheit von DksA
weiterhin stark inhibitorisch auf die rRNA P1-Promotoraktivitit aus. So konnte alleine
durch die Zugabe von 300 uM ppGpp (dunkelviolette Saule, Spur 5) die Transkription
des rrnB P1 bzw. des rrnD +1A4 P1-Promotors um ca. 40 % bis 50 % gesenkt werden.
DksA konnte in den getesteten Konzentrationen diesen Effekt in Gegenwart von
ppGpp noch steigern, so dass die Aktivitit der Transkriptionen in diesen Fall auf ca.
20 % bis 50 % der urspriinglichen Aktivitét abfiel. Die Quantifizierung der Transkripte
erfolgte tiber Normalisierung der gemessenen Intensititen der rRNA-Banden mit
denen der RNAI-Promotorprodukte (untere Spalte Autoradiogrammausschnitt).
Hierbei ist zu erwdhnen, dass, wie oben beschricben, DksA sich in hohen
Konzentrationen (4 uM; Spur 4 bzw. 8) stellenweise aktivierend auf die Transkription

des RNA1-Promotors wirkte.

4.1.4 Auswirkung erhohter ATP-Konzentrationen auf die stringente
Regulierung ribosomaler Pl1-Promotoren mit GTP bzw. ATP als

Transkriptionsstart

Wie in 4.1.3 gezeigt werden konnte, kann die stringente Sensitivitit des r#nD P1-
Promotors durch Erhohen des fiir die Transkription zur Verfiigung stehenden GTP-
Gehalts weitgehend aufgehoben werden. Die Sensitivitit des rrnB P1- bzw. des rrnD
+1A P1-Promotors auf ppGpp und DksA bleibt durch solch einen erhdhten GTP-Titer
dahingegen vollig unbeeinflusst. Das Transkript dieser beiden Promotoren startet an
der Position +1, im Gegensatz zu dem rrnD Pl-Promotor, nicht mit einem GTP
sondern mit einem ATP. Im Folgenden sollte daher sichergestellt werden, dass der
durch Erhohung der GTP-Konzentration hervorgerufene differentielle Effekt auf die
getesteten Promotoren in der Verfligbarkeit des jeweiligen Transkriptstartnukleotids

begriindet ist. Hierzu wurde versucht durch Erhéhen der ATP-Konzentration (500 uM)
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bei standardméBiger GTP-Konzentration (65 pM) den oben beschriebenen Effekt

umzukehren.

In den in Abbildung 4.1.4 dargestellten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die
Umkehrung des ATP- zu GTP-Verhiltnis aus 4.1.3 ebenfalls die Inversion des dort
beschriebenen ppGpp-DksA-Effektes auf die ribosomale Transkription zur Folge hatte
(obere Spalte Autoradiogrammausschnitt). Der in 4.1.3 als grofitenteils stringent
unreguliert charakterisierte rrnD P1-Promotor war unter diesen Bedingungen
vergleichbar mit 4.1.1 reguliert. Wie unter in vitro Transkriptionstandardbedingungen
hatte DksA ohne ppGpp kaum einen Effekt auf die gemessenen rRNA-Mengen (graue
Saulen). Dahingegen wirkte sich die Zugabe von ppGpp, auch in Abwesenheit von
DksA (Spur 5, dunkelviolette Sdule), inhibierend auf die rRNA-Transkription aus (40
% geringer als die ppGpp-DksA-freie Probe). Die Zugabe von DksA wirkte sich in
Gegenwart von ppGpp konzentrationsabhidngig inhibierend auf die ribosomale

Transkription des rrnD P1-Promotors aus (bis zu 80 % geringer aktiv).

Im Gegensatz dazu wurde die stringente Regulierung der beiden mit einem ATP
startenden rrn-Promotoren durch die erhohten ATP Konzentrationen nahezu
aufgehoben. Weder durch Zugabe von DksA noch ppGpp konnte die Transkription des
rrnB P1- bzw. des rrnD +1A4 P1-Promotors gedrosselt werden. Erst die Zugabe von 4
uM DksA in Anwesenheit von ppGpp, hatte eine Inhibierung der beiden Promotoren

um ca. 60 % zur Folge.

Wie auch fiir die obigen in vitro Transkriptionen beschrieben, wirkte sich 4 uM DksA
stellenweise aktivierend auf die Transkription des RNAI1-Promotors aus (jeweils
untere Spalte Autoradiogramm). Dieses Phinomen wird, wie oben erwihnt, im

Diskusionsteil dieser Arbeit ndher erortert werden.
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Abb. 4.1.4 Einfluss erhéhter ATP-Kon-
zentrationen auf stringent kontrollierte
Promotoren

Im Obigen abgebildet befindet sich
reprasentativ das Ergebnis aus einer von
drei durchgefiihrten in vitro Transkript-
ionen. Plasmid-DNA, welche neben dem
Promotor fiir die RNA1(R) zusitzlich den
rrnB P1-, den rrnD P1- oder den rrnD P1-
Promotor mit einem Basenaustausch an
der Stelle +1 A statt G trug (P), wurden in
Gegenwart von 500 puM ATP als
superhelikale Transkriptionsmatrize ein-
gesetzt. Die Transkriptionen wurden in
Gegenwart (+; violette Saulen, Spur 5 bis
8) oder in Abwesenheit (-; graue Séulen,
Spur 1 bis 4) von ppGpp und/oder DksA
durchgefiihrt. Wihrend die gewidhlte
ppGpp-Konzentration der betreffenden
Proben konstant gehalten vorlag (300
uM), variierte der molare DksA-Gehalt
der einzelnen Proben und ist durch einen
Keil angedeutet (Spur 1 bis 4 bzw. 5 bis 8:
1; 2 und pM). Die Transkripte wurden auf
einem 10 %igen dPAA-Gel aufgetrennt
und mittels Autoradiogramm
densitometrisch ausgewertet und
quantifiziert. Die Produktintensititen der
ribosomalen Promotoren wurden gegen
die Intensititen der RNA1-Promotoren
normalisiert und in Relation zur ppGpp-
und  DksA-  unbehandelten = Probe
dargestellt.(Kolmsee et al. 2011)



96 FErgebnisse

4.2 Charakterisierung der ppGpp-Sensitivitit der E. coli RNAP:
Bedeutung der ®-Untereinheit fiir die Stringente Regulation

ribosomaler Promotoren

Bei Prokaryoten findet die Regulation der Genexpression mallgeblich iiber
Kontrollmechanismen auf Transkriptionsebene statt. Die Transkription von Genen in
E. coli wird hierbei von einer aus sechs Untereinheiten bestehenden ,,multi-subunit®-
RNA-Polymerase durchgefiihrt. Diese setzt sich aus zwei a- und je einer -, ’-, o- und
einer ®-Untereinheit zusammen (Geszvain et al. 2004). Lange Zeit konnte trotz
diverser Studien der w-Untereinheit keine signifikante, funktionelle Rolle in der
spezifischen RNAP-Aktivitit zugeteilt werden. Die Deletion von o aus E.coli RNAP
hatte weder Einfluss auf die spezifische Aktivitit noch auf die Interaktion der w-
deletierten RNAP mit Transkriptionsfaktoren. Daher wurde funktionale RNAP in
vielen Studien standardméBig durch in vitro Rekonstitutionen hergestellt, die die -
Untereinheiten nicht beriicksichtigten (Tang et al. 1995). Wihrend die Arbeitsgruppe
von Ishihama (Igarashi et al. 1989) zeigen konnte, dass RNA-Polymerasen nach
Entfernen von o in vitro an ppGpp-Sensitivitit verliert, wurde zwei Jahre spiter von
Gentry et al. Gegenteiliges berichtet. Die Arbeitsgruppe zeigte in ihrer
Verdffentlichung von 1991, dass die rRNA-Transkription w-defizienter Zellen nach
Aminosdurenmangel unverdndert stringent reguliert wird (Gentry et al. 1991). Vor
einigen Jahren jedoch konnte der w-Untereinheit eine direkte Beteiligung an der
Stringenten Kontrolle ribosomaler Promotoren nachgewiesen werden (Ghosh et al.
2001, Mathew and Chatterji 2006, Chatterji et al. 2007). Darauf aufbauend konnte
2013 in E. coli eine ppGpp-RNAP-Bindestelle identifiziert werden, an der o direkt
beteiligt ist (Ross et al. 2013).

4.2.1 Retardierungsanalysen zur Bestimmung der Bedeutung der E. coli o-
Untereinheit fiir das Initiationsverhalten der RNAP an ausgesuchten

Promotoren

Die in 4.2 beschriebenen Diskrepanzen der Bedeutung der E. coli ow-Untereinheit flir

die Transkription diverser Promotoren wurde in diesem Abschnitt mit Hilfe von
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Retardierungsanalysen untersucht. Anhand dieser RNAP-Promotor-Bindestudien
sollten Riickschliisse auf die Bedeutung der w-Untereinheit fiir das Initiationsverhalten
der RNA-Polymerase an positiv bzw. negativ stringent regulierten, sowie nicht
stringent regulierten Promotoren erzielt werden. Zur Analyse der Interaktionen an
stringent positiv regulierten Promotoren wurde die Bindung der RNAP an dem hisG-
Promotor gemessen. Als Beispiel fiir negativ regulierte Promotoren diente die RNAP-
Bindung des rrnB P1-Promotors, wihrend die Bindung des als nicht stringent reguliert
geltenden tac-Promotors stellvertretend fiir stringent nichtregulierte Promotoren

analysiert wurde.

Die Resultate der Analyse zur Beteiligung Omegas an der RNAP rac-
Promotorbindung wurden in Abbildung 4.2.1.1 exemplarisch zusammengefasst. (A)
zeigt das reprdsentative Autoradiogramm aus einer von drei unabhingig voneinander
durchgefiihrten Retardierungen. 100 nM wildtypische (WT) bzw. w-deletierte (A )
RNA-Polymerase (E), wurden jeweils in Abwesenheit (-) bzw. Anwesenheit (+) von
300 uM ppGpp (P) und/oder 2 uM DksA (D) zusammen mit **P-markierter fac-
Promotor-DNA inkubiert und der Ansatz auf einem 5 %igem nativen PAA-Gel
aufgetrennt. Die Intensititen der autoradiographisch detektierten Gelbanden wurden
quantifiziert und die Banden der fac-RNAP-Komplexe (griiner Pfeil Nr 1) in einem
Diagramm prozentual zur gemessenen Gesamtintensitit wiedergegeben (B). Als
Gesamtintensitit wurde hierbei lediglich die Summe aus der Intensitit der
ungebundenen fac-Fragmentbanden (dunkelblauer Pfeil) und der der tac-RNAP-
Komplexbanden gewertet. Die Signale der mit dem griinen Pfeil Nr. 2 markierten
Banden, welche sich in ihrem Verlauf als vergleichbar mit denen des griinen Pfeils Nr.
1 erwiesen, wurden demnach nicht in die Quantifizierung mit aufgenommen (siche
Diskussion). In allen drei durchgefiihrten Retardierungen verzeichneten die Effektoren
ppGpp und DksA in den getesteten Konzentrationen und unabhingig davon, ob sie
einzeln oder in Kombination mit dem Retardierungsansatz vorlagen, keinen deutlichen
Effekt auf die tac-RNAP-Komplex Bildung. Weder bei der Wildtyp- noch bei der Aw-
RNAP konnte ein deutlich verdndertes, effektorabhdngiges Bindeverhalten der beiden
Polymerasen an dem tac-Promotor verzeichnet werden. Die Messungen der fac-
RNAP-Bindungseffizienz ergaben nach Quantifizierungen innerhalb eines
Experiments, durchschnittlich eine Streuung von ca. 10 %. Varianzen dieser

GroBenordnung innerhalb eines Experimentes waren in allen drei Retardierungen
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unabhingig von ppGpp und DksA und verfolgten demnach keinen echten Trend.
Allerdings ist zu erwéhnen, dass lediglich in einer der drei durchgefiihrten tac-
Bindeanalysen oben erwéhnte Varianz in Anwesenheit von DksA zu einem Einbruch
der Komplexbildung innerhalb der beschriebenen 10 % fiihrte. In den anderen beiden
Messungen hatte DksA, o unabhéngig, einen cher leicht aktivierenden Effekt auf die
tac-Promotorbindung. Dieser Effekt war zu erwarten. Da aber in spiteren Analysen
der tac-Promotor als interner Standard dienen sollte, musste sichergestellt werden,
dass er sich unter den verwendeten Bidungungen nicht abweichend verhélt (siehe 4.1,

RNAT-Promotor).
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Abb. 4.2.1.1 Einfluss von ppGpp und/oder DksA auf die tac-Promotorbindung
wildtypischer bzw. w-deletierter RNAP

Gezeigt ist ein reprisentatives Autoradiogramm resultierend aus einer von drei unabhingig
voneinander durchgefiihrten ~Gelretardierungen (A). **P-markierte fac-Fragment-DNA
(dunkelblauer Pfeil) wurde, wie in der Abbildung angegeben, entweder mit wildtypischer
RNAP oder mit einer w-deletierten RNAP (Enzyme E) zusammen inkubiert. Das
Bindeverhalten der jeweilig getesteten RNAP mit dem eingesetzten Fragment wurde in Ab-
bzw. Anwesenheit (-/+) von 300 uM ppGpp (P) und/oder 2 uM DksA (D) getestet. Die
resultierenden Komplexe sind auf einem 5 %igen nativen PAA-Gel aufgetrennt worden und
mit einem griinen Pfeilen (1 bzw. 2) gekennzeichnet. (B) Die Signalintensititen der in (A) mit
dem griinen Pfeil Nr.2 dokumentierten Komplexe wurden densitometrisch ausgewertet und als
prozentualer Anteil der Gesamtintensitit (Summe Intensitit freie DNA und Komplex)
graphisch dargestellt. Die Intensitéten der fac-Komplexe mit der wildtypischen RNAP wurden
innerhalb des Diagramms als schwarze Sdulen dargestellt. Die Sdulen spiegeln die Intensititen
der gemessenen Banden der o-deletierten RNAP Komplexe mit dem tac-Promotor wider.
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Nachdem sich, wie oben gezeigt, die An- bzw. Abwesenheit der E. coli RNAP -
Untereinheit weder unter stringenten noch unter nicht stringenten Bedingungen auf die
Erkennung des fac-Promotors auswirkt, wurde in weiteren Untersuchungen, die
Beteiligung von ® an der Bindung des stringent positiv regulierten hisG-Promotors
analysiert. Ebenso, wie obig fiir die fac-Promotor-Bindeanalyse beschrieben, wurde
hierbei der ®-Einfluss auf die Promotorbindung durch 100 nM WT- bzw. Ao-RNAP
(E) in Abhédngigkeit zu den stringenten Effektoren ppGpp (300 uM) und DksA (2 uM)
gemessen. Die Bindeansédtze wurden wie oben auf einem 5 %igen nativen PAA-Gel
aufgetrennt, densitometrisch ausgewertet und, wie in der Abbildung 4.2.1.2.
dargestellt, analysiert. Stellvertretend gezeigt ist das Ergebnis einer von drei
unabhingig durchgefiihrten Retardierungen, welche alle den gleichen Trend
verzeichneten. Die aufgetrennten Gelbanden wurden im Abbildungsteil (A) als
Autoradiogramm dargestellt. Mit Hilfe des dunkelblauen Pfeils wurde die Position des
nicht gebundenen *?P-markierten hisG-Promotor-DNA-Fragments in der Abbildung
indiziert, wihrend die Lauthohe der jeweiligen Promotor-RNAP-Komplexe durch
einen griinen Pfeil angezeigt wurde. Mit Plus (+) bzw. Minus (-) wurde die
Supplementierung der Ansitze z.B. durch ppGpp (P) und/oder DksA (D) bzw. die

Abwesenheit der Effektore in den Ansitze angezeigt.

Zur quantitativen Auswertung der in (A) dargestellten Banden wurden die Intensititen
der jeweiligen Komplexbanden im Abbildungsteil (B) in Relation zur Summe der
Intensititen aus Komplexbande und der dazugehdrigen Bande des nicht gebundenen
hisG-Fragments gesetzt.

Vergleichbar mit den in den tac-Promotor-Bindeanalysen beschriebenen Ergebnissen,
waren keine reproduzierbaren Unterschiede im Intensititsverlauf der hisG-
Komplexbanden in Abhédngigkeit zur o-Untereinheit zu verzeichnen. Jedoch war das
Interaktionsverhalten der beiden RNAP-Spezies an dem AhisG-Promotor im Gegensatz
zur tac-Promotorsituation, stark durch DksA beeinflusst. Wahrend ppGpp in der
eingesetzten Konzentration in Abwesenheit von DksA kaum einen Einfluss auf die
hisG-Promotorkomplexierung durch die RNA-Polymerasen hatte (hier eine
Reduzierung der Komplexmenge um 11 % in der WT bzw. 10 % in der Aw-Situation),
wirkte sich DksA deutlich komplexférdernd auf den hisG-Promotor aus. In
Abwesenheit von ppGpp bedingte die Supplementierung durch 2 pM DksA einen 45
%igen Anstieg in der Komplexbildung mit der Wildtyp-RNA-Polymerase. Die Menge
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an gebildeten Promotor-A®w-RNAP-Komplexen steigerte sich durch die eingesetzten
Mengen an DksA um ca. 35 %. Der beschriebene DksA-Effekt, konnte durch 300 uM
ppGpp auf Retardierungsebene nicht signifikant beeinflusst werden. Wahrend ppGpp
sich in diesem Fall bei der Bindung wildtypischer RNAP an dem hisG-Promotor
schwach reprimierend auswirkte (Abnahme der DksA-induzierten Komplexe um 12
%), nahm die Komplexbildung in den obigen A®w-RNAP-Ansétzen in Gegenwart von
DksA und ppGpp um 6 % zu.

(A)

=

%7 mmWT
Ao

=4
L=}
1

=)
T

-~
L=]
1

o
L=}
1

s
T

=) w
L=} (=]
1 1

(=]
1

Anteil Komplex zu Gesamtintensitat [%]
3

0

+
++

E
P -
D

+++

Abb. 4.2.1.2 Bindung des hisG-Promotorfragments durch wildtypische und ®-deletierte
RNAP in Anwesenheit und Abwesenheit der Effektoren ppGpp [300 pM] und DksA [2
uM]

2p-markierte DNA, welche die Promotorsequenz des hisG-Promotors beinhaltete
(dunkelblauer Pfeil), wurde in drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Ansédtzen mit
Wildtyp- bzw. einer o-deletierten RNAP-Mutante (Enzyme E) inkubiert. Das
Reaktionsprodukt wurde auf einem 5 %igen nativen PAA-Gel aufgetrennt und auf einem
Autoradiogramm detektiert (A).Die RNAP-4isG-Bindung wurde im Hinblick auf ihre ppGpp
[300 uM](P)- und DksA [2 uM] (D)-Sensitivitdt untersucht. ,,-“ bzw. ,,+* indizieren in der
Abbildung die Ab- bzw. Anwesenheit der Effektoren. Die Menge der gebildeten Komplexe,
gemessen an der Signalintensitit der zugeordneten Banden (griiner Pfeil), wurde quantifiziert
und in einem Diagramm dargestellt (B). Die Graphen zeigen die Menge des gebildeten
Komplexes als prozentualen Anteil der Komplexsignalintensitit (griiner Pfeil) iber die
gemessenen Gesamtintensititen (Summe Signale freier DNA und Komplexe). Es wurden
jeweils drei unabhingig voneinander durchgefiihrte Retardierungen durchgefiihrt, von denen
eine reprasentativ dargestellt ist (violette Sdulen: Komplexe der WT-RNAP; magentafarbene
Saulen: Komplexe der Aw-RNAP).
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Zur Analyse einer potentiellen Beteiligung der RNAP -Untereinheit an der
Stringenten Kontrolle negativ stringent regulierter Promotoren wurde im néchsten
Schritt exemplarisch und nach obigem Beispiel die Bindeaktivitit der beiden
analysierten RNAP-Spezies an dem rrnB Pl-Promotor untersucht. Das
Autoradiogramm einer aus drei unabhdngig voneinander durchgefiihrten
Retardierungen mit vergleichbarem Verlauf wurde in Abbildung 4.2.1.3 (A)
dargestellt. Die dargestellten Banden der freien *’P-markierten P1-Promotor-DNA
(dunkelblauer Pfeil) und der Komplexe aus Promotorfragment und 100 nM WT- bzw.
Aw- RNAP (griner Pfeil Nr. 3) wurden auf einem 5 %igen nativen PAA-Gel
aufgetrennt. Zusétzlich wurden auf diesem Wege weitere Komplexe identifiziert
(griner Pfeil Nr. 1; 2; 4 und 5). In der Darstellung wurde darauf geachtet, dass Art und
Farbgebung dieser Pfeile auf die Vergleichbarkeit der Reaktionen der betroffenen
Bandenintensititen unter dem Einfluss von ppGpp und DksA widerspiegeln (siche

(13

unten und Diskussion). Durch ,,+“ bzw. ,,-“ wurde die An- bzw. Abwesenheit der
Effektoren ppGpp (300 uM) und DksA (2 uM) beschrieben. Desweiteren wurden sie
zur Indizierung der An- bzw. Abwesenheit des Polymerasenzyms (E) unabhingig ihres

o-Gehalts verwendet.

Bei denen mit einem griinen Pfeil im dargestellten Autoradiogramm markierten
Banden 3 und 4 der wildtypischen RNAP-Ansitze konnte ein deutlicher Effekt von
ppGpp und DksA auf die Bandenintensititen verzeichnet werden. So erschienen diese
Banden nach der Zugabe von 300 puM ppGpp im Vergleich zu der
Effektorunbehandelten weniger intensiv. Wihrend durch die alleinige Gegenwart von
DksA in den getesteten Konzentrationen kein Einfluss auf die urspriingliche
Komplexbandenintesitit verzeichnet werden konnte, konnte der fiir die ppGpp-
beinhaltenden Proben beschriebene Effekt durch die Supplementierung des Ansatzes
mit DksA in Gegenwart von ppGpp zusitzlich gesteigert werden. Die Analyse der
Komplexe (griiner Pfeil Nr. 3 und 4) in den w-deletierten RNAP-Ansétzen verfolgten
einen dhnlichen Trend, der sich jedoch in einem Aspekt deutlich von den Banden der
gleichbehandelten wildtypischen Ansdtze unterschied. Wihrend 2 pM DksA ohne
ppGpp, vergleichbar mit der Wildtypsituation, keinen Einfluss auf die Intensitit
besagter Banden nehmen konnte, wirkten sich DksA zusammen mit ppGpp ebenfalls
WT-vergleichbar, stark inhibierend auf diese Banden aus. Hervorzuheben ist jedoch,

dass anders als bei der Wildtyp-RNAP die bloe Zugabe von 300 uM ppGpp vor
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DksA-freiem Hintergrund keinerlei Effekt auf die Komplexbildung der Aw-RNAP mit
dem rrnB P1-Promotor ausiiben konnte.

Der oben beschriebene charakteristische Verlauf der mit griinen Pfeilen (Nr. 3 und 4)
gekennzeichneten Banden, lie sich stellenweise auch auf die Banden der Lauthohe
des Pfeils Nr 2 {iibertragen. Auch bei diesen Banden iibte sich ppGpp in den
Wildtypansétzen inhibierend auf die r#7nB P1-Bindung aus, wéhrend die eingesetzten
DksA-Mengen kaum einen Einfluss auf diese Bindung hatten. Ebenso zeigten sich die
vergleichbaren Banden der o-freien Bindeansétze auch hier in Abwesenheit von DksA
nicht ppGpp-sensitiv und umgekehrt. Allerdings unterschieden sich die Banden des
Pfeils Nr. 2 beider RNAP-Spezies deutlich in ihrer ppGpp- mit DksA-Sensitivitdt von
den Komplexen (Nr. 3 und 4). Wihrend diese, wie oben beschrieben, unabhingig von
o in Anwesenheit von ppGpp und DksA stark inhibiert wurden, lieB sich der Effekt
von ppGpp in den markierten Komplexen Nr. 2 durch die Zugabe von DksA nicht
steigern, so dass in den w-deletierten Ansdtzen keine Aussage dariiber getroffen
werden konnte, ob diese iiberhaupt einer stringenten Regulation folgten (siche 4.2.2

und Diskussion).

Die Banden auf Laufthohe von Komplex Nr. 1 erinnerten an die gleichfarbig
markierten Banden der fac-Promotor-Bindeanalysen (siche Abbildung 4.2.1.1 (A)) und
spiegelten auch in dieser Analyse den Intensitdtsverlauf der ppGpp-DksA-sensitiven
Komplexbanden wider. AbschlieBend ist eine schwach auftretende Bande in den
Ansitzen der Ao-RNAP-Proben zu erwédhnen. Diese trat unregelmdBig in DksA-
beinhaltenden Proben auf und wurde in der Abbildung durch den griinen Pfeil Nr. 5

hervorgehoben.

Aufgrund der Beobachtung, dass die mit Nr. 3 bezeichneten Komplexe in den WT-
Ansdtzen eine fiir negativ stringent regulierte Promotoren typische Reaktion auf
ppGpp und DksA zeigten und aufbauend auf weiterfilhrenden Analysen der oben
beschriebenen Komplexe 1 bis 5 (siche 4.2.2.), wurden die Komplexe Nr. 3 zur
tiefergehenden Analyse densitometrisch ausgewertet. Die Komplexmengen sind in
Abb. 4.2.1.3 (B) als prozentualer Anteil der Summe aus Intensitit des Komplex
(griner Pfeil Nr. 3) und der Intensitdt der ungebundenen rrnB P1-Promotor-DNA
(dunkelblauer Pfeil) graphisch dargestellt.
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Die Quantifizierung der Komplexbanden spiegelt die oben beschriebenen
Intensititsverldufe deutlich wider. Die gebildete Komplexmenge aus WT-RNAP und
rrnB P1-Promotor verzeichnete nach der Zugabe von 300 uM ppGpp in Abwesenheit
von DksA einen Einbruch um ca. 40 % in Relation zur effektorunbehandelten Probe.
Im Gegensatz dazu blieb die Menge der gebildeten Komplexe nach Zugabe von 2 uM
DksA unverdndert (Abnahme der gebildeten Komplexe um ca. 8 %). Durch die
Zugabe beider Effektoren konnte die Bildung der oben genannten Wildtypkomplexe in
Relation zur urspriinglichen Situation um ca. 60 % minimiert werden. Die Komplexe
der w-deletierten RNAP und dem rrnB P1-Promotor blieben in den Reaktionsansétzen
mit isoliert voneinander zugegebenen Effektoren in Relation zum effektorfreien
Ansatz nahezu unverindert (Zunahme der Komplexmenge nach ppGpp-Zugabe um ca.
11 % bzw. um 7 % nach DksA-Zugabe). Dahingegen fiithrte die Sublimierung der
Ansitze durch ppGpp und DksA in den getesteten Konzentrationen und in Relation zur

effektorfreien Probe zu einer Abnahme der Bandenintensitit um ca. 52 %.
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Abb. 4.2.1.3 Analyse der rrnB Pl-Promotor Bindesensitivitit wildtypischer und -
deletierter RNAP unter dem Einfluss der Effektoren ppGpp [300 pM] und DksA [2 pM]
Obig zusammengefasst ist das reprasentative Ergebnis einer aus drei unabhéngig voneinander
durchgefiihrten Retardierungen. (A) zeigt das Autoradiogramm eines 5 %igen nativen PAA-
Gels. Die rrnB P1 enthaltende *’P-markierte DNA (dunkelblauer Pfeil) wurde entweder mit
wildtypischer oder w-deletierter RNAP (Enzyme E) zusammen inkubiert. Die Fragment-
Polymerase-Interaktionen wurden in Abwesenheit (-) bzw. in Anwesenheit (+) von 300 pM
ppGpp (P) bzw. 2 uM DksA (D) analysiert. AnschlieBend wurden die resultierenden
Komplexe (griiner Pfeil Nr 1 bis 5,) gelelektrophoretisch aufgetrennt, densitometrisch
analysiert und wie in (B) dargestellt quantifiziert. Graphisch abgebildet ist die Intensitdt des
Komplexes ,griner Pfeil Nr. 3“ als prozentualer Anteil der Gesamtintensitit (Summe
Intensitdt freie DNA und Komplexe). Die gemessenen Intensititen wiedergegeben als
dunkelblaue Balken entsprechen den Komplexbanden aus WT-RNAP und P1-Promotor,
wihrend die hellblauen die Komplexbildung der Deletionsmutante widerspiegeln.
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4.2.2 Analyse und Charakterisierung der in 4.2.1.3 dargestellten, vermindert

stringent regulierten RNA-Polymerase-rrnB P1-Promotorkomplexe

Wie in 4.2.1.3 beschrieben, ergaben Retardierungen mit den in dieser Arbeit erstellten
und verwendeten rrnB P1-Fragmenten neben den ppGpp-DksA-sensitiven Komplexen,
auch diverse, moglicherweise unspezifische RNAP-r7nB P1-Promotor-Komplexe, die
sich in ihrer stringenten Regulierbarkeit von der Regulierbarkeit der spezifischen
Komplexe unterscheiden liefen. Grundlegendes Prinzip einer Retardierungen ist die
aus einer Komplexbildung resultierenden Absenkung der Mobilitit. Die Bindung der
RNAP an Promotor-DNA erfolgt hierbei iiber charakteristische Intermediate in
festgelegter ~ Reihenfolge. Diese  beinhalten  die ersten  Schritte  der
Transkriptionsinitiation wie die Bindung der Polymerase an den Promotor, resultierend
in dem sogenannten geschlossenen Komplex und das RNAP induzierte Aufschmelzen
der DNA-Helix im Promotorbereich. E. coli Promotoren bilden im Allgemeinen sehr
stabile offene Komplexe mit der RNAP aus. Diese zeichnen sich hdufig in Relation zu
den geschlossenen Promotorkomplexen durch eine deutlich erhdhte Komplexstabilitit
aus. Im Gegensatz zu dem geschlossenen Komplex sind offene Komplexe in der
Regel salz- und heparinresistent. Eine Ausnahme bilden hierbei die bindren offenen
Komplexe der ribosomalen Promotoren in E. coli. Der E. coli rrnB P1-Promotor ist
zum Beispiel sehr instabil und zerféllt unter Hochsalzbedingung oder in Gegenwart
des polyanionischen Kompetitors Heparin. Durch Zugabe der ersten beiden
Startnukleotide, entsprechend der Promotor-5"-Transkriptionssequenz (in diesem Fall:
Position +1 ATP und +2 CTP), bildet der sonst instabile »#nB P1, heparin- und

salzresistente bindre offene RNA-Polymerasekomplexe aus (Gourse 1988).

Um die in der Abbildung 4.2.1.3 mit dem griinen Pfeil Nr. 2 markierten, bedingt
stringent regulierten Banden ndher zu charakterisieren und, um die Banden der
Lauthohe griiner Pfeil Nr. 1 bzw. 2 als spezifische r7nB P1-RNAP-Komplexe zu
identifizieren, wurden diesbeziiglich  weiterfilhrende  Retardierungsanalysen

durchgefiihrt.

Hierzu wurde die Bindung von 100 nM WT-RNAP-Holo-Enzym (Holo) in An- bzw.
Abwesenheit der beiden rrnB P1-Startnukleotide ATP und CTP unter dem Einfluss
von 300 uM ppGpp und/oder 2 pM DksA in einem Retardierungsansatz untersucht.
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Die Stabilitdt der gebildeten offenen Komplexe wurde durch Gegenwart von 1x bzw.
2x vorliegendem Heparin getestet.

Weiterhin sollte ausgeschlossen werden, dass die oben beschriebenen unspezifischen
Banden auf eine unerwartete Promotorbindung von Core-Enzymen nach
Sigmadissoziation zuriickzufiihren waren (siehe 1.2.1 und 1.2.5). Wie in der Einleitung
geschildert, ist es der Core-RNAP nicht moglich, DNA in spezifischer Weise zu
binden. Es wire jedoch denkbar gewesen, dass die unspezifischen Banden, dem
Reaktionsansatz verschuldet, aus einer artifiziellen Core-Bindung resultierten. Daher
wurden in einem zusdtzlichen Ansatz eine potentielle Promotor-RNAP Core-Enzym-
Interaktion in Gegenwart beider Startnukleotide und unter dem Einfluss der
stringenten Effektoren getestet. Die Retardierungsansitze wurden auf einem 5 %igen
PAA-Gel aufgetrennt. Das Ergebnis der Analysen wurde in einem Autoradiogramm
detektiert und in Abbildung 4.2.2. dargestellt. Die An- bzw. Abwesenheit der
Effektoren ppGpp (P) und DksA (D), sowie die des Polymeraseenzyms (E) wurde

durch ,,+ bzw. ,,- indiziert.

Wie die Abbildung 4.2.2. verdeutlicht, konnte in den Ansétzen, in denen Holo-RNAP
zusammen mit den ersten beiden Startnukleotiden vorlag, das in Abb. 4.2.1.3 gezeigte
Komplexbandenbild validiert werden. Sowohl in Gegenwart von 1x als auch in den
Ansitzen mit 2x vorliegendem Heparin, konnten in Anwesenheit von ATP und CTP
vier Holo-RNAP- rrnB P1-Promotorkomplexen aufgetrennt werden. Die unteren
beiden Komplexe (griiner Pfeil 1 & 2) zeigten sich, wie fiir 4.2.1.3 beschrieben,
deutlich stringent reguliert. Ebenfalls im Einklang mit den Ergebnissen der vorherig
beschriebenen rrnB Pl1-Retardierungen hatte die Zugabe der stringenten Effektoren
kaum FEinfluss auf die Intensitit der beiden dariiber liegenden Komplexbanden
(Lauthohe Pfeile Nr. 1 und 2). In den Ansdtzen, in denen das Holo-Enzym
Startnukleotid-limitiert vorlag (nur ATP bzw. weder ATP noch CTP), lieen sich
lediglich die Banden der Lauthohe der Pfeile Nr. 1 und 2 detektieren. Diese zeigten
sich auch in Abwesenheit von CTP bzw. CTP und ATP als weiterhin nicht stringent
reguliert. In den Retardierungsansdtzen, in denen die r7nB P1-Bindung durch RNAP-
Core-Enzym analysiert wurde, konnte keiner der vier vorherig beschriebenen
Komplexe nachgewiesen werden. Stattdessen wurden in diesen Proben schwache,
ppGpp-DksA-unabhéngige Banden identifiziert, deren Laufhohe sich nur mit den

schwachen Banden aus der enzymfreien Probe (E-) vergleichen lieB (Komplex Pfeil
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Nr. 5 und 6). Die Tatsache, dass die Komplexe 5 und 6 ausschlieBlich in den Core-
RNAP und den RNAP-freien Ansétzen zu beobachten sind, ist ein klares Indiz dafiir,
dass eine Bindung durch das Core-Enzym nicht stattgefunden hat.

Holo Holo Holo Holo Core
+ A/CTP + ATP ohne C/ATP + A/CTP + A/CTP

IxHeparin 1xHeparin 1xHeparin 2xHeparin 1x Heparin
4

+

+ 0+
+ 4+ +
[ 5
+ '+
+ + +
[ 5
+ 0+
+ ++
oo+
+ 1+
+ ++
[ 3
+ 1+
+++

Abb. 4.2.2. Identifizierung und Charakterisierung verschiedener rrnB P1-Promotor-
RNAP-Komplexe anhand ihrer ppGpp- und DksA-Sensitivitiit, sowie ihrer Abhingigkeit
zu den +1 und +2 Startnukelotiden.

Dargestellt ist ein Autoradiogramm einer Retardierung zur Identifizierung und
Charakterisierung der unterschiedlichen rrnB P1-RNAP-Komplexe. Wildtyp-Holo bzw Core-
RNAP (E) wurde zusammen mit “*P-markierter rmB Pl-Promotorfragment-DNA
(dunkelblauer Pfeil) in An- bzw. Abwesenheit der +1A und +2C Startnukleotide inkubiert. Die
resultierenden Komplexe wurden in auf ihrer Sensitivitit gegeniiber Heparin (50 bzw 100
ng/pl final concentration (f.c.)), DksA [2uM] und ihrer Sensitivitit gegeniiber 2uM DksA in
Gegenwart von 300 uM ppGpp hin analysiert. Hierzu wurden die Komplexe auf einem 5
%igen nativen PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit griinen Pfeilen von 1 bis 6
gekennzeichnet. ,,+ bzw. ,,-“ Zeichen indizieren die An- bzw. Abwesenheit der beziiglichen
Komponenten.
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4.2.3 KD-Wert-Analysen des Einflusses der stringenten Effektoren auf die
Bildung der RNAP-Promotorkomplexe: Quantitative Bestimmung der
hisG-, rrnB P1- bzw. tac-Promotoren in Abhéngigkeit zur m-Untereinheit

mittels Oberflichen-Plasmonen-Resonanz (SPR)

Wie in Kapitel 4.2.1 gezeigt werden konnte, wirkt sich die m-Untereinheit der E. coli
RNA-Polymerase unterschiedlich auf die RNAP-Bindung verschiedener Promotoren
aus. Zur tiefergehenden Analyse sollte dieser Einfluss iiber die Bestimmung der KD-
Werte mittels BiaCore-Analyse nédher charakterisiert werden. Hierzu wurden 5’
biotinylierte, linearisierte PCR-Fragmente der drei oben analysierten Promotoren
generiert und wie in 3.3.5.1 beschrieben auf einem Streptavidin-Chip (SA-Chip)
immobilisiert. In jeweils drei unabhédngigen Versuchsabldufen wurde WT- bzw. Aw-
RNAP in Gegenwart bzw. Abwesenheit von 300 uM ppGpp und/oder 2 pM DksA
iiber die immobilisierten Promotoren gegeben. Der genaue Ablauf sowie die in dieser
Arbeit etablierten Versuchsbedingungen sind in 3.3.5.2 ausfiihrlich geschildert.

Unter den getesteten Bedingungen konnte fiir die Bildung der offenen fac-Promotor-
RNAP-Komplexe ein KD von 10° bis 10" M bestimmt werden. Diese
Bindungskonstante zeigte sich weder durch Omega, noch durch die Zugabe der
Effektoren ppGpp und DksA beeinflusst. In Abwesenheit von DksA lag der KD der
hisG-Komplexe ppGpp-unabhingig zwischen 107 und 10° M, in der WT- bzw.
zwischen 10 und 10® M in der Aw Situation. Durch die alleinige Zugabe von DksA
konnte dieser KD, ppGpp unabhingig, auf 10™ bis 10"° M (WT) bzw. auf 10™® bis 107
M (Aw) gesenkt werden. Die kombinierte Zugabe von DksA zusammen mit ppGpp,
konnte den obig fiir DksA beschriebenen Effekt auf die hisG-Komplexbildung
unabhéngig von o zusétzlich steigern (siche Abb. 4.2.3). Wihrend sich die offenen P1-
RNAP-Komplexe in der Abwesenheit der beiden stringenten Effektoren, wildtypisch
bzw. o-deletiert bei einem KD zwischen 10® und 10° M bzw. 107 und 10® M
bildeten, konnte der KD der in Anwesenheit von ® gebildeten Komplexe durch die
Zugabe von ppGpp in Abwesenheit von DksA auf 10 bis 10° M gesteigert werden. In
Abwesenheit der w-Untereinheit konnte kein vergleichbarer Effekt auf die RNAP-P1-
Komplexbildung beobachtet werden. Desweiteren konnten durch die Zugabe von
DksA in Abwesenheit von ppGpp die KD-Werte der offenen P1-Komplexe
unabhingig von der Prdsenz der w-Untereinheit nicht beeinflusst werden. Es sei

betont, dass es unter den getesteten Bedingungen nicht moglich war, quantitative
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Beobachtungen tiber die Auswirkung von ppGpp in Anwesenheit von DksA auf die
P1-RNAP-Komplexbildung anzustellen. Unter diesen Bedingungen waren die

gebildeten Komplexe laut BiaCore kaum stabiler als der Hintergrund.

In der unten aufgefiihrten Abbildung 4.2.3 finden sich die oben beschriebenen
Verldufe der jeweiligen KD-Werte graphisch dargestellt. Y-koordiniert aufgetragen
wurden hierbei nicht die quantifizierten absoluten KD-Werte, sondern die KD Werte
der einzelnen Proben (RU= relative units) in Relation zu den KD-Werten der jeweilig
gleich behandelten tac-Promotor-Komplexen. Bei den dargestellten Koordinaten
handelt es sich um den Mittelwert samt Standardabweichung aus drei unabhingig
voneinander durchgefiihrten Experimenten. Es wurde deutlich, dass DksA ohne ppGpp
den KD-Wert der hisG-Promotor-Komplexe im Gegensatz zu denen der tac-Promotor-
Komplexe durchschnittlich um das ca. 3-fache (WT) bzw. 5-fache (A®) senken
konnte. ppGpp zusammen mit DksA verringerte den durchschnittlichen KD um das ca.
7,5-fache in Gegenwart bzw. 9-fache in Abwesenheit von ®. Die beschriebenen KD-
Werte der offenen P1-Promotor-Komplexe zeigten sich in Gegenwart von o, durch die
Zugabe von ppGpp und nach Normalisierung tliber tac als 100-fach erhoht. Wie oben
beschrieben, war dieser Effekt m-abhingig und somit in dem Komplexen der
deletierten RNAP nicht zu beobachten. Beispiele der aus den Messungen

resultierenden Kurvenverldufe sind in dieser Arbeit zusammengefasst.
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Abb. 4.2.3. Beteiligung der m-Untereinheit an der Bildung offener Komplexe mit hisG-
bzw. rrnB P1-Promotoren unter dem Einfluss von ppGpp und/oder DksA

Graphisch dargestellt ist die Quantifizierung der mittels SPR (BiaCore) ermittelten KD-
Werten obig genannter Promotoren. Die aufgefiihrten Ergebnisse wurden aus drei unabhingig
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voneinander durchgefiihrten Experimenten entnommen. Die KD-Werte der offenen £isG- bzw.
P1- Komplexe aus den jeweiligen Proben wurden iiber die KD-Werte der gleichbehandelten
tac-Promotor-RNAP-Komplexe normalisiert, gemittelt und samt Standardabweichung
dargestellt. Die Komplexbildung der einzelnen Komplexe wurde in Gegenwart (+) bzw.
Abwesenheit (-) der beiden stringenten Promotoren ppGpp (300 uM) und DksA (2 uM)
analysiert. Desweiteren wurden in der Darstellung die Komplexbildungen durch wildtypische
RNAP (WT; dunkelblau bzw. dunkelviolett) von der Bildung der Komplexe durch w-deletierte
(Am) RNAP (hellbalu bzw. helles magenta) unterschieden.

4.2.4 Einfluss der E. coli ®-Untereinheit auf die in vitro transkriptorische
Aktivitit der E.coli RNAP: Transkriptionsanalysen von linearisierten und
stringent regulierten bzw. nicht stringent regulierten

Promotorfragmenten.

Autbauend auf die in Kapitel 4.2.1 und 4.2.3 gezeigten Auswirkungen der E. coli
RNAP-o-Untereinheit auf die RNAP-Bindung verschiedener Promotoren, wurde in
diesem Teil der Arbeit die Auswirkung von o auf der transkriptorische Aktivitit der
beiden E.coli RNAP-Spezies in vitro analysiert. Hierzu dienten als
Transkriptionsmatrize die in 4.2.3  beschriebenen  biotinylierten = PCR-

Promotorfragmente.

Die Analysen umfassten je drei wunabhingig voneinander durchgefiihrte
Versuchsabldufe. In jedem wurden den jeweiligen ,,run-off*“-Transkriptionsansitzen je
10 nM (tac oder P1) bzw. 100 nM (His) der jeweiligen linearen Promotor-DNA
beigefiigt. In An- (+) bzw. Abwesenheit (-) von 300 uM ppGpp (P) und/oder 2 uM
DksA (D), wurden diese, wie in der Abbildung 4.2.4.1 (A) dargestellt, von 15 nM
wildtypischer (WT)- bzw. w-deletierter (Aw) RNAP unter Standardbedingungen (siehe
3.3.4) tanskribiert. Die Transkriptionsprodukte wurden auf einem 15 %igem
denaturierenden PAA-Gel aufgetrennt und autoradiographisch detektiert. Die
Ergebnisse dieser Analysen wurden in Abbildung 4.2.4.1 in Form eines
reprasentativen Autoradiogrammes dargestellt. Die Lauthohen der jeweiligen
spezifischen Promotor-transkripte wurden in der Abbildung durch einen schwarzen
(tac-Transkript), violetten (hisG-Transkript) bzw. blauen (P1-Transkript) Pfeil
indiziert. Die Promotorproduktbanden der mit durch die Pfeile markierten Lauth6hen

wurden im Abschnitt (B) der Abbildung, in Relation zu den Intensitéiten der jeweiligen
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effektorunbehandelten Proben, quantitativ zusammengefasst. Hierbei ist zu beachten,
dass zur Quantifizierung der hisG-Promotoraktivitit die Summe der Intensititen aus
den drei durch einen schwarzen Strich gruppierten Banden des weilen Pfeils
aufgetragen wurde. Die Quantifizierung (B) gibt die Werte des Autoradiogrammes (A)
reprisentativ fiir alle drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Analysen wieder.
Die verwendeten Farben der jeweiligen Pfeile und den dazugehdrigen Graphen wurden
identisch zu der Farbgebung aus den Retardierungsanalysen gewihlt. Hierbei steht
jeweils die dunkle Variante einer Farbe fiir Transkripte der WT-RNAP und die hellere

Variante der gleichen Farbe fiir die Deletionsmutante.

Die in der Abbildung gezeigten Transkriptmengen der einzelnen Promotoren zeigten
nach Auftrennung ein mit den Ergebnissen aus 4.2.1 vergleichbares Bandenmuster.
Die Transkripte des fac-Promotors beider RNAP-Spezies zeigten sich in ihrer
Bandenintensitidt durch ppGpp und DksA in den getesteten Konzentrationen nicht
beeinflusst. Die gemessenen Schwankungen zwischen den vier Messpunkten einer
Messung beliefen sich (hier dargestellt), durchschnittlich auf 4 % bis 10 % fiir die
Wildtyp- bzw. 6 % bis 14 % fiir die o-deletierten Polymeraseansitze. Ein
augenscheinlicher Bezug zwischen der Anwesenheit der jeweiligen eingesetzten
Effektoren und der spezifischen, gebildeten Transkriptmengen war nicht zu erkennen.
Ebenfalls wie in den Retardierungsanalysen beschrieben, zeigten sich die hisG-
Promotoren in beiden Polymeraseansidtzen von ppGpp in Abwesenheit von DksA
unbeeinflusst, wihrend die Zugabe von ppGpp in Anwesenheit von DksA einen
deutlichen Anstieg der Promotoraktivitit zur Folge hatte. So stieg die Menge der
gebildeten Transkripte in Relation zur effektorenfreien Probe in der Wildtypsituation
um das ca. 10-fache bzw. um das ca. 3-fache in der Aw-Situation. Im Gegensatz zu den
in 4.2.1 geschilderten Ergebnissen hatte DksA isoliert von ppGpp, in Abwesenheit der
o-Untereinheit, keinen und in Gegenwart von ® einen deutlich schwécheren Effekt auf
die hisG-Transkriptinduzierung (hier dargestellt: Steigerung der Transkriptemenge um
das 2-fache). Es ist jedoch zu erwéhnen, dass diese Toleranz gegen DksA in zwei von
den drei Fillen aufgetreten ist (siche Diskussion). Die P1-Transkriptmengen der WT-
RNAP brachen nach Zugabe von 300 uM ppGpp ohne DksA und in Relation zur
Nullsituation um ca. 50 % ein. Wihrend DksA in Abwesenheit von ppGpp keinen
Einfluss auf die Anzahl der P1-Transkripte hatte (hier dargestellt ein Einbruch von ca.
15 %), reduzierte DksA, supplementiert mit ppGpp, die WT-RNAP vermittelte
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Promotortranskription um ca. 85 %. Ohne ® zeigte sich die P1-Promotortranskription
vergleichbar mit der WT-Situation ebenfalls unbeeinflusst durch DksA (hier
dargestellt eine Zunahme um 6 %), zeigte jedoch aber auch keine Reaktion auf die
DksA-freie Zugabe von ppGpp (hier dargestellter Anstieg: 5 %). Erst in Gegenwart
beider Effektoren, konnte in Abwesenheit der o-Untereinheit, die spezifische
Transkription des Pl-Promotors modifiziert werden. In diesem Fall konnte eine
Reduzierung der transkriptorischen Promotor-RNAP-Aktivitit um 80 % erzielt

werden.
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Abb. 4.2.4.1 In vitro Transkription der PCR generierten und biotinylierten
Promotorfragmente tac, hisG bzw. rrnB P1 durch wildtyp- bzw. ©-deletierter RNAP

Repriasentativ dargestellt ist das Autoradiogramm einer von drei unabhingig voneinander
durchgefiihrten ,,run off™ in vitro Transkriptionen der Promotoren tac, hisG oder rrnB-P1 (A).
Als Transkriptionsmatrize dienten je 10 nM (fac & P1) bzw. 100 nM (His) lineares,
promotorbehandelndes DNA-Fragment, welches durch PCR mittels 5-biotinylierter
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Oligonukleotide generiert wurde. Die aufgereinigten Fragmente (siche 3.2.4.2) wurden
anschliefend in Gegenwart (+) bzw. Abwesenheit (-) von ppGpp [300 uM] und oder DksA [2
uM] durch wildtypischer bzw. m-deletierter £. coli RNAP transkribiert. Abschlieend wurden
die RNA-Produkte der Transkription auf einem 15 %igen, denaturierenden PAA-Gel
aufgetrennt und densitometrisch ausgewertet.

Die Intensitdten der tac- (schwarzer Pfeil), hisG- (violetter Pfeil) und rrnB P1- (blauer Pfeil)
Transkripte wurden mittels Phospholmager bestimmt und in einem Diagramm quantitativ in
Relation zur effektorfreien Probe dargestellt (B).

4.2.5 Charakterisierungen zur Bedeutung der E.coli RNAP-o-Untereinheit fiir

die Isomerisierung zum binaren offenen rrnB P1-Komplex

Wie einleitend in Kapitel 4.2 erwdhnt, kommt der Transkription in der prokaryotischen
Regulation von Genen eine besonders prominente Rolle zuteil. Einer der ersten
Schritte in der Transkriptionsinitiation ist die Isomerisierung der Promotor-DNA und
der RNAP zum sogenannten bindren offenen Komplex. Diese ist gekennzeichnet durch
das Aufschmelzen der beiden DNA-Promotorstrainge und der daraus resultierenden
sogenannten Transkriptionsblase (siche Abb. 1.3.1.1). Hervorzuheben ist, dass das
Aufschmelzen dieser Promotor-DNA in der Regel bei Temperaturen unterhalb der fiir
die jeweiligen Basenpaare errechneten Schmelztemperatur (Tm) beobachtet wird. Es
konnte gezeigt werden, dass die aus der Bindung der RNAP resultierende freie
Energie, die fehlende Energie zur DNA-Aufschmelzung bei Temperaturen unterhalb
des errechneten Tm kompensiert. Hierbei spielen die einzelnen Untereinheiten der
RNAP eine besondere Rolle (1.2.6), da nicht jede Untereinheit an der Entstehung des
offenen Komplexes beteiligt ist. So konnte z.B. fiir die Region 1 der E.coli o”'-
Untereinheit eine direkte Beteiligung bei dem Ubergang vom geschlossenen zum
offenen Komplex nachgewiesen werden (Wilson and Dombroski 1997). Auch konnte
gezeigt werden, das die Bildung des offenen Komplexes in direkter Abhéngigkeit zu
einer distinkten Region der B Untereinheit steht (Artsimovitch et al. 2003).

In den obigen Kapiteln 4.2.1 bis 4.2.4. konnte der w-Untereinheit der E. coli RNAP
unter stringenten Bedingungen, eine Beeinflussung der Transkription des rrnB Pl
nachgewiesen werden. Dieser war sowohl auf Transkriptionselongation- (4.2.4) als
auch auf Transkriptionsinitiationsebene (4.2.1 bis 4.2.3) zu beobachten. Daraus
folgend wurde im anschlieBenden Teil dieser Arbeit eine eventuelle direkte

Beteiligung der o-Untereinheit an der Bildung offener Promotor-RNAP-Komplexe
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untersucht. Hierzu wurde die Bildung der offenen Komplexe in Ab- bzw. Anwesenheit
von o in Abhédngigkeit zur Reaktionstemperatur in vitro gemessen. Um einen Einfluss
durch Transkriptionselongation bzw. Reinitiation auf die gesammelten Daten zu
vermeiden, wurden die Analysen im Gegensatz zu 4.2.4 mittels (pseudo-)single-round
in vitro Transkription auf die Transkription des ersten gebildeten offenen Komplexes
fokussiert (3.3.4.2). Hierbei wurde superhelikale 7#nB P1-Promotor-DNA von 100 nM
wildtypischer bzw. w-deletierter RNAP transkribiert. Je RNAP-Spezies wurde eine
Probe bei 1 °C, 4 °C, 8 °C, 12 °C, 16 °C, 20 °C, 25 °C bzw. 30 °C transkribiert.
AnschlieBend wurden die Transkriptionsansitze auf einem 10 %igen PAA-Gel
aufgetrennt und densitometrisch ausgewertet. Die Ergebnisse dieser Studien wurden in

Abbildung 4.2.5.1 dargestellt.

Wie in 4.2.5.1 dargestellt, konnte bei der Initiation der E. coli RNAP eine deutliche
Abhéngigkeit der Bandenintensitdt zur jeweiligen Assoziationstemperatur beobachtet
werden. Mit steigenden Analysetemperaturen nahmen auch die gemessenen
Transkriptmengen zu. Dieser Trend schien sich durch die ®-Untereinheit nicht
gravierend beeinflussen zu lassen. Bei Temperaturen bis zu 8 °C lag die Intensitét der
WT-RNAP-Proben bei bis zu ca. 10% der maximalen, in den WT-Ansétzen
gemessenen Intensitidten. Bei den Produkten der o-freien Komplexe erreichten die
Bandenintensitidten bei Temperaturen bis zu 8 °C maximal 15 % der stdrksten Aw-
Bande. In einem Temperaturbereich von 12 °C bis 16°C konnte in den Proben beider
RNAP-Varianten ein steiler Anstieg der Transkriptmengen beobachtet werden,
welcher w-unabhingig bei 20 °C sein Maximum verzeichnete. AnschlieBend schienen
sich die Intensititen der WT- und Aw-Proben in den getesteten Temperaturen iiber 20

% auf ein Plateau einzupendeln.
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Abb. 4.2.5.1 Auswirkungen der -Deletion auf die temperaturabhingige RNAP-
Initiationskompetenz bei der rrnB P1-Transkription

Dargestellt ist das Autoradiogramm (A) samt Quantifizierung (B) einer (pseudo-)single-round
in vitro Transkription. Das einzelne Transkript der superhelikalen Promotor-DNA wurde
sowohl von wildtypischer (WT) als auch von w-deletierter (Aw) E. coli RNAP synthetisiert.
Die jeweilige Assoziationstemperatur variierte hierbei, wie in der Abbildung indiziert, in
einem Bereich von 1 °C bis 30 °C. Die gebildeten Transkripte wurden auf einem 10 %igen
PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und densitometrisch ausgewertet. Hierzu wurden die
Intensitdten der gemessenen Schwirzungen in ,relativen Units“ und in Abhédngigkeit zur
Temperatur dargestellt.

Da in der obigen Analyse der E. coli o-Untereinheit unter nicht stringenten
Bedingungen keine direkte Beteiligung an der Bildung offener Komplexe
nachgewiesen werden konnte, wurde im Folgendem die direkte Beteiligung von
Omega auf die Bildung offener Komplexe unter stringenten Bedingungen untersucht.
Nach obigem Beispiel wurde hierbei die Auswirkung der -Deletion auf die
Komplexbildung mittels (pseudo-)single-round in vitro Transkription analysiert. Um
einen potentiell fordernden bzw. benachteiligenden Effekt der m-Untereinheit auf die
P1-Komplexbildug sensitiver detektieren zu konnen, wurden die Analysen bei
suboptimalen Komplexbildungsbedingungen durchgefiihrt. Hierzu wurde die RNAP-
Assoziationstemperatur in den Reaktionen auf 12 °C herabgesenkt. Wie in 4.2.5.1 zu
erkennen, betrigt die Bildung der offenen P1-Komplexe beider RNAP-Varianten bei
dieser Temperatur ca. 65 % der maximal gemessenen. Parallel wurden beide RNAP-
Ansdtze zusétzlich unter Standardassoziationstemperatur (30 °C) analysiert. In zwei

unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten wurden in Anwesenheit (+)
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bzw. Abwesenheit (-) von 300 uM ppGpp (P) und/oder 2 uM DksA (D) RNAP-
Promotor-Komplexe durch 100 nM wildtypischer (WT) bzw. o-freien (Aw) RNAP
initiiert. Die gebildeten Transkripte dieser Ansédtze wurden auf einem 10 %igen dPAA-
Gel aufgetrennt und, wie in Abbildung 4.2.5.2 dargestellt, densitometrisch analysiert.
Zur quantitativen Auswertung dieser Ergebnisse wurden je RNAP-Spezies die
gemessenen Intensitéten der einzelnen P1-Promotorbanden (P1) iiber die Intensititen
der dazugehorigen RNAI1-Promotorbanden (R) normalisiert und in Relation zur
Intensitét der effektorfreien Probe betrachtet. Repréisentativ abgebildet ist eines dieser

zwei Experimente.

Die Abbildung zeigt, dass sich durch Reduzieren der Komplexassoziationstemperatur
auf 12 °C der schon in 4.2.1 bis 4.2.4 beschriebene Effekt von Omega auf die RNAP-
rrnB  Pl-Interaktion nicht beeinflussen ldsst. Unabhédngig von der analysierten
Temperatur zeigten sich die Transkriptmengen beider RNAP-Variationen von DksA in
Abwesenheit von ppGpp unbeeinflusst. Die Zugabe von DksA in Gegenwart von
ppGpp resultierte, ebenfalls temperaturunabhédngig, in einem Transkriptionseinbruch
um ca. 84 % in den WT- bzw. 85 % in den Aw-Ansétzen. Wihrend sowohl bei 12 °C
als auch bei 30 °C Analysetemperatur die Transkription der wildtypischen Komplexe
durch die Zugabe von 300 uM ppGpp um 60 % abnahm, wirkte sich ppGpp in den
gleichen Konzentrationen nicht auf die Intensititen der Aw-transkribierten Produkte

aus.
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Abb. 4.2.5.2 Analysen zur Beteiligung der E. coli RNAP-o-Untereinheit auf die stringent
regulierte, offene Komplexbildung des rrnB P1-Promotors unter temperaturabhingigen
Aspekten

Gezeigt sind die reprdsentativen Ausschnitte eines Autoradiogrammes aus einer von zwei
unabhingig voneinander durchgefiihrten (pseudo-)single-round in vitro Transkription (A),
sowie die quantitative graphische Darstellung der in A gezeigten Bandenintensitdten (B). Als
Transkriptionsmatrizen diente superhelikale Promotor-DNA, welche von wildtypischer (WT)
bzw. w-deletierter (Aw) E. coli RNAP transkribiert wurde. Diese DNA enthielt sowohl den
rrnB P1-Promotor (obere Spalten; P1) als auch den Promotor fiir die RNA1-Transkription
(untere Spalten; R). Beide Promotoren wurden in Anwesenheit (+) und/oder Abwesenheit (-)
von 300 uM ppGpp (P) bzw. 2 uM DksA (D) transkribiert. Desweiteren wurden die
Transkriptionskomplexinitiationen bei 30 °C mit den Initiationen der Komplexe, die bei 12 °C
durchgefiihrt wurden, verglichen. Alle Transkripte wurden auf einem 10 %igen dPAA-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und densitometrisch ausgewertet. Dazu wurden die relativen
Schwérzungsgrade der einzelnen Banden iiber die Intensititen der gleichbehandelten RNAT1-
Transkripte normalisiert und prozentual zur der jeweiligen Bandenintensitit der effektorfreien
P1-Transkription dargestellt.
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4.3 In vivo Analysen zur Bedeutung des Effektorproteins DksA fiir

das stringente Verhalten von Escherichia coli

In den ersten beiden Kapiteln des Ergebnisteils dieser Arbeit konnte schon zahlreich
auf die besondere Rolle des Effektorproteins DksA fiir die stringente Regulierung in
Escherichia coli hingewiesen werden. Wéhrend DksA alleine kaum einen Einfluss auf
die Aktivitdt der ribosomalen RNA-Promotoren in E. coli hat, wird der Effekt des
stringenten Effektors ppGpp durch DksA konzentrationsabhingig deutlich gesteigert
(siche 4.1). Im Gegensatz dazu unterliegt die Aktivierung der Aminosdurensynthese
durch Promotoren wie den hisG-Promotor primér dem Einfluss von DksA und wird
durch ppGpp lediglich gesteigert (siche 4.2). Ebenfalls konnte in 4.2 gezeigt werden,
dass durch DksA die Abhédngigkeit der stringenten Regulation ribosomaler Promotoren
von der RNAP o-Untereinheit, aufgehoben werden kann. Um die Bedeutung von
DksA in E. coli unter stringenten Bedingungen ndher charakterisieren zu konnen,
wurden im Folgenden vergleichende Analysen zwischen dem E. coli Wildtypstamm

(MG1655) und einer E.coli DksA-Deletionsmutante (CF9239) in vivo durchgefiihrt.

4.3.1 Einfluss von DksA auf das Populationswachstum von E. coli Zellen in

Abhingigkeit bzw. Unabhingigkeit zur stringenten Kontrolle

Zur Phénotypisierung der DksA-Deletionsmutante unter stringenten und nicht
stringenten Bedingungen wurden die beiden WT- und AdksA-Stimme, wie in 3.1.3
beschrieben, in Wachstumskurvenanalysen iiber einen Zeitraum von 24 Stunden
miteinander verglichen. Hierzu wurden zwei mit 100 ml YT-Medium gefiillten
Erlenmeyerkolben 1:100 mit iibernachtkultivierten MG1655 (WT)- bzw. CF9239
(AdksA)-Zellen angeimpft. Zu den in Abbildung 4.3.1.1 indizierten Zeitpunkten
wurden den Kolben jeweils ein Aliquot zur Zelldichtebestimmung nach 3.2.1.3
entnommen und die daraus resultierende Werte halblogarithmisch in der Abbildung
4.3.1.1 zusammengefasst. Nach Erreichen einer OD (optischen Dichte) von 0,6 bei 600
nm wurde in je einem Erlenmeyerkolben der beiden Zellstimme, wie in 3.3.6.1
beschrieben, die Stringente Kontrolle durch Zugabe von Serinhydroxamat (SHX; 250

ug/ml f.c.) ausgelost (graue, gestrichelte Linie). Der zweite Kolben blieb zur Analyse
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des Zellkulturwachstums unter Standardbedingungen SHX-unbehandelt. Zur Analyse
des Wachstumsverhaltens der dargestellten Stimme wurden die Ergebnisse aus je fiinf
voneinander unabhédngig durchgefiihrten Wachstumskurven gemittelt und samt

Standardabweichung graphisch dargestellt.
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Abb. 4.3.1.1 Phinotypisierung der E. coli Stimme MG1655 und CF9239 basierend auf
Wachstumsverhalten in stringent bzw. nicht stringenten Bedingungen

Zusammenfassend dargestellt ist die gemittelte Zunahme der optischen Dichte (A 600 nm)
zweier MG1655 (WT)- bzw. CF9239 (AdksA)- Fliissigkulturen gegen die Zeit. Hierzu wurden
die vier Zellkulturen zum dargestellten Zeitpunkt Null aus einer Ubernachtfliissigkultur 1 zu
100 angeimpft und das Zellpopulationswachstum iiber die Zunahme der optischen Dichte, wie
in der Abbildung dargestellt, {iber einen Zeitraum von 24 Stunden dokumentiert. Bei Erreichen
einer Zelldichte von 0,6 bis 0,7 ODgg (graue, gestrichelte Linie), wurde sowohl in einer der
WT- als auch in einer der AdksA-Zellkulturen durch die Zugabe von Serinhydroxamat (250
ug/ml f.c.) die Stringente Kontrolle ausgelost. Die dargestellten Ergebnisse der oben
beschriebenen Analyse reprisentieren die gemittelten Werte aus fiinf unabhéngig voneinander
durchgefiihrten Experimenten.

Wie in der Abbildung 4.3.1. dargestellt, zeichneten sich die beiden analysierten
Zellstimme in ihrem Populationswachstum unter Standardbedingungen (kein SHX)
durch allenfalls geringe Wachstumsunterschiede aus. Sowohl die MG1655- als auch
die CF9239-Populationen der SHX-freien Kulturen, erreichten nach vergleichbar
andauernder lag-Phase die exponentielle Wachstumsphase. In dieser Phase konnte

unabhédngig von DksA ca. alle 30 min eine Verdopplung der Zellzahl gemessen
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werden. Auffallend ist jedoch, dass das SHX-freie, exponentielle Wachstum der
AdksA-Kulturen in allen Messungen in Relation zu den WT-Kulturen frither bzw.
flacher in die anschlieBende stationdre Phase iiberging. Dieses hatte zur Folge, dass,
wihrend die Populationen des MG1655 nach durchschnittlich sechs bis sieben Stunden
ein Plateau erreichten, die CF9239-Populationen durchschnittlich neun bis zehn
Stunden brauchten, um sich auf ihre, mit der WT-vergleichbaren, maximalen
Zelldichte einzustellen. Auch die Zugabe von SHX in den oben beschriebenen
Konzentrationen konnte in den ersten Stunden der Kultivierung keinen differentiellen
Effekt auf das Populationswachstum der beiden Stimme provozieren. Dabei vergiftet
Serinhydroxamat die L-Serin-spezifische-Aminoacyltransferase, so dass schnell keine
mit Serin beladenen t-RNAs mehr vorliegen. Dadurch binden unbeladene tRNAs am
Ribosom und 16sen so die Stringente Kontrolle aus. Dieser Effekt war in beiden
Stimmen unabhédngig von DksA zu beobachten. Beide Populationen reagierten mit
abruptem Abbruch des exponentiellen Wachstums auf die SHX-Supplementierung.
Die durch SHX erzwungene strickte Stagnation im Populationswachstum umspannte
in beiden Zellstimmen einen vergleichbar langen Zeitraum. Durchschnittlich sechs bis
sieben Stunden nach SHX-Vergiftung, war eine seichte Wiederaufnahme der WT-
bzw. AdksA-Zellteilung zu beobachten. Wihrend die Populationsdichte der WT-
Kulturen jedoch nach 24 Stunden ein mit den SHX-freien WT-Kultur vergleichbares
Niveau erreichte, war die Zelldichte der AdksA-freien Kulturen nach 24 Stunden

deutlich geringer als die der SHX-freien Kulturen des gleichen Stammes.

4.3.2 2D-PAGE-Analysen zu dem Einfluss von DksA auf Proteom in E. coli vor

und nach dem Ausldosen der Stringenten Kontrolle.

Wie in 4.3.1 beschrieben, wurden WT (MG1655) - bzw. Aw (CF9239)-Zellen
entweder in der exponentiellen Phase oder 30 min nach Auslosen der Stringenten
Kontrolle durch Serinhydroxamat isoliert und lysiert. 400 pg Aceton-gefilltes
Gesamtprotein wurde in Rehydrationspuffer aufgnommen wund iiber einen
immobilisierten pH-Gradienten nach ihrem isoelektrischen Punkt differenziert

aufgetrennt (IEF). Dieser ersten Dimension der Proteintrennung folgte eine SDS-
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PAGE zur Trennung der Proteine in einer zweiten Dimension nach ihrem
Molekulargewicht (siche 3.3.6). Die Detektion der so in zwei Dimensionen
aufgetrennten Proteine fand {iiber Coomassiefarbung statt und wurde in den

Abbildungen 4.3.2.1 und 4.3.2.2 dargestellt.
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Abb. 4.3.2.1 MGI1655 2D-
PAGE-Proteomanalyse im
Rahmen der Stringenten
Kontrolle

Gezeigt sind zwei reprisentative
Coomassie-gefiarbte SDS-PAGE
nach IEF. Die dargestellten
Zellproteine  entstammen  aus
unbehandelten  bzw.  SHX-
behandelten MG1655-Zellen
(siehe 3.3.1.1). MG- bezeichnet
das Proteom der Zellen, die sich

zum Zeitpunkt der
Proteinextrakt-gewinnung in
exponentiellem Wachstum

befanden. Die Proteine des
MG+-Gels  enstammen  aus
Zellen 30 min nach Induktion der
Stringenten  Kontrolle  durch
SHX-Zugabe. Der immobilisierte
pH-Gradient (pH 3 bis 10; nicht
linear) ist schematisch von links
(pH 3) nach rechts (pH 10)
angedeutet. Ebenfalls angedeutet
ist die Auftrennung der Proteine
nach Molekulargewicht (MW).

Die  dargestellten  Analysen
verliefen parallel Zu
Proteomanalysen des CF9239-
Stammes (siche 4.3.2.2) nach
gleichem Schema. Nach dem
Vergleich aller vier Gele (MG-,
MG+, CF-, CF+) wurden
differentiell exprimierte Proteine
durch rote Pfeile gekenzeichnet.
Wenn die Expression eines
Proteins auf einem Gel in
Gegensatz zu einem anderen Gel
ganz eingestellt zu sein schien,
wurde die Stelle des fehlenden
Proteinspots durch einen rot
konturierten Pfeil
gekennzeichnet. Bei der
Kennzeichnung der Proteine
wurde sich auf die Proteine
beschrinkt, die in fiinf von fiinf
Gelen den gleichen Trend
gezeigt haben (hoch  oder
herunter reguliert in
Abhéngigkeit von SHX und/oder
des Genotyps). Identifizierte
Proteine wurden nummeriert und
mittels MALDI-TOF analysiert.
(Dr Tino Polen, Forschungs-
zentrum Juelich GmbH)
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Abb. 4.3.2.2 CF9239 2D-
PAGE-Proteomanalyse im
Rahmen der Stringenten
Kontrolle

Gezeigt ist die  zweite
Dimension einer CF9239 2D-
Proteomanalyse.

Die dargestellten Coomassie-
gefiarbten Proteine entstammen
entweder logarithmisch
wachsenden CF9239-Zellen
(CF-) oder Zellen des gleichen
Stammes, bei denen 30 min vor
Proteinentnahme durch SHX
die Stringente Kontrolle
ausgelost wurde (CF+). Der
nicht lineare pH-Gradient der
ersten Dimension (IEF) von pH
3 bis pH 10 wurde von links
nach rechts ansteigend
dargestellt (pH; siehe obere
Beschriftung der Abbildung).
Weiterhin am linken Bildrand
schematisch angedeutet ist die
Trennrichtung der Gele nach
Molekulargeweicht (MW).

Die dargestellten Analysen
verliefen parallel zZu
Proteomanalysen des MG1655-
Stammes (siche 4.3.2.1) nach
gleichem Schema. Die
Proeinexpressionen aller Gele
wurde miteinander verglichen
und differentiell exprimierte
Proteine wurden durch
nummerierte rote Pfeile
gekennzeichnet. Wenn ein
Protein eines Geles auf einem
anderen Gel komplett zu fehlen
schien, wurde das Fehlen an der
jeweiligen Stelle durch einen
rot konturierten Pfeil
dargestellt. Die Kenzeichnung
beschrinkte sich auf Proteine,
bei denen in fiinf unabhéngigen
Priparationen 5x die gleiche
relative Expression in
Abhéngigkeit zu SHX und
Phenotyp identifiziert werden
konnten. Identifizierte Proteine
wurden nummeriert und Dank
der freundlichen Unterstiitzung
von Dr Tino Polen wund
Kollegen (Forschungszentrum
Juelich GmbH) mittels
MALDI-TOF analysiert.
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Die Identifizierung von differentiell synthetisiertem Protein wurde bei dieser Art der
Analyse erheblich durch das Aufbringen unterschiedlicher Proteinmengen
beeintrachtigt. Daher wurden in ersten Analysen versucht, die Einbringung identischer
Proteinmengen zu gewihrleisten. Dazu wurde nach der Proteinfillung die
Proteinmenge vor Einquellen in die pH-Gradientenstripes mittels Bradford-Methode
abgeglichen. Hier stellte sich das Losen der Pellets nach Acetonfillung als kleine
Herausforderung dar, da es nach der Acetonfiallung nicht mehr in Aqua dest. zu 16sen
war. Daher wurden die Proteinpellets in Rehydrationspuffer gelost (siehe 3.3.6.5),
Bradford-abgeglichen und der Proteinabgleich mittels SDS-PAGE kontrolliert. Trotz
iibereinstimmenden Bradford- und SDS-PAGE-Abgleichungen zeigte sich, dass die
identisch eingebrachten Proteinmengen der vier gleichzeitig angefertigten und
gleichbehandelten Gele (MG-; MG+; CF- und CF+) nicht gleichmiBig in den
immobiliserten pH-Gradienten eingequollen werden konnten. Daher wurde die 2D-
Analysen insgesamt 7x wiederholt. Die anschlieBende Proteinauswahl fiir die MALDI-
TOF-Typisierung konzentrierte sich auf Proteine, die in mindestens fiinf der sieben
Gele aufgetrennt werden konnten und die in diesen fiinf Gelen immer die gleiche
relative Expression (im Vergleich zu den jeweiligen anderen drei Ansdtzen) zeigten.
Diese Proteine wurden nummeriert (siche oben), mit einem sterilen Skalpell aus den
Gelen geschnitten und dank der freundlichen Unterstiitzung von Dr Tino Polen und
Kollegen aus dem Forschungszentrum Juelich GmbH mittels MALDI-TOF
identifizert. Bei Proteinen, die im Vergleich von zwei der vier getesteten Bedingungen
(Genotyp- bzw. SHX-Supplementierung) reproduziert nur auf einem der beiden Gele
detektiert werden konnten, wurden die fehlenden Positionen durch rot umrandete

Pfeile indiziert.

Das MALDI-TOF Ergebnis der in Abb. 4.3.2.1 und Abb. 4.3.2.2 gekenzechneten
Proteine wurde in der Tabelle 4.3.2.1 samt Regulation und funktioneller Gruppierung

zusammengefasst. Die Interpretation der Daten ist Gegenstand der Diskussion dieser

Arbeit (siche 5.3).



Ergebnisse 125

Tab. 4.3.2.1 Differentiell synthetisierte Proteine nach SHX-Stimulation in MG1655 und
CF9239:

Zusammengefasst in funktionellen Gruppen ist das Erbebnis der MALDI-TOF-Identifikation
der in Abb.4.3.2.1 und 4.3.2.2 indizierten Proteinspots.

MG - MG - MG - CF- MG + MG +
Spot . u u u u u u Funktionelle
Nr. Protein MG+ | CF- | CFe | CFe | CF- | cFs Gruppe
2 b4200 rpsF,
305 ribosomal subunit protein 56 0 0 * * 0 *
11 b0169 rpsB, o o ) ) o )
305 ribosomal subunit protein $2
13 b3985 rpl, 0 5 . o . .
505 ribosomal subunit protein L10
18 b0170tsf, 0 0 o~ = 0 b
protein chain elongation factor EF-Ts
4 b0170tsf, 0 o ) i o ) :_fOtEI rlh
protein chain elongation factor EF-Ts lesynthese
5 b2096 gaty,
D-tagatose 1,6-bisphosphate aldolase 2, - 0 - -0 0+ 0
catalyti
6 b1779 gapA,
glyceraldehyde-3-phosphate - - 0 + 1] -0
dehydrogenase A
Kohlenstoff-
19 b1779gapA, glyceraldehyde-3-phosphate 0 o 0 0 0 0 hydrat
dehydrogenase A Stoffwechsel
17 b3919tpiA, triosephosphate isomerase 0 0 0 -0 0 i}
16 b4384 deoD, purine-nucleoside 5 0 H ; Gi 0
phosphorylase
20 b0469 apt, adenine
phosph:ri'bosvltransferase e 9 9 o ) ) Pyrin/
Pyrimidin-
10 b2498 upp, uracil o o . o - - Stoffwechsel
phosphoribosyitransferase
3 b3764 yifE, conserved protein Stressinduz.
0 + + 0 + + Mutagenese-
antwort
7 b0779 uvrB, excinulease of nucleotide R ) ) 0 o o
excision repair, DNAd
DNA-
12 b0606 ahpF: alkyl hydroperoxide reductase, . . . 0 o 0 Reparatur
F52a subunit, FAD
14 b0 18_0 fabz, {_3 R)-hydroxymyristol acyl 0+ o 0 0 o 0 Fettsdures-
carrier protein dehydr Synthese
15 b2519 pbpC, fused Zellwand
transglycosylase/transpeptidase 0+ 0 0 0+ 0 0 aufbau
1 b2998 yghw = 0 = = = 0 Uncharac-

Orange und rot hinterlegt sind die Proteine, die mittels MALDI-TOF nicht eindeutig (rot
unsicherer als orange) identifiziert werden konnten. Proteinspots, die auf den Gelen in
Relation zu den getesteten Bedingungen stark zu- bzw. abnahmen, wurden mit ,,+* bzw. ,,-
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gekenzeichnet. ,- 0“ bzw. ,0 +“ deuten eine schwache Ab- bzw. Zunahme der
Proteinspotintensititen an, wiahrend unverénderte Intensititen mit ,,0° gekennzeichnet wurden.
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5 Diskussion

Seit iiber 40 Jahren ist die bakterielle Anpassung an duflere Stressfaktoren, wie ,,pH-
shift”, Temperaturverdnderung und vor allem Nihstoffmangel, Bestandteil ausgiebiger
Analysen. Viele dieser Stressoren aktivieren globale Netzwerke diverser
Anpassungsmechanismen. Einer der bestuntersuchten Anpassungsmechanismen in E.
coli ist die sogenannte Stringente Kontrolle (siehe 1.1 sowie 1.6). Diese zeichnet sich
unter anderem durch eine abrupte Drosselung der Zellteilungsaktivitdt aus. Die auf
diesem Wege eingesparten Ressourcen konnen z.B. der Aminosdurebiosynthese bzw.
dem Aminoséduretransport zugefiihrt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
grundliegenden Mechanismen des Netzwerks der Stringenten Kontrolle in E. coli

analysiert und die Ergebnisse sollen im Folgenden diskutiert werden.

5.1 Einfluss der Startnukleotide auf die stringente Regulation

ribosomaler Promotoren

Ideale Wachstumsbedingungen (ausreichend Néhrstoffe, idealer pH etc.) ermdglichen
in E. coli eine Phase exponentiellen Wachstums. Dieses geht neben der erhohten
Replikationsrate mit einer rapiden und energiecaufwéndigen Transkriptions- und
Translationsaktivitét einher. Beiden Prozessen liegt die Bildung stabiler RNAs wie die
der rRNA zugrunde, deren Transkription unter stringenten Bedingungen radikal
einbricht. In E. coli wird die Synthese der ribosomalen RNA iiber die Aktivitdt der
siecben TRNA-Operons gesteuert, welche sich in ithren Sequenzen durch vereinzelte
Basenaustausche unterscheiden. Da das Erfolgsrezept bakteriellen Wachstums auf
einer schnellen Adaption der Proteinsynthese beruht, ist es gut vorstellbar, dass dieses
durch Aufkommen mehrerer leicht unterschiedlicher Ribosomen-Subpopulationen mit
daraus resultierenden variierenden Charakteristika deutlich optimiert wird. Selbst
einzelne Basenaustausche in rRNAs wirken sich drastisch auf die Funktion von
Ribosomen aus (Beispiel: Antibiotikaresistenz) (Triman and Adams 1997). Weiterhin
ist bekannt, dass die Zahl der rRNA-Operons in unterschiedlichen Bakterien mit der

Komplexitit ihrer Lebensweisen zu korrelieren scheint. Studien in denen einzelne
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ribosomale Operons in E. coli deletiert wurden, ergaben, dass fiir optimales
Zellwachstum fiinf der rrn-Operons geniigen, eine optimale Anpassung an
Verdanderungen der Nahrstoffbedingungen und Temperatur jedoch die Gegenwart aller
sieben bedarf (Condon et al. 1995). Die konservierten Mikroheterogenititen innerhalb
der sieben ribosomalen E. coli Operons scheinen demnach einen Pool an
spezialisierten Funktionen fiir die Anpassung an verdnderte Umweltbedingungen zur
Verfligung zu stellen. Ein weiteres Bespiel fiir die differenzierte Codierung einer RNA
auf unterschiedlichen Genen zur Anpassung an Umweltbedingungen konnte von
Gundersen et al fiir den Malariaerreger Plasmodium beschrieben werden. Der
Lebenszyklus dieses eukaryotischen, einzelligen Parasits ist in einen wirts- (in der
Anopheles-Miicke) und zwischenwirtsspezifischen (im Sduger) unterteilt. Dabei wird
die Transkription der 18S rRNA, je nachdem, ob sich der Parasit in dem Wirt oder in
dem Zwischenwirt befindet, durch eines von zwei unterschiedlichen 18S rRNA-Genen

reguliert (Gunderson et al. 1987).

Die von mir hier vorgelegte Arbeit beschéftigte sich mit einer Sequenzvariation an der
Position +1 (Sartnukleotid) der jeweiligen 7rn PIl-Promotoren. Hierzu dienten
exemplarisch vier Plasmide mit je einem wildtypischen rrn P1-Promotoren (rrnB,
rrnH, rrnE, rrmD) sowie zwei Plasmide mit je einer Variante des r#nD P1-Promotors
als Transkriptionsmatrize. Die erste Variante beinhaltete einen Basenaustausch von G
zu A an der Position +1, wahrend die zweite zusitzlich zu dem von G zu A an Position
+1 einen Austausch von T zu C an Position +3 in sich trug. Letztere war dadurch in
ihrer -18- bis +3-Sequenz identisch zu der -18- bis +3-Sequenz des rrnH und rrnE P1-
Promotors. Wihrend demnach fiinf dieser 77n P1-Promotoren ein ATP an der Position
+1 aufwiesen, startete das Transkript des P1-Promotors an dieser Stelle mit einem
GTP (siche Abb. 1.5.2.1). In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass
diese Varianz des Startnukleotids (G statt A) in vivo mit einer differentiellen
Regulierung der Promotoren durch ppGpp und DksA einhergeht (Kolmsee et al. 2011).
So zeigte sich der P1-Promotor des r#nD-Operons deutlich weniger stringent reguliert
als die anderen. Durch Austausch des r7nD P1-Startnukleotids von G zu A konnte eine
stringente Regulation der r#nD-Variante erreicht werden, welche in ihrer Intensivitit
vergleichbar zu den anderen rrn-Operons verlief. Aufbauend auf diesen

Beobachtungen wurden in dieser Arbeit in vitro Transkriptionsanalysen zur genaueren
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Charakterisierung der differentiellen stringenten Regulierung ribosomaler P1-

Promotoren vorgenommen.

Wie von Kolmsee et al. 2011 (Kolmsee et al. 2011) fiir die in vivo Analysen
beschrieben, nahm die Transkription der rRNA P1-Promotoren unter stringenten
Bedingungen (ppGpp in Gegenwart von DksA) rapide ab (Einbruch der Transkription
je nach Konzentration des zugegebenen DksA-Proteins zwischen 50 % und 80 %).
Unerwarteterweise galt dieses jedoch nicht nur flir die mit einem ATP startenden
sondern auch fiir die mit einem GTP startenden Transkripte. Ausgehend von den
Erkenntnissen der in vivo Analysen war eine deutlich verminderte Reaktion des rrnD
P1-Promotors in Relation zu den anderen Promotoren erwartet worden (siche spiter).
Weiterfiihrend zu den in vivo Studien, konnte der Einfluss der beiden Effektoren auf
den oben beschriebenen Transkriptionseinbruch in vitro differentiell analysiert und
zugeordnet werden. So zeigten sich alle getesteten Promotoren durch DksA allein in
Konzentrationen bis zu 2 uM nicht stringent reguliert. Dieses steht in Widerspruch zu
den verdffentlichten Daten von Rutherford et al. (Rutherford et al. 2007), in denen
sowohl eine Reduzierung der Stabilitdt offener Komplexe aller Promotoren, als auch
eine stringente Regulation ribosomaler Promotoren durch DksA (in Abwesenheit von
ppGpp) beschrieben wurde. Auch wenn dieses in dieser Arbeit nicht bestétigt werden
konnte, ist zu erwdhnen, dass bei allen durchgefiihrten Messungen Schwankungen von
10-15% auftreten konnten, aufgrund dessen schwache stringente Einfliisse durch DksA
nicht detektierbar sein kdnnten. Die Quantifizierung der P1-Transkripte erfolgte iiber
Normalisierung der Pl1-Bandenintensititen, mit denen der auf dem Plasmid
mitkodierten, als nicht stringent reguliert geltenden RNA1. Die durch Rutherford et al.
oben beschriebenen, promotorsequenzunabhédngigen Effekte konnten sich daher durch
dieses Vorgehen wihrend der Quantifikation gegenseitig relativiert haben. Da bei den
dargestellten RNA1-Produkten, zumindest in einem Bereich von bis zu 2 uM DksA,
keine deutliche Verdnderung der Produktmengen ersichtlich gewesen ist, ist dieses

jedoch unwahrscheinlich.

Im Gegensatz zu DksA verursachte ppGpp alleine einen Einbruch von ca. 40 % bis 50

% 1n allen getesteten Ansitzen.
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In vielen Féllen konnte nach Zugabe von 4 uM DksA, vor allem in den gebildeten
RNAI-Transkripten, ein ppGpp-unabhingiger Anstieg der Promotoraktivitit
beobachtet werden. Diese Steigerung der RN A 1-Promotoraktivitit war stellenweise so
gravierend, dass die P1-Transkription dieser Proben nach Abgleich mit der RNA1-
Intensitdt in der Quantifikation bis zu 30 % einzubrechen schien. Dieser
Transkriptionseinbruch spiegelte jedoch nicht die jeweiligen P1-Bandenmuster wider
und war daher lediglich ein Artefakt resultierend aus der Quantifizierung der PI1-
Banden iiber die RNA1-Aktivitit (siche 4.1). Eine &hnliche promotorunabhéngige
Aktivierung durch DksA konnte in anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
(Masterarbeit Lilli Olgeiser, unveroffentlichte Daten) beobachtet werden. Im
Gegensatz zu vielen anderen Transkriptionsfaktoren basiert die Regulation der
Transkription durch DksA nicht auf der Bindung des Transkriptionsfaktors an
distinkten Nukleinsduremotiven, sondern auf der Bindung der RNA-Polymerse
(Lemke et al. 2011). Dabei bindet die lange ,,coiled-coil“~-Doméine des DksA-Proteins
im sekundiren Kanal der RNAP nahe dem aktiven Zentrum. Diese
Transkriptionsregulation iiber direkte RNAP-Interaktion, anstelle der Erkennung
bestimmter Promotormotive, ermdglicht dem Transkriptionsfaktor prinzipiell eine
struktur- und sequenziibergreifende Regulation ,,aller Promotoren. Lediglich die Art
der Promotorregulation (aktivierend, inhibierend oder neutral) konnte nach solch einer
Reprogrammierung der RNAP durch distinkte Promotormotive determiniert sein.
Wihrend das DksA-Protein, wie oben erwidhnt, promotoriibergreifend die Bildung
offener Komplexe benachteiligt (Rutherford et al. 2007), ist DksA ebenso maligeblich
an der direkten Aktivierung von Aminosdurebiosynthesepromotoren beteiligt (siche
4.2 und (Paul et al. 2005)). Es ist vorstellbar, dass in verhdltnismidfig hohen
Konzentrationen von DksA bestimmte Regulationsbarrieren tiberwunden werden und
Promotormotive, die unter geringer DksA-Konzentration nicht aktiviert werden, ab

einer bestimmten DksA-Konzentration auf den DksA-RNAP-Komplex reagieren.

A. A. Travers analysierte 1984 die sogenannten Diskriminatorsequenzen (siche 1.5.2),
deren Sequenzen iiber Inhibierung bzw. Aktivierung innerhalb der Stringenten
Kontrolle entschieden (Travers 1984). Er konnte nicht nur zeigen, dass der positiv
stringenten Regulierung diverser Promotoren ein AT-reicher Diskriminator zugrunde
liegt, sondern zusétzlich, dass innerhalb dieser AT-reichen Diskriminatorsequenz

distinkte Positionen (Position -4; -3 und +3 in Relation zum Trankriptionsstart) hoher



Diskussion 131

konserviert sind. Zusammenfassend ist vorstellbar, dass die oben beschriebenen,
unerwarteten Promotoraktivierungen auf moglicherweise kryptischen Variationen
dieser oder dhnlicher Promotorstrukturen zuriickzufiihren sind (Zacharias et al. 1989,

Zacharias et al. 1990).

Nachdem es wie oben beschrieben nicht gelang, die in vivo beobachtete differentielle
stringente Regulierung der rrn-Promotoren nachzustellen, wurde versucht durch
Variationen die obig gewihlten, standardméBig in unserem Labor durchgefiihrten
Bedingungen der in vitro Transkriptionen der in vivo Situation anzugleichen. Inspiriert
aus den Ergebnissen von Kriel et al. (Kriel et al. 2012), welche in Bacillus subtilis
einen Mechanismus der Stringenten Kontrolle basierend auf einer Ausdiinnug des
GTP-Pools beschrieb, wurden ,,multiple-round* in vitro Transkriptionen unter GTP-
limitierten Bedingungen durchgefiihrt (sieche Material und Methoden). Dieses hatte
jedoch ebenfalls keine differentielle Regulation der rrn-Promotoren zur Folge (siche

Abb. 4.1.2).

Es ist bekannt, dass die bindren offenen Komplexe der rRNA P1-Promotoren nur
durch Binden der ersten NTPs der Transkriptsequenz eine stabile Konformation (RP4i,
intermedidrer Komplex) ausbilden konnen (Barker et al. 2001, Gourse 1988, Langert
et al. 1991). Die Km-Werte fiir den Einbau dieser iNTPs scheinen in rrn-Promotoren
ungewohnlich hoch zu sein und durch die Gegenwart von ppGpp noch gesteigert zu
werden (Lew and Gralla 2004, Schneider et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass
ppGpp die Halbwertszeit ribosomaler Promotoren zusitzlich verkiirzt (Barker et al.
2001). Desweiteren wurde vermutet, dass die Bindung von DksA im aktiven Zentrum
der RNAP den NTP-Einbau behindert (Rutherford et al. 2009). In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass durch Erhohen der jeweiligen iNTP-Konzentrationen die
Regulation der jeweiligen rrn-Promotoren differentiell beeinflusst werden kann (siehe
Abb. 4.1.3 und 4.1.4). Die erhohten iNTP-Titer scheinen die obig beschriebenen
Effekte von DksA und ppGpp direkt zu kompensieren. Ein dhnlicher Mechanismus
konnte in unserem Labor von Lars Jores 2003 fiir ATP-startende rrn-Promotoren
beschrieben werden (Jores and Wagner 2003). Die Annahme einer direkten
Kompensation des ppGpp- und DksA-vermittelten Mechanismus durch das

Startnukleotid wird von der Beobachtung unterstiitzt, dass diese Kompensation durch
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hohe Konzentrationen an DksA wieder aufgehoben werden kann (siehe Abb. 4.1.3 und

4.1.4).

Lange Zeit konnte die Struktur der E. coli RNAP, im Gegensatz zu der von Thermus
thermophilus, kristallographisch nicht aufgeklirt werden. Aufgrund der hohen
Homologie der beiden Enzyme, wurden daher Erkenntnisse iiber die stringente
Regulation in E. coli aus der RNAP-Struktur von Thermus thermophilus gezogen.
Diese liel vermuten, dass ppGpp in E. coli ebenso wie DksA im aktiven Zentrum der
RNAP bindet und dort die Koordination des katalytisch essentiellen Mg*" beeinflusst.
Dadurch konnte die Zuginglichkeit des Mg”™ fiir die iNTPs direkt oder indirekt
beeintrichtigt werden. Durch einen Uberschuss an iNTPs konnte dieser Prozess
kompensiert werden (Jores and Wagner 2003). In Anbetracht der Erkenntnisse aus der
kiirzlich veroffentlichten Kristallstruktur der E. coli RNAP (Zuo et al. 2013) wird
jedoch ein anderer Mechanismus wahrscheinlicher.Die Autoren konnten fiir die E. coli
RNAP eine ppGpp-Bindestelle aullerhalb des aktiven Zentrums an der - und der ®-
Untereinheit identifizieren. Aufbauend auf der Position dieser Bindestelle wurde ein

allosterischer Regulationsmechanismus postuliert.

Der Aufbau der RNAP wird mit der Struktur einer Krabbenschere verglichen. Sie
besteht aus unbeugsamen Modulen, die jedoch zueinander eine gewisse Mobilitét
aufweisen (Murakami et al. 2002, Cramer et al. 2001, Tagami et al. 2010). Das
katalytische Zentrum liegt zwischen dem sog. ,,core* und dem ,,shelf* Modul. Durch
die Bindung von ppGpp wird die intrinsische Flexibilitit dieser beiden RNAP-Module
in E. coli stark beeintrachtigt. Diese Flexibilitit spielt unter anderem bei dem
Nukleotideinbau eine erhebliche Rolle, so dass sich ppGpp verlangsamend auf den
(1))NTP-Einbau auswirkt (Zuo et al. 2013). Wie oben erwéhnt, ist der Einbau der iNTPs
fiir die Stabilitdt und damit fiir die Regulation ribosomaler Promotoren von zentraler
Bedeutung, womit die Regulation dieser Promotorenklasse durch ppGpp erklért wird.
Auch in diesem Mechanismus kénnte ein Uberangebot an iNTPs die ppGpp-induzierte

Destabilisierung der offenen ribosomalen Komplexe kompensieren.

Aufgrund der oben beschriebenen Beobachtungen, inklusive der von Joéres und

Wagner (Jores and Wagner 2003), kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei
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der Substratkompensation um ein potentes regulatorisches Element der Stringenten

Kontrolle in E. coli handelt.

5.2 Bedeutung der ®-Untereinheit fiir die Stringente Kontrolle in E.

coli

1969 wurde die w-Untereinheit gleichzeitig mit der Entdeckung der anderen E. coli
RNAP-Untereinheiten erstmals beschrieben (Burgess 1969b). Dennoch sind die
Aufgaben und Funktionen der -, B’-, a-, sowie der o-Untereinheiten im Aufbau bzw.
in der Regulation vieler Prozesse bis heute bei weitem besser untersucht und
verstanden als fiir @ (Sarkar et al. 2013). Die w-Untereinheit ist auf dem rpoZ-Gen
kodiert und mit 10,1 kDa (91 AS) die kleinste Untereinheit des ,,Multisubunit-
Komplexes (Burgess 1969b, Gentry and Burgess 1990). ,,cross-link*“-Studien haben
ergeben, dass @ exklusiv an B’ bindet und diese Bindung die Assemblierung von " an

den a,B-Komplex fordert (Gentry and Burgess 1993, Ghosh et al. 2001).

Lange Zeit galt o nicht als RNAP-Untereinheit, da eine Deletion von ® im Gegensatz
zu a, B, und B” in vivo keinerlei Einfluss auf den Zellstamm zu haben schien (Burgess
1969a). Weiterfiihrende Analysen ergaben jedoch, dass diese Deletion in vivo durch
Proteine wie DksA und dem globalen Chaperon GroEL kompensiert wurde (Vrentas et

al. 2005, Minakhin et al. 2001).

Nach dem in dieser Arbeit den iNTPs eine Rolle in der Regulation ribosomaler
Promotoren bestétigt werden konnte (sieche 4.1), folgten Analysen zur
Charakterisierung weiterer, der Stringenten Kontrolle zugrunde liegender
Komponenten. Zu diesem Zeitpunkt war eine Beteiligung von ® an der Stringenten
Kontrolle durch Vorarbeiten anderer Gruppen zwar beschrieben worden (Mathew and
Chatterji 2006, Chatterji et al. 2007), der Mechanismus war jedoch noch im Unklaren
(Ross et al. 2013). Zudem konnte ® in den bis dahin angestellten Studien unserer
Arbeitsgruppe nicht eindeutig als Faktor der Stringenten Kontrolle identifiziert werden

(Delic Denis - Diplomarbeit 2006 (Einleitung), Athanasios Platis - Diplomarbeit



134 Diskussion

2010). Darauf aufbauend wurde ® als Komponente der Stringenten Kontrolle in dieser

Arbeit tiefergehend analysiert.

In einem ersten Schritt wurde die Auswirkung der o-Untereinheit auf die Bindung der
RNAP an stringenten und nicht stringenten Promotoren in Form von
Retardierungsanalysen (siche 4.2.1 und 4.2.2) untersucht. Hierzu wurden die
gebildeten Komplexe der Aw- und der WT-RNAP unter dem Einfluss von ppGpp
und/oder DksA miteinander verglichen. Mittels Analyse der Komplexbildung beider
Polymerasen an einen als nicht stringent geltenden Promotor wurde das System auf
seine Anwendbarkeit hin {iberpriift. Weiterhin konnte so getestet werden, ob sich die
o-Untereinheit in unserem System auch unter nicht stringenten Aspekten auf die
Bindung an Promotoren auswirkt. Als Bindepartner diente das fac-Promotorfragment.
Wie in 1.6 beschrieben, handelt es sich bei dem fac-Promotor um einem starken,
jedoch in der Natur nicht vorkommenden Promotor, der in der Vergangenheit als nicht
stringent reguliert charakterisiert werden konnte (Pribnow 1975, Zacharias et al. 1989).
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen konnten ® nicht mit der
Regulation stringent unabhdngiger Promotoren in Verbindung bringen. Weder DksA
noch ppGpp oder beide Effektoren gemeinsam hatten in den getesteten
Konzentrationen und in Relation zur WT-Probe einen Effekt auf die Bindung der
Promotorfragmente (siche Komplexe K2). In Anbetracht des in 4.1 diskutierten
unspezifischen Effekts von DksA auf Promotoren, die als nicht stringent reguliert
gelten, ist zu erwidhnen, dass ein vergleichbarer Effekt unter den getesteten
Bedingungen auf den tac-Promotor nicht beschrieben werden konnte. Desweiteren
konnte durch die Messung der fac-RNAP-Bindungen gezeigt werden, dass das System
Schwankungen im Bereich von ca. 10 % der Gesamtkomplexintensitdt unterlag,
welche unabhingig von der Probenzusammensetzung auftauchten. Wie in der
Abbildung dargestellt, kam es bei den fac-Bindeanalysen regelmdBig zur Bildung
unspezifischer Komplexe oberhalb der spezifischen Komplexbande. Gerade bei
nativen Gelen ist dies keine Seltenheit. Das hier eingesetzte fac-Fragment hatte eine
Linge von ca. 400 bp. Potentielle Dimere, beispielsweise resultierend aus Bindungen
nicht vollstdndig aufgefiillter Schnittstellen, hdtten demnach eine Linge von ca. 800
bp. Sollten diese von einer Polymerase gebunden werden, konnte das Laufverhalten
dieses RNAP-,,Doppelfragment-Komplexes, wie in der Abbildung dargestellt, von

dem der ,,Einzelfragment-Komplexe* abweichen.
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Auch an der Transkriptionskontrolle stringent positiv kontrollierter Promotoren, unter
Bedingungen der Stringenten Kontrolle, scheint ® nicht beteiligt zu sein.
Stellvertretend dazu wurde in den hier vorliegenden Analysen die stringente
Regulation des ZisG-Promotors untersucht, welcher alle strukturellen Merkmale eines

stringent positiv gesteuerten Promotors enthélt (Travers 1984).

In Anbetracht der durchschnittlichen 10 % Schwankungen nahmen die Komplexe der
RNAP- und hisG-Fragmente in Relation zur effektorfreien Probe durch Zugabe von 2
uM DksA um 35 % bis 45 % zu. Dieser positive Effekt von DksA auf die Stabilitit der
gebildeten Komplexe scheint sowohl o- als auch ppGpp-unabhéngig zu sein. Er ist in
beiden Polymerase-Préparationen auch in Abwesenheit von ppGpp vergleichbar zu

beobachten und lédsst sich durch die Zugabe von ppGpp nicht zusétzlich steigern.

Die Retardierungsanalysen des stringent inhibierten r7nB P1-Promotors zeigten in
Abhingigkeit von ® und in Einklang mit den Schilderungen von Vrentas et al.
(Vrentas et al. 2010) eine deutlich differenzierte stringente Regulation. Hierbei zeigten
die spezifischen Komplexe der wildtypischen RNAP (Komplex 1 u 2, Abb. 4.2.1.3)
einen mit den in vitro Transkriptionen unter Standardbedingungen (siche 4.1.1)
vergleichbaren stringenten Verlauf. DksA alleine wirkte sich weder initiationsfordernd
noch hemmend auf die Komplexbildung aus. Wéhrenddessen verursachte ppGpp auch
in Abwesenheit von ppGpp einen Einbruch der Komplexbildung um ca. 40 %. Dieser
konnte durch die Supplementierung von DksA in Gegenwart von ppGpp zusitzlich um
ca. 20 % gesteigert werden. Im Gegensatz dazu konnte die Abwesenheit der -
Untereinheit, zusitzlich zu der fiir die WT-Komplexe beschriebenen Toleranz
gegeniiber DksA, die Sensitivitidt der Komplexe gegeniiber ppGpp in Abwesenheit von
DksA aufgehoben werden. Ausschlieflich durch Kombination der beiden Effektoren
konnte die Komplexbildung an dem rrnB P1-Promotor gestort werden. Dieses
resultierte in einem mit der WT-Situation vergleichbaren Einbruch der

Komplexbildung um insgesamt 52 % in Relation zur effektorfreien Probe.

Die Retardierungsanalysen der rrnB Pl-Promotorregulierung wurden durch das
Auftreten von effektor- und o-unabhingigen, unspezifischen Banden erheblich
erschwert. Zusétzlich zu den schon fiir die tac-Retardierungsanalysen diskutierten

unspezifischen Komplexen Nr. 1 (vermutlich Komplexe mit dimerisierten Fragmenten,
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Liange hier ca. 500 bp fiir das Dimer), konnten regelmifig drei weitere Komplexe (Nr.
2 bis 4) aufgetrennt werden (siche 4.2.1.3 und 4.2.2.1). Wihrend sich die Komplexe
Nr. 3 und 4 in Abhéngigkeit zu © gleichermallen negativ stringent kontrolliert zeigten,
waren die Komplexe Nr. 2 nur eingeschriankt ppGpp und/oder DksA gesteuert
(ausfiihrlich beschrieben in 4.2.1.3). Durch die in 4.2.2 durchgefiihrten Analysen
konnten die Komplexe Nr. 3 und 4 deutlich als die der spezifischen RNAP-
Promotorinteraktion identifiziert werden. Diese zeigten nicht nur als einziges den
typischen in der Literatur beschriebenen Verlauf ribosomaler Promotoren unter
Bedingungen der Stringenten Kontrolle, sondern standen auch als einzige in direkter
Abhéngigkeit zur Gegenwart der iNTPs, eine Besonderheit, die allen rRNA P1-
Promotoren in E.coli gemein ist. Das unterschiedliche Laufverhalten im Gel konnte
darauf deuten, dass es sich um zwei unterschiedliche Komplexe handeln konnte. So
wire es z.B. moglich, dass es sich bei den Komplexen mit hoherer Mobilitdt
beispielsweise um Elongationskomplexe handelt. Fiir den Komplex Nr. 2 wére einer
Interaktion mit einer unspezifischen RNAP-Bindestelle denkbar. Diese scheint
ziemlich stabil zu sein, sich jedoch in ihren Bindemotiven von denen der ribosomaler
Promotoren zu unterscheiden. Dadurch reagiert sie in Relation zu den rRNA -RNAP-
Komplexe anders auf ppGpp und/oder DksA. Auch wenn die Natur von Komplex Nr.
2 nicht genauer aufzukldren war, ist jedoch auszuschlieBen, dass es sich bei den
unspezifischen Banden um Komplexe aus reinitiiertem Core-Enzym nach
Sigmadissoziation handeln kdnnte. Diese Moglichkeit wére nicht nur aus der in 1.2.1
beschriebenen Unabdingbarkeit des Sigmafaktors fiir RNAP-Promotorinitiationen
unwahrscheinlich, sondern konnte auch durch den in 4.2.2.1 dargestellten Ansatz aus
Core-Enzym in Gegenwart von Promotor und iNTP ausgeschlossen werden.

Im Gegensatz zu 4.2.1.3 ergab die Analyse in 4.2.2.1 zusitzliche Banden in der
RNAP-freien Spur. Durch Zugabe von Holo-Enzymen konnte diese Bandenbildung
wieder aufgehoben werden. Dies spricht flir ein typisches Artefakt resultierend aus
einem fehlerhaften Zuriickfalten des Fragments nach der radioaktiven Markierung.
Dieses Artefakt sollte die Retardierungsanalysen allenfalls gerinfiigig beeintrichtigen
und bestitigt jedoch durch sein Erscheinen in den Proben des Core-Enzym-Ansatzes,

dass dort keine RNAP-Promotor-Bindung stattgefunden hat.

Durch BiaCore-Messungen (sieche 3.3.5) konnte bei der Bildung der offenen fac-
RNAP-Komplexe unabhingig von Omega ein KD-Wert von 10 bis 107 M bestimmt
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werden. Die RNAP-Komplexe des hisG-Promotors bildeten sich bei KD-Werten
zwischen 107 bis 10° M (WT) bzw. 10° bis 10®* M (Aw), wihrend die offenen
Komplexe zwischen 77nB P1-Promotor und RNAP mit einem KD von 10 bis 10° M
in der Wildtypsituation und 107 bis 10® M entstanden. Es ist anzumerken, dass bei
diesen KD-Werten immer von der gleichen RNAP-Charge ausgegangen wurde, so
dass sie nicht als allgemein giiltig, sondern ausschlielich in Relation zur vorliegenden
Chargenqualitdt angesehen werden konnen. Desweiteren ist zu erwédhnen, dass die
absoluten KD-Werte der Proben durch Anwesenheit des Kompetitors Herparin (siehe
unten) vor Komplexbildung verschoben wurden. Um dennoch Vergleiche zwischen
zwei unterschiedlichen Chargen (hier WT und Aw) anstellen zu kénnen, wurden die
Einfliisse der getesteten Faktoren auf die Komplexbildung in Relation zur
Komplexbildung des jeweiligen tac-Promotor-RNAP-Komplexes bestimmt. Dieser
konnte sowohl mittels BiaCore-Messung als auch in den Retardierungen als nicht
durch die getesteten Faktoren (w, DksA und ppGpp) beeinflusst beschrieben werden
und eignete sich daher gut als interner Standard. Es konnte gezeigt werden, dass durch
Zugabe von DksA der KD der hisG-Komplexe um das 3-fache (WT) bzw. 5-fache
(Aw) gesenkt werden konnte. Im Gegensatz zu den Retardierungsanalysen konnte
dieser Effekt durch die zusitzliche Zugabe von ppGpp, unabhingig von ®, sogar noch
gesteigert werden. Parallel dazu konnte auch im BiaCore die w-abhéngige ppGpp-
Sensitivitdt des r7nB P1-Promotors dargestellt werden. Wahrend in der wildtypischen
Probe der KD nach Zugabe von ppGpp um das 100-fache anstieg, blieb selbiger in
Abwesenheit von ® ppGpp-unbeeinflusst. DksA hatte in Abwesenheit von ppGpp in
keiner der beiden RNAP-Spezies einen Effekt auf die Komplexbildung. Eine Messung
der Pl1-Komplexe in Gegenwart beider Effektoren war unter den getesteten
Bedingungen leider nicht mdglich, da unter diesen Umstidnden augenscheinlich keine
Komplexe gebildet werden konnten. Dieses steht génzlich im Widerspruch zu den
bisher Dargestellten und ldsst sich durch die Anwesenheit des Heparins vor
Komplexbildung erkldren. Eine besondere Herausforderung dieser Analysen
begriindete sich in der Art und Weise wie RNAP Promotor-DNA erkennt und bindet.
Dieses geschieht nicht etwa durch herkdmmliche Assoziation an der Zielsequenz,
sondern beinhaltet einen Vorgang nicht spezifischen Bindens an jeglicher DNA.
Zahlreiche unspezifische Interaktionen zwischen DNA und RNAP konnten in der
Vergangenheit beschrieben werden. Wahrscheinlich sind hierbei Kontakte an den

Fragmentkanten, die vorzugweise von RNAPs gebunden werden. Auch sind
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sogenannte ,sliding”“ Mechanismen beschrieben worden, die auf schwache
unspezifische Interaktionen zwischen RNAP und DNA basieren und wichtige
Intermediate der spezifischen Promotorerkennung sind (Wagner 2000).Auch wenn
,»sliding® aufgrund der geringen Lange der hier eingesetzten Fragmente keine Rolle
spielen sollte, ist eine unspezifische Interaktion der RNAP an die DNA nach
vergleichbarem Mechanismus nicht auszuschlieBen. Unter Standardbedingungen
konnte im BiaCore nicht zwischen unspezifischer und spezifischer Bindung
unterschieden werden, welches die Analyse spezifischer Promotoreffekte
korrumpierte. Zur Vermeidung dieser Heparin-sensitiven, unspezifischen Bindungen
wurden die Messungen in Anwesenheit von Heparin durchgefiihrt. Hierbei wurden
Konzentrationen gewdhlt, in denen die Bindungen der RNAP in Relation zu den
Heparin-freien Ansitzen, um 30 % bis 50 % vermindert waren (siehe 3.3.5.2). Die in
1.3.1 beschriebenen Eigenschaften von RNAP-Promotorkomplexen, wahrend der
Transkripitonsinitiation unterschiedliche stabile Konformationen auszubilden, fiihrte
dazu, dass sich bei der Messung der Komplexkinetiken auf die Bestimmung der KD-
Werte beschrinkt wurde und auf die Berechnung der K,,- und Ks~Werte verzichtet

wurde.

Nach Charakterisierung der w-abhidngigen Initiation der oben beschriebenen,
unterschiedlich stringent gesteuerten Promotoren folgten ,run-off* in vitro
Transkriptionsanalysen, =~ wodurch  der = Rahmen  der  Analysen  von
Transkriptionsinitiation zusétzlich um den Einfluss der Transkriptionselongation
erweitert wurde. Da es sich bei den eingesetzten Transkriptionsmatrizen um
linearisierte Fragmente handelte, wurde die Termination durch ,,Abfallen* der RNAP
nach Erreichen des Fragmentendes erzwungen (,,run-off*‘-Transkription). Daher waren
Analysen der ebenfalls als potenziell regulativ geltenden Termination nicht moglich.
Dazu hitte die Transkription durch distinkte Terminationsmotive terminiert werden

miissen.

Auffallend war die hohe probeiibergreifende Bildung unspezifischer Produkte in den
in vitro Transkriptionen besonders haufig in den Transkripten des AisG-Promotors zu
beobachten. Oft sind diese auf Durchleseprodukte der Terminationssignale
zuriickzufithren. Dieses konnte jedoch, wie oben erldutert, in diesem Falle

ausgeschlossen werden. Wihrend alle drei Promotorfragmente eine vergleichbare
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Lénge von ca. 350 bp haben, war das aus der Promotorsequenz abgeleitete erwartete
Transkript des hisG-Promotors mit 40 bp mit Abstand das kiirzeste. Um dennoch einen
vergleichbaren radioaktiven Einbau zu erhalten, wurde /isG-Fragment in Uberschuss
zugegeben und in hoherer Konzentration auf dem Gel aufgetragen. Bei geringer
Transkriptgrofe steigt zusdtzlich auch die Wahrscheinlichkeit, dass sich das
gewiinschte Zielfragment in der Anzahl der bp weniger deutlich von
Abbruchtranskripten der Reaktion unterscheidet. Diese sind in
Transkriptionsreaktionen hiufiger zu beachten und bei einer Gréfle von bis zu ca. 10 nt
sogar Anteil transkriptionsregulatorischer Mechanismen. Daher ist es sehr
wahrscheinlich, dass es sich bei den unspezifischen Banden der kleineren Fragmente
um diese sogenannten abortiven Transkripte handelt. Die unspezifischen Produkte
oberhalb der Lauthohe der jeweiligen spezifischen Promotortranskripte konnten aus
vorzeitig initiierten Transkriptionen entstammen oder auf nicht denaturierte Polymere
zuriickzufiihren sein. Letzteres konnte zumindest fiir die Produkte der Fall sein, die
einen dhnlich stringent gesteuerten Verlauf zeigen wie die spezifischen
Promotorprodukte. In Bezug auf die hisG-Transkription ist zusétzlich zu erwéhnen,
dass sich drei ,,spezifische” Produkte identifizieren lieBen. Ein Phdnomen, das unter
bestimmten Bedingungen bei einigen Promotoren in vitro ofters zu beobachten ist und

z.B. durch Transkriptionsstartverschiebungen um wenige Nukleotide zu erkliren ist.

Das Einbeziehen der Transkriptionselongation mittels ,,multiple-round” in vitro
Transkription wirkte sich in keiner Weise auf das in den Initiationsstudien
beschriebene Muster der w-abhingigen, stringenten Steuerung des tac-Promotors aus.
Im Gegensatz dazu, waren die hisG-Ergebnisse der ,multiple-round” in vitro
Transkription 100 % deckungsgleich mit denen der Initiationsstudien. Obwohl auch
hier die Aktivitit des Aminosdurebiosynthese Operon-Promotors durch Co-
Supplementierung von DksA und ppGpp deutlich gesteigert werden konnte, kdnnte
sich dieser Effekt als w-abhidngig herausstellen. In zwei von drei Fallen war die
Aktivierung des Promoters durch DksA und ppGpp in Anwesenheit von o deutlich
intensiver als in den o-freien Proben. Vergleicht man jedoch die Bandenintensitét der
hisG-Produkte beider RNAP-Spezies in Gegenwart von DksA und ppGpp im
Autoradiogramm, so ist zu erkennen, dass sich beide Proben deutlich weniger
gravierend voneinander unterscheiden, als es die Quantifizierung vermuten lassen

wiirde. Der steile Anstieg in der WT-Probe resultierte aus der verhdltnismaBig
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geringen Bandenintensitdt der effektorfreien Probe, iiber die die Transkription der
anderen Proben relativiert wurde. Mangels eines internen Standards lésst sich dieses an
dieser Stelle nicht endgiiltig aufkldren. Weiterhin konnte abweichend zu den
Initiationsstudien in der Abwesenheit von ® keine gesteigerte Transkription des
Promotors durch DksA alleine induziert werden. Vergleichbar mit den
Initiationsstudien mittels BiaCore und im Widerspruch zu den Retardierungsanalysen,
wirkte sich die gleichzeitige Pridsenz beider Effektoren, deutlich stirker auf die
Transkription des hisG-Promotors aus als auf die von DksA alleine. Trotz der
Widrigkeiten der hisG-Analysen, ergab die P1 in vitro Analyse (wie oben fiir die fac-
Transkription beschrieben) ein Regulationsmuster, welches innerhalb der 10%-

Schwankungen deckungsgleich mit den Initiationsstudien verlief.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass in Einklang mit den letzten Verdffentlichungen
die w-Untereinheit ein wichtiger Faktor der Transkriptionsregulation in E. coli ist
(Vrentas et al. 2010, Sarkar et al. 2013, Ross et al. 2013). Dabei beschrédnkt sich der
Einfluss von Omega auf die Regulation stringent negativ regulierter Promotoren.
Weder stringent unabhingig, noch positiv gesteuerte Promotoren sind sensitiv fiir die

w-vermittelte Regulation.

Lange Zeit wurde aufbauend auf einer RNAP-Struktur aus 7. thermophilus fiir ppGpp
einen dhnlichen Regulationsmechanismus wie fiir DksA vermutet. Dabei schien
ppGpp direkt im aktiven Zentrum zu agieren. Neuste Veroffentlichungen
identifizierten jedoch in der E.coli RNAP eine ppGpp-Bindestelle, welche abseits des
aktiven Zentrums lokalisiert ist (Ross et al. 2013, Zuo et al. 2013). Diese Bindestelle
involviert einen Teil von o, welches die Beteiligung dieser RNAP-Untereinheit an der
Regulation negativ stringent regulierter Promotoren erkldrt. Unterstiitzt wird dieses
durch die Beobachtung, dass DksA-abhéngige Promotoren wie die des hisG-Promotors
iiber einen anderen Wirkmechanismus (der Bindung des Proteins im sekundiren Kanal

der RNAP) w-unabhingig reguliert werden.

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass ppGpp und DksA nicht nur
synergistisch, sondern auch antagonistisch zueinander als Regulator fungieren (Aberg
et al. 2009). Auch diese Beobachtung wire durch die Regulierung iiber zwei

unterschiedliche Wirkmechanismen gut zu erkldren. Bisher ist der synergistische
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Mechanismus von ppGpp und DksA anhand der neu beschriebenen ppGpp-Bindestelle
noch nicht geklart. Die Arbeiten von Ross et al. 2013 (Ross et al. 2013) und Zuo et al.
2013 (Zuo et al. 2013) beschreiben einen allosterischen Regulationsmechanismus
durch ppGpp. Hierbei wird durch eine Bindung des Alarmons an ® und B’ die
intrinsische Dynamik der RNAP wie oben beschrieben gestort. Die Bindung durch
DksA konnte zu einer Konformationsédnderung fiihren, die es ppGpp ermoglicht trotz
fehlender o-Bindestelle alternativ zu binden und so die RNAP-Modulflexibilitit
sterisch zu behindern. 2009 postulierte Rutherford et al. (Rutherford et al. 2009) ein
Modell, in dem DksA, ebenfalls wie oben fiir ppGpp beschrieben, allosterisch die
Aktivitdt stringent gesteuerter Promotoren reguliert. Hierbei beeinflusst die Bindung
im sekundédren Kanal der RNAP, wie es auch kiirzlich fiir pppGpp beschrieben wurde
(siche oben), die intrinsische Flexibilitdit des Enzyms. Dieser Effekt konnte
ausschlaggebend fiir die beschriebene kompensatorische Wirkung von DksA auf die
w-abhingige ppGpp-Toleranz ribosomaler Promotoren sein. Die Deletion von ®
trunkiert die ppGpp-Bindestelle, so dass die ppGpp-RNAP-Interaktion ausschlieBlich
iiber die Bindung von B’ stattfinden kann. Es wire denkbar, dass diese Bindung alleine
nicht stark genug ist, die intrinsische Flexibilitdt der RNAP ausreichend zu limitieren.
Der oben beschriebene fixierende Effekt durch DksA konnte in diesem Fall die dazu
fehlende Energie kompensieren und gemeinsam mit ppGpp die Module der AwRNAP

addquat fixieren.

Auf die markante Rolle des bindren offenen Komplexes in der Transkription und damit
in der Anpassung von Bakterien an Umweltbedingungen ist in dieser Arbeit des
Ofteren hingewiesen worden. Daher wurde parallel zu dem oben beschriebenen
Einfluss der o-Untereinheit auf die Regulation des r7nB P1-Promotors analysiert, ob ®
eine direkte Involvierung in der Isomerisierung vom geschlossenen zum offenen
Komplex nachgewiesen werden kann. Das Aufschmelzen der Promotorstringe
geschieht in der Regel bei Temperaturen unterhalb der sich aus den Basenpaaren
ableitenden Schmelztemperatur. Die dazu notwendige Energie entstammt unter
anderem aus der Superhelikalitdt der DNA und der Interaktion mit der RNAP (Wagner
2000). Dabei sind nicht alle Untereinheiten des Enzymes gleichermalen an dem

Strangaufbruch beteiligt. So konnten beispielsweise distinkten Doménen der 6'° eine
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direkte Beteiligung an der Bildung des bindren offenen Komplexes nachgewiesen
werden (Wagner 2000). Weiterhin konnte Burns et al. 1999 eine Beteiligung der a-
Untereinheit bei der Bildung offener Komplexe an bestimmten Promotoren

nachweisen (Burns et al. 1999).

Die Beteiligung von ® an der offenen Komplexbildung wurde anhand von ,,(pseudo)-
single-round* in vitro Transkriptionen analysiert. Diese ermdglicht eine Betrachtung
des ersten Transkripts einer Transkription und ldsst daher direkte Schliisse auf die
Bildung stabiler offener Komplexe zu. Obwohl, wie oben beschrieben, die Trennung
der Promotorstrange unterhalb der Schmelztemperatur der Basenpaare liegt, ist sie
dennoch nicht temperaturautark. So konnte die Arbeitsgruppe um Gourse
beispielsweise in  diversen  Verdffentlichungen eine temperaturabhingige
Isomerisierung der 7#nB P1-Promotorkomplexe beschreiben (Rutherford et al. 2009).
Daher wurde untersucht, ob sich die An- bzw. Abwesenheit von ® auf die
Isomerisierungstemperatur vom geschlossenem zum offenen Komplex auswirkt. Die
Analysen mit variierender Initiationstemperatur (von 1 °C bis 30 °C,) ergaben eine
deckungsgleiche prozentuale Bildung bindrer offener Komplexe in beiden RNAP-
Varianten (Abb. 4.2.5.1). Es ist zu betonen, dass in diesen Experimenten der r#nB P1-
Promotor in Form von superhelikaler Plasmid-DNA eingesetzt wurde. Ein hoher Grad
an Superhelikalitdt wirkt sich fordernd auf die DNA-Strangtrennung aus und erniedrigt
damit die bendtigte Schmelztemperatur. So konnte nach dreifacher Expositionszeit der
in Abb. 4.2.5.1 dargestellten Rontgenfilme w-unabhingig selbst bei Temperaturen um
1 °C die ersten offenen Komplexe beobachtet werden. Die optimale Temperatur zur
Bildung offener Komplexe beider RNAP-Spezies lag bei 20 °C. Temperaturen iiber 20
°C schienen die offene Komplexbildung beider RNAP eher zu hindern. So konnte ein
Einbruch in der Menge der gebildeten offenen Komplexe bei Temperaturen von 25 °C
und dariiber beobachtet werden. Dieser scheint in Gegenwart von ® etwas seichter zu
verlaufen. Dennoch ist im Groflen und Ganzen davon ausgegangen worden, dass in
Abwesenheit von DksA und/oder ppGpp die w-Untereinheit keinen Einfluss auf die
temperaturabhidngige Bildung offener Komplexe und somit nicht auf die

Thermodynamik der Komplexbildung ausiibt.

Darauf aufbauend wurde in weiterfilhrenden Analysen getestet, ob durch stringente

Bedingungen die Isomerisierung zu den offenen Komplexen m-abhidngig beeinflusst
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werden kann. Dieses geschah wie nach obigem Beispiel durch Herabsetzen der
Initiationstemperatur in ,,(pseudo)-single-round* in vitro Transkriptionen. Es wurde je
ein Transkriptionsansatz mit wildtypischer bzw. w-defizienter RNAP parallel
angesetzt, aliquotiert und die Transkription in den Aliquoten entweder bei 12 °C oder
30 °C initiiert. Wie in Abbildung 4.2.5.1 zu erkennen ist, lag die Komplexbildung bei
einer Transkriptionsinitationstemperatur von 12 °C ®-unabhéngig bei ca. 65 % der
maximalen Komplexmenge. Es wurde erwartet, dass sich unter diesen suboptimalen
Bedingungen fiir die offene Komplexbildung ein Effekt durch @ bevorzugt auswirken
wiirde. Die Analysen zeigten jedoch, dass sich die An- bzw. Abwesenheit der -
Untereinheit auf die getesteten Ansitze unabhingig von den beiden gewihlten
Initiationstemperaturen auswirkte. Es ist daher festzustellen, dass unter den getesteten
Bedingungen die o-Untereinheit die temperaturabhingige Bildung der stringent

regulierten 77nB P1-Promotorkomplexe nicht beeinflusst.

5.3 DKksA als globaler Regulator der Stringenten Kontrolle

Sowohl die Ergebnisse der in 4.1 als auch der in 4.2 diskutierten Analysen
unterstreichen die in der Literatur beschriebene zentrale Rolle des DksA-Proteins im
Prozess der Stringenten Kontrolle. Das 17,9 kDa grofle Protein ist einerseits ein
zentraler Faktor bei der ppGpp-vermittelten Regulation diverser stringent gesteuerter
Promotoren, konnte jedoch anderseits sowohl fiir zahlreiche ppGpp-unabhingige als
auch ppGpp-entgegengesetzter Mechanismen verantwortlich gemacht werden (Aberg
et al. 2009). Aufgrund der zentralen Bedeutung dieses Proteins fiir die Anpassung von
Escherichia coli im Rahmen der Stringenten Kontrolle, wurde in dieser Arbeit DksA
weitergehend analysiert. Die in Abb. 4.3.1.1 dargestellten Wachstumsanalysen zeigen
deutlich, dass DksA trotz der hohen Anzahl an Prozessen, an denen dieses Protein
beteiligt ist, im Vollmedium nicht essentiell ist. Der Verlauf der Wachstumskurven
verdeutlicht, dass sowohl der E. coli Wildtyp- als auch der Deletionsstamm ein
vergleichbares exponentielles Wachstum zeigen und eine vergleichbare maximale
Zelldichte erreichen. Ahnliches konnte schon durch Kang et al. 1990 beschrieben
werden. In ithrer Arbeit konnte zum ersten Mal das DksA-Protein beschrieben werden

(Kang and Craig 1990). Schon damals wurde vermutet, dass DksA eine Komponente
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zahlreicher Anpassungsprozesse in E. coli sein konnte. Dennoch zeigte die Deletion in
Vollmedium keinerlei Auswirkung auf das Zellwachstum. Lediglich in
Minimalmedium war ein deutlich reduziertes Zellwachstum der DksA-freien E. coli-

Zellen zu beobachten.

Desweiteren ist jedoch in den in Abb. 4.3.1.1 gezeigten Graphen zu erkennen, dass der
AdksA-Stamm die unterschiedlichen Wachstumsphasen (Latenz-, exponentielle-,
stationdre Phase) versetzt zum Wildtypstamm vollzieht. Besonders deutlich wird dies
bei dem friithzeitigen Austritt der DksA-Mutante aus der (Kang and Craig 1990)
exponentiellen Phase und dem langgezogenen Eintritt in die stationdre Phase. Nach
mathematischem ,,Fitten der Kurven konnte gezeigt werden, dass die Mutante ca.
1,2-mal so lange wie der WT-Stamm braucht, um 20 % bzw. 50 % der maximalen
Zelldichte zu erreichen. Um 80 % der maximalen Zelldichte zu erreichen, bendtigt der
DksA-freie Zellstamm sogar 1,5-mal so lange. Das Erreichen hoher Zelldichte geht
unter anderem mit der Verarmung des Zellmediums einher. Wie oben beschrieben,
wirkt sich die Deletion von DksA auf das Wachstum der E. coli-Zellen unter
Minimalbedingungen aus. Es ist also vorstellbar, dass die Adks4-Zellen eine
Beeintrachtigung in der Anpassung an das Medium stationdrer Zellen aufweisen und
sich diese im verdnderten Kurvenverlauf bei Verlassen der exponentiellen Phase

ausdrickt.

Die Zugabe von SHX verursachte in beiden Stimmen einen abrupten Einbruch des
Zellwachstums. Dieses verdeutlicht, dass auch ohne DksA E. coli stringent reguliert
werden kann. Wahrscheinlich wird das Fehlen von DksA zumindest teilweise von
ppGpp kompensiert. Auch wenn Wildtyp und Mutante gleicherweise die Zellteilung
nach SHX-Zufuhr abstoppen, bendtigt die Mutante deutlich ldnger, um sich von
diesem SHX-Impuls wieder zu erholen. 21 Std. nach Auslésen der Stringenten
Kontrolle, hatte der WT-Stamm eine Zelldichte erreicht, die vergleichbar mit der
maximalen Zelldichte des SHX-freien Ansatzes war. Im Gegensatz dazu war die
Zelldichte der SHX-belasteten AdksA-Zellkultur zum gleichen Zeitpunkt weiterhin
deutlich unter der maximalen Zelldichte der SHX-freien AdksA-Zellkuktur.

Die oben beschriebene Phéanotypisierung der DksA-Mutante unter stringent- und nicht

stringenter Bedingungen folgten vergleichende Proteomanalysen. Hierzu wurden 30
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min nachdem je in eine der beiden MG1655- bzw. CF9239-Kulturen durch SHX die
Stringente Kontrolle ausgelost wurde, allen der vier oben beschriebenen Fliissigkultur
Zellen entnommen. Nach der Lyse wurde aus diesen Zellen Proteinextrakt
aufgereinigt, anhand dessen mittels 2D-Gelelektrophorese die jeweiligen Proteome

analysiert wurden.

In Tabelle 4.3.2.1 wurden alle in Abb. 4.3.2.1 und 4.3.2.2 identifizerten Proteine nach
Funktion und Analysebedingung (jeweiliger Zellstamm in An- oder Abwesenheit von

SHX) zusammengefasst.

Erwartungsgemail ergab der Vergleich der beiden Proteome des WT-Stammes und der
AdksA-Stammes schon ohne Auslosen der Stringenten Kontrolle markante
Unterschiede. Dieses verdeutlicht, dass DksA nicht nur als Modulator der Stringenten
Kontrolle in der Zelle fungiert, sondern dariiber hinaus auch an einer Vielzahl anderer
zelluldrer Prozesse involviert ist (Magnusson et al. 2007). Als eine dieser Funktionen
ist Unterdriickung des dnak-Phidnotyps zu nennen, die die Entdeckung des DksA-
Proteins zufolge hatte (Kang and Craig 1990).

Von besonderem Interesse waren in dieser Arbeit die Unterschiede in der
Proteinexpression zwischen beiden Zellstimmen, die sich ausschlieBlich unter dem
Einfluss von SHX unterschieden (kein Unterschied im Vergleich MG - zu CF - (Spalte
4 Tab. 4.3.2.1), jedoch Unterschied im Vergleich CF+ zu MG+ (Spalte 8 Tab.
4.3.2.1)). Bei diesen Spots handelt es sich um Proteine, deren unterschiedliche
Expression ausschlielich auf das Fehlen von DksA im Rahmen der Stringenten
Kontrolle zuriickzufiihren ist, welches direkt fiir die Beeinflussung der Stringenten
Kontrolle durch DksA auf Proteinebene steht. Von den 20 stark reproduzierbaren,
eingeschickten Proteinen traf dieses auf 11 zu. Beriicksichtigt man die in Tab 4.3.2.1
vorgenommene funktionelle Einteilung der Proteine, wird deutlich, dass fiinf der sechs
identifizierten Proteine der Proteinbiosynthese einen Teil dieser 11 differenziel
exprimierten Proteine bilden. Weiterhin traf dieses auf zwei von drei identifizierten
Proteinen sowohl des Kohlenhydrat- als auch des Pyrin/Pyrimidinstoffwechsels zu.
Bei den durch 2D-PAGEs analysierten Proteinen konnten weiterhin zwei der

diferentiell exprimierten Proteine dem DNA-Reparatur-Mechanismus zugeordnet
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werden. Auch diese zeigten in Gegenwart von SHX eine differentielle Expression im

WT- und AdksA-Stamm.

Diese stringente Bedeutung von DksA auf Proteine der oben beschriebenen
funktionellen Gruppen konnte auch in der Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen gezeigt
werden. Diese konnten DksA- und/oder ppGpp-Deletionen in Zusammenhang mit
verdndertem Zellmetabolismus, Transport, Translation und DNA/RNA-Metabolismus
in Verbindung bringen (Durfee et al. 2008, Cashel 1996, Perron et al. 2005). Aberg
und Kollegen haben 2009 (Aberg et al. 2009) Transkriptionsanalysen verdffentlicht, in
denen die Transkription von frith stationdren E. coli Deletionsstimmen (ODggo 1,5;
ppGpp0, AdksA und ppGpp’-AdksA-Doppelmutante) miteinander verglichen wurde.
Trotz des abweichenden experimentellen Aufbaus dieser Arbeit (Stringente Kontrolle
durch 30 min SHX im Gegensatz zu friithstationdren Zellen), konnten zahlreiche
Ubereinstimmungen in den Resultaten der hier dargestellten Proteomanalysen und den
von Aberg verdffentlichten Transkriptomanalysen erkannt werden. Von den 20
identifizerten Proteinen wurden von Aberg 13 auch auf Transkriptionsebene erkannt.
Allerdings zeigten diese nicht immer das gleiche Expressionsmuster. Dass nicht alle
20 der hier identifizierten Proteine in der oben genannten Transkriptionsanalyse
vertreten sind bzw. ein unterschiedliches Expressionsmuster aufweisen, ist
wahrscheinlich in dem oben beschriebenen unterschiedlichen experimentellen Autbau
beziiglich des Schaffens stringenter Bedingungen begriindet. Durfee et al.
ver6ffentlichten 2008 Transkriptionsanalysen von E.coli K-12 WT- und relAA251-
Zellen, in denen die Stringente Kontrolle vergleichbar mit dieser Arbeit durch SHX
ausgelost wurde. Allerdings wurden bei diesen Trankriptomanalysen die
Auswirkungen der Stringenten Kontrolle zeitlich gegliedert in 5; 10 und 30 min nach
SHX Zugabe analysiert. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass sich diese Chronologie
drastisch auf die Anzahl der stringent regulerten Gene auswirkt (Durfee et al. 2008).
Es ist zu vermuten, dass die Stringente Kontrolle unter den von Aberg et al.
beschriebenen Bedingungen noch nicht so weit vorangeschritten war wie jene unter
den gewidhlten Bedingungen der vorliegenden Arbeit. Diese Vermutung wird
zusiétzlich von der Beobachtung unterstiitzt, dass 7 der 13 sowohl auf Transkiptions-
als auch auf Proteinebene identifizierten differenziell exprimierten Proteinen bzw.

Genen (Vergleich MG1655 und CF9239) vor SHX-Supplementierung einen
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vergleichbaren Trend beziiglich ihrer Expression verzeichneten. 30 min nach SHX-

Zugabe traff dieses nur noch auf 4 der 13 Proteine/Gene zu.

Bei den in dieser Arbeit vorgestellten 2D-Gel-Proteomanalysen kann nicht zwischen
direkten und indirekten Effekten von DksA auf das Proteom in E. coli unterschieden
werden, da die aufgetrennte Proteinsuspension die Gesamtheit aller Proteine
unabhingig ihres Induktions- bzw. Repressionsmechanismus darstellt. Die dargestellte
Expression der Proteine ist also die Summe vieler Einfliisse wie beispielsweise

Transkription, Translation und Proteinabbau.

Durch 2D-Proteomanalysen, in denen die Proteine in kurzen aufeinander folgenden
Zeitpunkten isoliert wiirden, konnten direkte Effekte durch DksA zumindest
anndhernd von den nicht direkten Effekten differenziert werden. Hierbei sprichen
schnelle, kurz nach SHX-Zugabe auftretende Verdnderungen des Proteoms fiir eine
direkte Regulation durch DksA. Mit zunehmender Dauer zwischen Auslosen der
Stringenten Kontrolle und Proteinisolation wiirde die Wahrscheinlichkeit einer

indirekten Regulation steigen.

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass einige der in AdksA-Stimmen beobachteten
Veranderungen nur bedingt direkt auf die DksA-Proteinfunktion zuriickzufiihren sind
und vielmehr auf der daraus resultierenden Verschiebung der RNAP-
Interaktionspartner beruhen. Die Deletion des DksA-Proteins resultiert demnach in
einer erhohten Zugénglichkeit des sekunddren Kanals der RNAP. Dieser kann dann
durch andere Transkriptionsfaktoren mit DksA-kompetitiver Bindestelle (z.B Gre-
Faktoren) gebunden werden. Ein &hnlicher Mechanismus konnte fiir die in DksA-
defizienten Stimmen gesteigerte Induktion von Genen der Chemotaxis und
Flagellenbildung beschrieben werden. Diese zeigte sich als Gre-Faktor-abhingig und

konnte durch Entfernen der Gre-Faktoren unterdriickt werden (Aberg et al. 2009).
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6 Ausblick

In dem ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein hoher Titer an
Startnukleotiden den Effekt von ppGpp und DksA auf ribosomale Promotoren
kompensiert. Ribosomale Promotoren bilden kurzlebige und instabile offene
Komplexe aus, welche erst nach Einbau der jeweiligen Startnukleotide stabilisiert
werden konnen. Die KD-Werte dieser Startnukleotide gelten als vergleichbar hoch,
wurden aber in E.coli fiir die einzelnen Nukleotide noch nie richtig bestimmt. Es wére
daher interessant, diese Zusammenhinge genauer zu analysieren. Eine
Herausforderung bei solch einer KD-Wert-Bestimmung wére die Limitierung des
radioaktiv einzubauenden Nukleotids. Vorarbeiten haben jedoch gezeigt, dass dieses
Problem durch nicht radioaktive in vitro Transkriptionen, deren Transkripte

anschliefend durch ,,primer extension* detektiert wurden, umgangen werden konnte.

Desweiteren ist zu erwédhnen, dass ppGpp lange Zeit als Effektor galt, der ebenso wie
DksA im sekundiren Kanal der E. coli RNAP bindet. Synergistische Effekte wurden
durch gemeinsame Interaktionen im Rahmen dieser Bindestelle erklart. Durch die neue
von Zuo et al. identifizierte Bindestelle wird die Diskussion iiber die gegenseitige

Beeinflussung jedoch neu entfacht, so dass es auch hier weiterer Studien bedarf.

AbschlieBend wire es von Interesse die im dritten Teil dieser Arbeit dargestellten
Proteomanalysen auszuweiten um z.B. durch Proteomkinetiken und diversen weiteren
Mutanten (Bsp. Gra-Deletion (siehe Diskussion)) indirekte von direkten DksA-

Effekten im Rahmen der stringenten Kontrolle unterscheiden zu konnen.
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