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Traditionell stellen RNA-Molekile einer jeden Zetlen Zwischenschritt vom DNA-kodierten Gen zum
Protein als Boten-RNAnfessengeRNA, mRNA) dar oder spielen als ribosomale ottansfer RNAs
(rRNAs oder tRNASs) eine Rolle in der Proteinbio$ege. Diese Anschauung hat sich innerhalb der
letzten 10-15 Jahre stark gewandelt. Mittlerwedle hekannt, dass es zusatzlich kleine regulataisch
RNA-Molekile gibt €mall RNA; sRNA), die nicht fur Proteine kodieren. KleifRNAs regulieren die
Genexpression fiur verschiedenste zellulare Prozessewurden besonders in Anpassung an neue
Umgebungs- und Stress-Bedingungen mit hoher Expresseobachtet. Auf Basis verschiedener
Analysen werden Hunderte dieser kleinen RNA-Gene Bakteriengenomen angenommen.
Corynebacterium glutamicustellt ein Gram-positives Bakterium von grof3erusitieller Bedeutung dar
und gilt zudem als Modellorganismus fur die nahwagerdten und humanpathogenen Bakterien
C. diphtheriaeund Mycobacterium tuberculosisvVor Beginn dieser Arbeit waren i€. glutamicum
lediglich einige wenige hochkonservierte RNAs UKewvarianzmodelle vorhergesagt und in der Rfam-
Datenbank hinterlegt (Gardnet al, 2009). Die Hauptaufgabe der Dissertationsarbegtand darin,
kleine regulatorische RNAs in diesem Gram-positii®akterium zu identifizieren und diese zu

klassifizieren.

Zur Bestimmung kleiner RNA-Gene i€. glutamicumwurde in dieser Arbeit eine Hochdurchsatz-
Sequenzierung (RNA-Seq) zur Nukleotid-genauen Auihd kleiner RNAs mit dem Illumina GWx-
System durchfihrt (Mentet al, 2013). Um ein mdglichst umfangreiches Bild Uk&xine RNAs in
C. glutamicuneu erhalten, wurde fir das RNA-Seq-Experiment@misch von sechs Proben isolierter
Gesamt-RNA aus Schiittelkolben-Kulturen im exporeflein Stadium verwendet, wobei funf dieser
Kulturen zum Probenahme-Zeitpunkt physischen StresqHitze, Kalte) oder chemischen
Stressbedingungen (Diamid,,®b, NaCl) ausgesetzt waren. Zusatzlich wurden zweitenee grol3e
Analysen speziell in den intergenischen Regionen@elutamicumGenoms durchgefihrt. Hier sind
zum einen Experiment-spezifische Transkriptanalysdttels tiling-Microarrays zu nennen, wobei
vergleichbare Proben wie im Sequenzierungsexpetimgwendet wurden. Zum anderen wurde mit dem
bereits implementierten Programm RNAz (Washitlal, 2005) eine bioinformatische Vorhersage
regulatorischer RNAs i€. glutamicungemacht, die aus einer Sekundarstrukturkonsengeiruden nah

verwandten Bakterie@. efficiensundC. diphtheriaeresultiert.

In Vorbereitung auf das RNA-Seq-Experiment wurdemizcDNA-Bibiotheken kleiner RNAs erzeugt.
Eine dieser Bibliotheken wurde zur Kartierung dearskriptionsstarts (TSS) mittels enzymatischer

Behandlung auf Primartranskripte angereichert, eshrdie andere unbehandelt blieb. Um die TSS
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kleiner RNA-Gene zu bestimmen, wurden auf die ¢ehah RNA-Segeads aus cDNA-Bibliothek 1
verschiedene Filterschritte angewendet, und es evmithilfe einerin silico-Analyse nach zugehdérigen
Promotoren gesucht. Im Anschluss daran wurden fésed5-Enden von RNA-Genen mithilfe der
cDNA-Bibliothek 2 die 3"-Enden ermittelt. Eine K&fzierung der erhaltenen kleinen RNA-Gene Uber
die Entfernung zu den benachbarten proteinkodiemreii@enen ergab insgesamt 316 mRNA-Leader, 262
transkodierte RNAs und die grof3e Anzahl von ®i§-antisensdRNAs (Mentzet al, 2013). Ein Drittel

der 262trans-kodierten RNAs zeigen Ubereinstimmungen mit ded BMAz-Vorhersagen und scheinen
daher inC. efficiensund C. diphtheriaekonserviert zu sein. Zu diesen zéahlen auch ake ldaushalts-
RNAs und die aus Actinomyceten bekannte 6C RNA Rahmen der Microarrayanalysen erwies sich
eine Kooperation mit der febit biomed GmbH (jetBQ Heidelberg) als vielversprechend, wobei auf
Basis der flexiblen geniom®one Plattform spezieliing-Microarrays etabliert wurden, die alle
intergenischen Bereiche eines Genoms abdeckemederd Zusammenhang wurde auch das Java-Applet
IRMA (Intergenic Regions by Microarray AnalysigSchroeder, 2007) zur Berechnung der
intergenischen Oligonukleotidproben in Zusammernitrbatwickelt. Eine Analyse der normalisierten
Microarrayrohdaten hat zu einer quantitativen Himtg der Signale gefihrt. Die Halfte déans
kodierten RNAs wurde mithilfe der Microarrayanalysgetektiert und diesen kann nun eine Experiment-

spezifische transkriptionelle Aktivitat zugewiesgarden.

Im Rahmen dieser Arbeit werden vigans-kodierte RNAs Uber eine Northern Blot-Analyse alit.
Fur eine dieser kleinen RNAgdgb 1611% werden auf bioinformatischer und experimentelidrene
Funktionsanalysen prasentiert, die auf eine moglictiel-mRNA cg3138 (ppmA hinweisen. In
vergleichenden cDNA-Microarrayexperimenten von MBefesmutanten dieser kleinen RNA mit dem
C. glutamicuraWildtypstamm war zudem die Expression fir Gene Mietall-lonen-Transports bzw.
speziell fur Gene der Eisen-Homdostase auffalligandert. Im letzten Kapitel werden fur die
peptidkodierende RNAcgb_11283stromaufwarts des DAHP-Synthase-GeasoF, cgl129 aus der
Klasse ,mRNA-Leader* Ergebnisse vorgestellt, diemeai neuen Mechanismus transkriptioneller

Attenuation in der Synthese aromatischer Aminosauadidieren.
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1  Corynebacterium glutamicum

In der vorliegenden Dissertationsschrift Uber kdelRNAs in Corynebacterium glutamicurehemals
Brevibacterium flavuinsoll im ersten Kapitel die taxonomische Einordputieses Bakteriums und die
Beschreibung der Eigenschaften von Corynebakteaisnsolchen erfolgen. AnschlieBend wird die
industrielle und biotechnologische Bedeutung v@nglutamicumdargestellt. Den Abschluss dieses
Kapitels bildet ein Genomvergleich zwisch€nglutamicumund den beiden nah verwandten Spezies

C. efficiensundC. diphtheriae

1.1 Die Taxonomie und Eigenschaften der Corynebakterien

Innerhalb der Klasse der Actinobakterien gehotrt @attung Corynebacteriumzur Familie der
Corynebacteriaceaeund stellt Gram-positive Bakterien mit typischelsee hohem G+C-Gehalt

> 50 Mol % dar (Stackebrandit al, 1997). Die Gattung Corynebacterium wurde zud®96 von
Lehmann und Neumann beschrieben (Lehmann und Neyni®96), wobei sich der Name aus der
Eigenschaft ableitet, keulenférmige bzw. leicht ke Bakterienformen anzunehmen (griechisch
coryne = Keule; vgl. Abbildung 1I-1, nachste Seite). Diertreter der Gattung bilden 3-5 um lange
gerade oder leicht gekrimmte Stabchen, die unbésiegind, keine Sporen bilden und aerob bis
fakultativ anaerob leben (Barksdale, 1970). Eindesme Eigenschaft dieser Bakterien ist die soget@ann
Schnappteilungshapping division Oft bleiben Zellen nach der Teilung miteinanderbunden und
erscheinen unter dem Mikroskop dadurch v-formigtékest al, 2008). Die Corynebakterien wurden
aufgrund ihres Zellwandaufbaus aufRerdem der CMNpfuzugewiesen (Barksdale, 1970). Diese
Gruppe besteht aus den Gattungearynebacterium Mycobacteriumund Nocardia und weist als
charakteristisches Merkmal eine zweite Mykolsaiakitee Permeabilitats-Barriere &hnlich der aul3eren
Membran von Gram-negativen Bakterien auf. Wahreadchtet wurde, dass diese &auf3ere Barriere
essentiell ist fir die Virulenz vomMycobacterium tuberculosi¢Dubnauet al, 2000), konnte fur
C. glutamicumgezeigt werden, dass der Mykolsdure-Gehalt dieseridBe die Sensitivitat gegeniber
Antibiotika sowie den Export von L-Lysin und vonGlutamat beeinflusst (Gebhawttal.,, 2007). In den
meisten deiCorynebacteriurBpezies besteht die darlber liegende SchichtreienfPolysacchariden,
Glykolipiden und Proteinen, wahrend darunter eimbdnogalactan-Geflecht Uber kovalente Bindungen
an eine Peptidoglycanstruktur gebunden ist, dieldlsergang zur Plasmamembran darstellt (Eggeding
al., 2008). Bisher wurden 88 verschiede@erynebacteriunBpezies taxonomisch klassifiziert, die
teilweise von medizinischer oder wirtschaftlicheelévanz sind (Bernard, 2012). Einige Vertreter der
Corynebakterien sind fuir Menschen oder Tiere pahpgvobeiC. diphtheriag(Cerdefio-Tarragat al,
2003) den prominentesten Vertreter darstellt usdAalsitser der Krankheit Diphtherie bekannt ise Di
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nicht-pathogenen Spezies wie zum Beispielglutamicum(Kinoshita et al, 1958)und C. efficiens
(Fudouet al, 2002) kommen im Bodenhabitat vor, wahrend anderéreter Saprophyten darstellen oder

auf der Haut bzw. den Schleimhauten des Menschéinden sind.

Abbildung II-1 Rasterelektronenmikroskopische (REM)fnahme vorC. glutamicum
Die typische keulenférmige Morphologie und das rfije Abwinkeln der Zellen wéhrend der Zellteilusigd zu
erkennen (Liebl, 2004).

1.2 Biotechnologische Bedeutung voforynebacterium glutamicum

Zu den biotechnologischen Einsatzgebieten von drgkterien zahlen Uberwiegend fermentative
Produktionen von Aminosauren (Leuchtenbergdr al, 2005). Auch bei der Herstellung und
Umwandlung von Steroiden (Decréatial, 2003) und in der Kasereifung (Schroéeral, 2011) sind
Bakterien der Gattun@orynebacteriunvon Bedeutung. NebeBscherichia colioder Saccharomyces
cerevisiadst das Gram-positive Bodenbakteri@nglutamicurrheute einer der bedeutendsten industriell
genutzten Organismen (Eggeling und Bott, 2005).dgeigezielten Suche nach einem Mikroorganismus,
der sich zur fermentativen Herstellung von L-Glutasdure eignet, wurd€. glutamicumim Jahr 1957

in Japan identifiziert (Kinoshit&t al, 1958). Hierbei wird die L-Glutaminsdure vom Bakm als
Folgeprodukt des Citratzyklus durch Transaminierwog 2-Oxoglutarsdure produziert. Verschieden
Produktionsstamme  von C. glutamicum werden seither genutzt, um diese haufig als
Geschmacksverstarker verwendete Aminosaure indlistrigroen Mengen zu erzeugen und zwar mit
einer weltweit jahrlichen Produktion (2009) von cer 2,8 Mio.t (Ajinomoto, 2012). Als
Produktionsstamm i<E. glutamicumhervorragend geeignet, da es aufgrund fehlendiogenitat und
Toxizitat die Klassifikation GRAS dgenerally regarded as sgfebesitzt und dazu verschiedene
O0konomische Vorteile bietet. So wachSt glutamicumvergleichsweise schnell in kostengunstigen
Néhrmedien, in denen landwirtschaftliche Nebenpkteluvie Melasse oder Starke-Hydrolysat als
Kohlenstoffquelle verwendet werden kdénnen und Amiadonzumeist als Stickstoff-Quelle dient.
AuBerdem zeigC. glutamicumhohe Wachstumsraten unter hohen Zuckerkonzemimtiglkeda und

Takeno S., 2013). Gegeniber der chemischen TothEsm ausgehend von Acrylnitril werden bei der
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fermentativen Gewinnung von L-Glutaminsaure vegyisweise hohe Ausbeuten gemacht (Sano, 2009).
Besonders vorteilhaft ist hierbei, dass im Gegengatr chemischen Synthese ist keine Racematen-
Trennung notwendig istC. glutamicumhat sich auch fur die Produktion einer Vielzahldener
biologischer Verbindungen als geeignet erwieserug¢htenbergeet al, 2005). Diese sind besonders
Aminoséauren der Aspartat-Familie, wie die essdeti@minosdure L-Lysin, welche mit einer jahrlichen
Produktion von 1,48 Mio. t hauptsachlich als Fumigtelzusatz grof3e Verwendung findet (Ajinomoto,
2012). Zudem wirdC. glutamicumfir die Herstellung von Nukleotiden und Vitaminevie z.B.

Pantothensaure genutzt (Sahm und Eggeling, 1999).

13 Genomvergleich mit den verwandten SpezieS. efficiens und C. diphtheriae

Die vollstandige Genomsequenz v@h glutamicumATCC 13032 wurde im Jahr 2003 von zwei
verschiedenen Arbeitsgruppen publiziert (lkeda tNakagawa, 2003; Kalinowslgt al, 2003), wobei
eine ChromosomengréfRe von ~3,28 Mio. Basenpaamrefmittelt wurde. Mithilfe von rekombinanten
DNA-Transfertechniken hat die Genomsequenz die @Gage fir die rationale Konstruktion verbesserter
Produktionsstamme bereitet. In der aktuellen Gemmwiation vonC. glutamicumsind 3058 Gene
kodiert, und es ergibt sich ein relativ hoher G+&h@t von ~53 % (Kalinowsket al, 2003).
Grundsatzlich gibt es einige genomische Regiondd. iglutamicumdie einen davon unterschiedlichen
G+C-Gehalt aufweisen und auf horizontalen Gentanshweisen (HGC1- und LGC1-Region) oder auf
die Integration von putativen Prophagen zurtlickzigiitsind (CGP1, CGP2, CGP3, CGP4) (Kalinowski
et al, 2003). Ungefahr gleichzeitig mit der Veroffeallung desC. glutamicurmGenoms wurden die
Sequenzen vorC. efficiens(Nishio et al, 2003) undC. diphtheriae (Cerdefio-Tarragat al, 2003)
publiziert. Die Genome vof. glutamicumund C. efficienszeigen ahnliche GenomgréRen (~3.2 Mbp),
wobei C. efficiensjedoch noch zwei zusatzliche Plasmide enthalt. We#teren besitze. glutamicum
und C. efficienseine vergleichbare Anzahl von Genen (~3000) urshalie Aminosauresequenzen der
Proteine sind Uberwiegend gut konserviert. Nishid Kollegen haben zudem den G+C-Gehalt und die
Codon-Praferenz beider Spezies untersucht undefgsili, dass sich die Genome in ihrem G+C-Gehalt
um circa 10 Prozentpunkte unterscheiden, wobeiGlagutamicur"xGenom mit 53 % den niedrigeren
Gehalt aufweist (Tabelle 1I-1, nachste Seite). AdBm wurde eine signifikante Verzerrung bei der
Verwendung von Aminosauren in Proteinen beobacbtet.Austausche von Aminoséuren betreffen in
C. efficienshéufig Lysin statt Arginin, Serin statt Alanin uisgrin statt Threonin. Diese Substitutionen
werden auch fir die h6here Thermostabilitéat @refficiensProteinen verantwortlich gemacht, wodurch
gutes Wachstum im Temperaturbereich tber 40 °Cioidgit (ebd.).
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Tabelle 1I-1 Vergleich der Genomsequenzen @omglutamicumC. efficienaundC. diphtheriae
(modifiziert nach Eggeling und Bott, 2005).

Stamm C. glutamicum C. efficiens  C. diphtheriae
ATCC 13032 YS-314 NCTC 13129
GroRe [bp] 3.232.708 3.147.090 2.488.635
Durchschnittl. G+C-Gehalt [% 53,8 63,4 53,5
ORF-Anzahl 3.002 2.950 2.320
Anzahl rRNA-Gene 6 5 5
Anzahl tRNA-Gene 60 56 54
Kodierregionen [%] 88,3 90,4 89,6

Das Genom des humanpathogenen BakteriGndiphtheriaezeigt mit nur ~2.4 Mbp Grol3e und circa
2300 Genen ein kleineres Genom als die beiden endgnannteiCorynebacteriurBpezies, aber im
Vergleich zuC. glutamicumund C. efficienssind eine &hnliche Anzahl von rRNA-Operons (5) und
tRNA-Genen (54) annotiert (Cerdefio-Tarragal, 2003). Auch die Anzahl von Kodierregionen une di
mittlere ORF-Lénge sind ahnlich groR (Tabelle lI{Um Mutationen und Umordnungen von Genen in
verschiedenen, aber verwandten Organismen zu i@rgle werden haufig sogenannte Syntenie-Karten
angefertigt, in denen die Genabschnitte aneinaadggerichtet werden (Huynen und Bork, 1998). Der
Begriff Syntenie entstammt dem GriechischeynE zusammentainia = Band) und bezeichnet Gene, die
auf demselben Chromosom lokalisiert sind. Allerdirgpricht man auch von Syntenie, wenn Gene in
verschiedenen Organismen dieselbe Reihenfolge inor@som bzw. Genom aufweisen. Schon bald
nachdem die ersten drei Corynebakterien GenSngutamicumC. efficiensC. diphtheriaesequenziert
und annotiert waren, wurde die Konservierung darg@erdnung zwischen allen drei Spezies untersucht.
Diese Analyse hat einen aufR3erordentlich hohen G@radbyntenie ergeben (Kalinowsét al, 2003)
(Abbildung 1I-2, n&chste Seite). Eine mogliche Brking fiir diese ungewothnliche Genomstabilitatiest d
Tatsache, dass Corynebakterien keireBCD-Gene des rekombinatorischen Reparaturmechanismus
besitzen (Nakamurat al, 2003). Die Forscher vermuten, dass das Fehlesesli Systems Gen-

Umordnungen gréf3eren Ausmal3es vorgebeugt hat.
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Abbildung 11-2 Syntenie-Plot vog. glutamicumC. efficiensundC. diphtheriae

Die dargestellten Punkte ergeben sich aus den Biggen des besten reziproken Treffers einer vetgeiden
Aminosaure-Sequenzanalyse mit BLASTp (Altsclatil al, 1990) bezogen auf die mehr als 3000 ORFs der
C. glutamicurdSequenz. Treffer fU€. diphtheriaesind als rote Dreiecke und Treffer fGr efficienssind als blaue
Punkte dargestellt (aus Kalinowstial, 2003).

2  RNA und die bakterielle Transkription

RNA ist die englische Abkurzung fiitbonucleic acidund dient auch im deutschen Sprachgebrauch als
Abkirzung fir Ribonukleinsdure. RNA besteht aus oRilkleotid-Einheiten, die wiederum
Kondensationsprodukte aus einem Ribose-Zuckerr dlokleinbase und einem Phosphat darstellen. Die
Hypothese des zentralen Dogmas der Molekularbield@irick, 1970) beschreibt RNA in lebenden
Zellen als Vermittler der genetischen Informatiars aler Desoxyribonukleinsdure (DNA) wahrend der
Synthese von Proteinen. Auf der Suche nach demridrgpdes Lebens stellt sich grundséatzlich die
"Henne oder Ei-Frage": Um DNA herzustellen sind {Ene notwendig, wobei die Information tber den
Aufbau der Enzyme in der DNA gespeichert ist - wias also zuerst da? Eine Antwort hierauf gibt die
RNA-Welt-Hypothese (Gilbert, 1986). RNA kann sowatie DNA genetische Information speichern,
aber auch wie Enzyme chemische Reaktionen katadysi€Ribozyme; Krugeret al, 1982). Die
Hypothesen der chemischen Evolution erklaren ditstBnung organischer Molekiile aus anorganischen
Verbindungen (Miller, 1953; Miller und Urey, 1959a die abiotische Entstehung von RNA in der
Ursuppe der Erde als moglich gilt, konnte diese tlergang zum Aufkommen erster zellularer
Lebensformen darstellen (Gilbert, 1986). RNA ist B&A sehr ahnlich, besitzt die fast gleichen vier
Basen (Adenin, Cytosin und Guanin, nur Uracil stégmin) und tragt am C2-Atomles Ribose-Zuckers
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zusatzlich ein Sauerstoffatom. Fir eine Langzeitbygeung von Informationen ist die DNA jedoch
geeigneter als RNA, da durch die fehlende HydramKfion in der DNA eine Umesterung im Zucker-
Phosphat-Gerist verhindert wird (Chaudhuri, 20D8s Weiteren geht der Baustein Cytosin relativ
leicht eine Desaminierungsreaktion ein und wirduracil. Die so entstandenen Fehler kdnnen in der
DNA leicht identifiziert und korrigiert werden, wiénd das Vorkommen von Uracil in der RNA normal

ist und solche Basenaustausche nicht korrigiertlgrekdnnen.

Um das Uberleben einer Bakterienzelle und eine atanZellfunktion zu ermdglichen, kodiert ein
Bakteriengenom fir viele tausend unterschiedlicheotethe. In Anpassung an besondere
Umweltbedingungen werden verschiedene Proteine it alle Proteine zur gleichen Zeit in der
gleichen Konzentration benétigt. Daher ist eine glaxe und vielschichtige Regulation der
Genexpression nétig, um den Zellstoffwechsel unsl \M&achstum der Bakterien an die verschiedenen
extrazellulare Bedingungen anzugleichen (W0sten98)9 Hierbei spielen Signaltransduktions-
Mechanismen mittels Ein- oder Zwei-Komponentensysteine bedeutende Rolle, wobei letztere tber
eine Sensor-Histidinkinase Informationen ins Zeklire auf Proteinregulatoren weiterleiten (Stethl,
2000). Im Rahmen von regulatorischen Prozessen &animitiation der Transkription entweder direkt
oder auch posttranskriptionell beeinflusst werdddieses kann infolge des Mitwirkens von
Proteinregulatoren, aber auch durch kleine RNA-Regren geschehen. In den folgenden Kapiteln
werden zunachst die Grundlagen der bakteriellenskrgption und deren Bestandteile fOr glutamicum

erlautert, bevor auf posttranskriptionelle ProzessBNA-Metabolismus in Bakterien eingegangen wird.

2.1 Transkriptionsinitiation

Die unterste Ebene in der Genregulation ist di¢ialion der Transkription zur Synthese von RNA,
ausgehend von einer DNA-Vorlage durch das Schlészgm RNA-Polymerase (RNAP). Die DNA-
abhangige RNA-Polymeraseofe-Enzym) bendtigt zur Transkription ein zusatzlicliedypeptid, das
Sigmafaktor ¢) genannt wird und an das RNABreEnzym binden kann. Dare-Enzym besteht aus
insgesamt vier Untereinheitera88 und bildet zusammen mit dem Sigmafaktor das sogeaeRNAP-
Holoenzymaaff o (Murakami und Darst, 2003). Die beiderUntereinheiten sorgen hierbei fur die
spezielle Struktur des Holoenzyms und tragen dueote Dimerbildung zur Stabilitdt bei. Die
[ -Untereinheit dient der Bindung an die DNA-Matriged die f-Untereinheit der Bindung an die
Ribonukleosid-triphosphate (ebd.). In einer Zekkgén dabei etwa 1500-20@0re-Enzyme vor, wovon
jedoch der groéRte Teil bereits in die Transkriptiovolviert ist (Jishaget al, 1996). Dies-Untereinheit
erkennt und bindet direkt zwei konservierte Seqerrder Promotor-Region, die als Konsensussequenz

bekannt ist (Ghoslet al, 2010). Die beiden Sequenzen liegen zum eineurb zum anderen 10
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Basenpaare stromaufwarts vom Transkriptionsstarf8S)T entfernt, sind durch eine bestimmte
Basenabfolge charakterisiert und meist durch eifh6+q18 bp langenspacer getrennt (ebd.). Nach
Bindung des RNAP-Holoenzyms an die DNA bildet sah sogenannter ,geschlossener Komplex®.
Wird nun ein Teilstick der DNA entwunden, geht dieg einen ,offenen Komplex* tber und das
RNAP-Holoenzym beginnt, einen kleinen bis zu 12gpop3en RNA-Abschnitt vom Transkriptionsstart
aus (bezeichet als +1) zu synthetisieren. Die Initiation der Tramgkon, die nur in Gegenwart von
Mg?*-lonen ablauft, beginnt mit der Kniipfung der erst&ibonukleotidbindung uber eine
Phosphodiesterbindung (ebd). Bi®Jntereinheit 16st sich im Anschluss vom RNAP-Halzgm und das
coreEnzym bewegt sich im Rahmen der Elongationsphatsamit zwei Elongationsfaktoren NusA und
NusG entlang der fortlaufend entwundenen DNA undttstisiert den neuen RNA-Strang bis es zur
Transkriptionstermination kommt (Petetsal, 2012).

Die Starke eines Promotors bestimmt, mit welchaqgtenz das RNAP-Holoenzym die Transkription
initiiert. Sie ist sowohl durch die Promotorsequetz auch durch die Konformation der DNA bestimmt.
Dabei existieren verschiedene Promotoren, die wachiedenen Sigmafaktoren erkannt werden und in
Bakterien die Anpassung an wechselnde Umweltbedipgu ermdglichen (Wosten, 1998). Es existieren
mehrere, aber nur zwei groRe Familien von Sigmafekt dies®- und dies>-Familie. Der GroRteil der
Sigmafaktoren gehort der’>-Familie an, die nach dem 70 kDa Hauptsigmafakte B coli benannt
wurde (Silverstoneet al, 1972). Dies>*-Familie ist nach dem 54 kDa groRem Sigmafaktor Busoli
benannt, welcher an der Stickstoffregulation biggeist (Hirschmanret al, 1985; Hunt und Magasanik,
1985). Das Genom vof. glutamicumkodiert flr insgesamt sieben Sigmafaktoren Sig@BS SigC,
SigD, SigE, SigH und SigM (Kalinowsket al, 2003), und diese lassen sich in essentielleht nic
essentielle und alternative Sigmafaktoren einteilear Sigmafaktor SigA ist flr die Expression der
essentiellen konstitutiv exprimierten Gene (Hauslgghe) verantwortlich und wird hauptsachlich
wahrend der exponentiellen Wachstumsphase berfBtigek und Nedvera, 2011). Er besitzt Ahnlichkeit
mit der ¢'*-Familie ausE. coli und die zugehérige Konsensussequenz beruht aufubf&suchten
mutmalfilichen SigA-abhangigen Promotoren (ebd.) {ldbbg 1I-3, nachste Seite). 8. glutamicumist

die SigA-abhangige Promotorsequenz insbesonderehdeine erweiterte ektendeyl -10-Region
(GGTANNNT) gekennzeichnet. Eine solche Motiv-Erngeilng wurde auch fir andere Gram-positive
Bakterien beobachtet: IBacillus subtilisist zum Teil ein TGTG-Motiv an den Positionen -15
bis -18 bp stromaufwarts vom TSS konserviert beloteaicund als -16-Region bezeichnet worden
(Voskuil et al, 1995). Es wird vermutet, dass die -16-Region Bedeutung ist fiir schwache

Promotoren, aber eher ohne Bedeutung fir starkedoven.
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Abbildung 11-3 SigA-KonsensussequenzGn glutamicum.
Haufigkeits-Diagramm fir die Nukleotid-Verteiluntpér 159 bekannte Promotoren (aus Patek und NeR/&ta).

SigB ist der einzige charakterisierte nicht-essd#lets"*-Faktor inC. glutamicum(Halgasovaet al, 2001)
und seine Transkriptmenge steigt im Ubergang vaeregponentiellen in die stationare Phase an (Larisc
et al, 2007). Gleichzeitig ist dieser Sigmafaktor fie édntwort auf Hitze-, Saure-, Kalte- und Ethanol-
Stress verantwortlich und involviert in die string® Antwort (Brockmann-Gretza und Kalinowski,
2006). Die Gruppe deextracytoplasmic functiofECF)-Sigmafaktoren wurde zuerst im Jahr 1994
beschrieben (Lonettet al, 1994). InC. glutamicumzahlen SigC, SigD, SigE, SigG und SigH zu den
ECF-Sigmafaktoren (Halgasoed al, 2001). Die Regulation der Gene, die in der Reakier Zelle auf
Oberflachen-Stress sowie Hitze-Stress bendtigt everdst die Hauptaufgabe von Sige (Patkal,
2008), wobei die Expression von Sige wéahrend de®mentiellen Wachstums eher gering ist. Es wird
angenommen, dass die SigE-abhangige Promotorseq@®BAATA (-35-Region) und GTTR
(-10-Region) lautet, wobei R fir A oder G stehemrkdPatek und Ne3vera, 2011). Eine Antwort auf
Hitze- und oxidativen Stress liefert der Sigmafak®igM (Nakunstet al, 2007). Aber auch SigH spielt
eine wichtige Rolle bei der Antwort auf Hitze- updidativen Stress (Kinet al, 2005; Ehiraet al,
2009). Zudem scheint es so, als wenn SigH eineraenPosition im querregulierten Netzwerk der
Sigmafaktoren einnimmt und dadurch eine abgestinBttessantwort ifC. glutamicumermdglicht. So
scheint SigH auch in die Transkription von SigB @B8idM involviert zu sein (Nakungt al, 2007). Es
wird angenommen, dass SigH ein globaler Regulatdietzwerk der Genregulation v&h glutamicum

ist (Schroder und Tauch, 2010). Die Konsensussequem 45 bekannten SigH-abh&ngigen Promotoren
lautet gGGAAta (-35-Region) und YGTTgaa (-10-Regi(Buscheet al, 2012). Dabei kann Y fir ein C
oder T stehen (Nukleotide in GrofRbuchstaben sindmahr als 80 % der Falle vertreten).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die altlem&igmafaktoren SigE, SigM und SigH relativ
ahnliche Konsensussequenzen aufweisen. Die SigtoaéakSigC und SigD wurden bisher noch nicht
im Detail charakterisiert. Analysen haben jedoaleben, dass SigD in die Transkriptionsregulation vo

Genen involviert ist, die bei niedriger Sauerstoffkentration erhoht sind (lke@aal, 2009).

Zusatzlich zu Sigmafaktoren und der Promotorst&tkenen auch Proteinregulatoren an eine Operator-
Region im 5°-Bereich von Genen binden und dadunctweder die Transkription aktivierend oder

reprimierend verdndern. Das transkriptionelle Ragohsnetzwerk vorC. glutamicumwurde in den
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letzten Jahren intensiv untersucht (Schréder undcfi,a2010). Aktuell sind inC. glutamicum97
transkriptionelle Regulatorproteine bekannt, mihieir 1443 identifizierten Interaktionen (CoryneRegN
Paulinget al, 2012).

2.2 Transkriptionstermination

In Bakterien existieren grundsatzlich zwei untersdliche Mechanismen zum Beenden der
Transkription. Bei der Rho-abhéngigen Terminatiomdwdie messengeRNA (mRNA) erst nach
Bindung eines Proteins von der DNA abgeldst. Did3bks-Faktor Proteirp (Roberts, 1969)iegt in
seiner aktiven Form als Homohexamer vor und binaeBereich der bereits synthetisierten mRNA
aufwarts der Transkriptionsblase an eine ~80 rgdamstrukturierte Cytosin-reiche Bindestelle neibd
Namenrho utilization site(rut). Danach bewegt sich dasProtein als Translokase entlang der neu
synthetisierten RNA in Richtung 3'-Ende der Traiglonsblase entgegen (Banerjee al, 2006).
Kommt es zur Pause der RNA-Polymerase, wird diegepveingeholt und das Protein wirkt nun als
ATP-abhangige Helikase (ebd.). Es l6st die RNA v@nanskriptions-Elongationskomplex ab und
beendet damit die RNA-Synthese (Richardson, 20@dg oben erwahnt, enthalten Bakterien zwei
Elongationsfaktoren NusA und NusG, fir die versdbie Beobachtungen gemacht wurden. NusA und
NusG binden mit ihrer N-terminalen Domane an demgationskomplex und beschleunigen dadurch die
Transkriptionsrate (Abbildung 1V-3). Paradoxerwegadheint NusA, vor allem aber NusG, auch in die
effiziente Rho-abhangige Termination involviert gein (Pasman und Hippel, 2000; Cardineteal,
2008). Es wurde gezeigt, dass NusG hierbei direktdam p-Protein interagiert (Liet al, 1992).
Entdeckt wurde das NusG Protein urspringlich imrRai der Antitermination des Phagen Lambda N-
Proteins (Liet al, 1992).

Abbildung II-4 Regulatoren der Transkription in Baken.

Der Elongationskomplex (EC) besteht aus RNAP, DNAtize und RNA
Transkript. NusG steht in Kontakt mit RNAP ber sks N-terminale Doméane
(NTD) und mit Rho Uber die C-terminale Domane (CTDas Rho-Hexamer
bindet nackte RNA. NusA bindet RNAP ebenfalls ttbessen NTD (aus Peters
et al, 2012).

Die einfache oder Rho-unabhéngige Termination foni¢rt dagegen ohne Mitwirkung eines Proteins.
Bei der Rho-unabhéangigen Termination bildet dietlsgtisierte RNA in einer G+C-reichen Region am
3’-Ende eine Haarnadelschleife aus, gefolgt voereReihe aufeinanderfolgender Uridin-Reste (Brendel
et al, 1986). Es wird vermutet, dass die Haarnadelgirulas RNA-DNA-Hybrid verkirzt und die
instabile AU-Paarung den Komplex weiter destalgtisiDarauf folgt die Transkript-Entlassung (Hippel
und Yager, 1991).

11
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2.3 RNA-Metabolismus und RNA-Stabilitat

Bei Bakterien finden Transkription und Translatiom Gegensatz zu Eukaryoten im gleichen
Kompartiment statt. Die Ribosomen kdnnen sich d&eeeits am wachsenden mRNA-Strang anlagern,
so dass die Translation an der noch unfertigen mRbd&innt. Dieser Vorgang wird als co-
transkriptionelle Translation bezeichnet und ernoiglden Zellen eine rasche Anpassung an veranderte
Umgebungsbedingungen. Trotzdem kommt es nach dé-Riymerisation zum Teil noch zur Reifung
der Transkripte Uber Prozessierung und/oder paskriptionelle RNA-Modifikationen. So sind zum
Beispiel stabile rRNAs in der Zelle prozessiertedtikte eines Vorlaufer-Primartranskriptes, das die
16S-23S-5S rRNA als ein gesamtes pra-rRNA Molekith@t (Deutscher, 2009). Modifikationen
betreffen unter anderem die Methylierung von Cytasi 5-Methylcytidin (mC) in tRNAs (Edelheiet

al., 2013) oder die Adenin-zu-Inosin Umwandlung derttidodon-Wobble-Base der tRNA, was als
RNA-editing bezeichnet wird (Su und Randau, 2011). Im Anschlas die Erzeugung durch die
Transkription erfolgt nach einer gewissen Zeit adeln Abbau der Transkripte. Insgesamt lasst sich
sagen, dass die verschiedenen Komponenten des RibWAu& mit denen der RNA-Reifung
Uberschneiden (Deutscher, 2006). Sie werden almnBitbeasen (RNasen) bezeichnet und kénnen in zwei
Gruppen eingeteilt werden: Exoribonukleasen, die RINA-Nukleotid am 5’- oder 3'-Ende schneiden
und Endoribonukleasen, die innere Phosphodiestirbgen innerhalb der mRNA schneiden (Jain,
2002). Der Abbau von RNA ist allerdings ein hoclaorigierter zellularer Prozess, bei dem nicht nur
Nukleasen, sondern auch verschiedene weitere Redbeiteiligt sind. Generell besteht ein grundlegend
Unterschied zwischen dem Abbau von mRNA und vohilstaRNA: Stabile RNA bezeichnet meistens
die Fraktionen von rRNA und tRNA, welche generall mnter Stressbedingungen oder wenn RNA-
Molekile defekt sind abgebaut werden (Deutschefi6R0Die durchschnittliche Halbwertszeit von
MRNA in Bakterien ist im Vergleich dazu relativ kuund schwankt zwischen 2 und 7 Minuten. Hiermit
ist diese auch wesentlich kiurzer als die Halbweitsier mRNA in eukaryotischen Zellen (Evguenieva-
Hackenberg und Klug, 2011). Entsprechend ahnlicheobBchtungen wurden bei RNA-
Stabilitatsanalysen fU€. glutamicumgemacht, und zwar mit einer durchschnittlichenbrartszeit von

~5 Minuten (A. Mentz, nicht publiziert) (Abbildunids5, nachste Seite). Die Stabilitdt der RNA hangt
haufig voncis-agierenden Elementen ab, die die RNA durch stekiidganm-Schleifenstem loops am
5-Ende schitzen (Emomt al, 1992). Zuséatzlich kann das Binden von Ribosooudsgr das Binden von
Proteinen die Abbaurate durch Schutz der mRNA vagkldhse-Aktivitat verandern (Jirgenhal., 1998).
AulRerdem koénnen endonukleolytische Schnittstelleer kkleine regulatorische RNAs erzeugt, maskiert
oder freigelegt werden (Evguenieva-Hackenberg uhayK2011). Im Bereich der 3'-untranslatierten
Regionen (UTRs) von mRNAs sind ebenfalls oftem loops vorhanden, die einerseits
Transkriptionsterminatoren darstellen, aber im HRadlycistronischer RNA auch als Schutz gegen
Exoribonukleasen dienen kdnnen (Kleg al, 1987). Des Weiteren ist bekannt, dass die 3'e&nd

bakterieller mRNAs durch das Enzym Poly(A)-PolynserdPAP) polyadenyliert sein kénnen, mit einer
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Lange zwischen 15 nt und 60 nt Adenin-Basen (Sadg87). Die Eigenschaft Poly(A)-haltige 3"-Enden
zu synthetisieren wurde ebenfalls fir die 3'-5-Buklease Polynukleotidphosphorylase (PNPase) in
E. coli und auch furS. coelicolor berichtet (Mohanty und Kushner, 2000; Bralley al, 2006).
Mdglicherweise erleichtert die Polyadenylierung déurgang fur 3'-5’-Exonukleasen zum Transkript,
denn in Anwesenheit von Transkripten mit Poly(AR®énzen erhoht sich die Menge an Sequenzen, die
fur den Verdau zuganglich sind, stark (Rauhut umdgk1999). ImC. glutamicuraGenom sind diese
beiden Gene ebenfalls vertreten, und zwar die PARgB8415und die PNPase nig2166

A - Bacillus subtilis B - Corynebacterium glutamicum
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Abbildung 11-5 Globale mRNA-Halbwertszeitanalysdmeil Rifampicin inB. subtilisundC. glutamicum.

A Berechnete Halbwertszeiten f@acillus subtilis(aus Hambraeust al, 2003), zuséatzlich ist die prozentuale
Anreicherung der Gene abgebildet. ®. glutamicum Halbwertszeiten fir 2391 mRNAs Uber Microarray-
Zeitreihenanalyse nach Zugabe von Rifampicin [160mL]. Die Berechnung dieser Werte erfolgte Uber
mindestens vier aufeinanderfolgende Zeitpunkte Rlebenahme nach 0, 2, 4, 6, 12, 16, 20 Minutenndgsinz
R?> 0,9 (A. Mentz, nicht publiziert).

Das Schlusselenzym fur den Start des RNA-Abbaus ded Zusammenbau des Degradosom-
Enzymkomplexes ist die Endoribonuklease E (RNAsdifi) Degradosom sind vier Proteine zu einem
hochmolekularen Komplex organisiert, der aus deddébonuklease RNase E, einer RNA-Helikase
RhIB, der Exoribonuklease Polynukleotidphosphogyl@NPase) und einer Enolase besteht (Kushner,
2002). In Archaeen und auch in Eukaryoten Ubernitiagiegen der sogenannte Exosom-Komplex diese
Funktion (Lin-Chaoet al, 2007). Da bakterielle RNA-Primartranskripte éwem 5°-Ende einen
Triphosphat-Rest aufweisen, erleichtert die Pyrsphohydrolase RppH ii. coli der RNase E das
Schneiden von Primartranskripten, indem sie amrisieedie Pyrophosphate entfernt (Deanhal, 2008).
Infolgedessen erkennt die RNase E eine Schnittstefl 5’-Ende der RNA und schneidet dort. Generell
schneiden Endoribonukleasen meist in einzelstrémgigU-reichen Regionen (Kaberdin, 2003), mit der
Ausnahme von RNase lll, die nur doppelstréangige RigAneidet AnschlieBend erfolgt der Abbau der

Fragmente durch 3'-5-Exoribonukleasen. Neben dd@P#&se gehdren RNase Il und RNase R zu den
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wichtigsten 3’-5’-Exonukleasen inE. coli (Cheng und Deutscher, 2005). Zudem wurde in
Bacillus subtiliseine Exoribonuklease J1 identifiziert, die Transerin 5-3"-Richtung abbaut (Matfey

al., 2007), ahnlich dem priméaren Abbaumechanismuargokischer Transkripte.

Fur kleine regulatorische RNAs mit kompakten urabBén Sekundarstrukturen wurden in der Regel
lange Halbwertszeiten zwischen 20-60 Min. beobactituvia et al, 1997; Barciszewski, 2003).
Allerdings wurden im Gegensatz dazu nur sehr geriHglbwertszeiten von ~1 Minute féantisense
RNAs in Plasmiden beobachtet, die deren Replikai@rpA) und Segregation kontrollieren (Séderbom
et al, 1997).

2.4 RNA-Strukturen und Strukturvorhersagen

RNA-Strukturmotive wurden in hoher Auflosung ubeerKspinresonanzspektroskopie (NMR) und
Rontgen-Kristallographiemethoden analysiert und ehateinen Einblick in ihren charakteristischen
Aufbau erméglicht. Experimentell kénnen Struktuemezymatisch tber partiellen Ribonuklease-Verdau
(Waldminghauset al, 2007) oder auch chemischen Analyse (Waldmingteusl, 2009) bestimmt
werden. Neben typischen Watson-Crick-Basenpaaruegestieren auch stabilisierende Nicht-Watson-
Crick-Basenpaarungen sowie Base-Phosphat und BasseRWasserstoffbrucken (Shehal, 1995).
Vollstandig komplementéare RNA-Strange kénnen thetlynamisch stabile doppelstrangige antiparallele
Helix-Stapel formen (Freieet al, 1986). Viele Einzelstrang-RNAs bilden dagegervalisténdige
Duplexe mit sich selbst, und bewirken Ausbuchtunfimriges sowie interne und Haarnadel/Stamm-
Schleifen {nternal undhairpin stem loops die sich zu gut definierten Sekundarstruktuedtehn (Tianet

al., 2004) (Abbildung 11-6, nachste Seite). Einzelagfige RNAs kdonnen Ubdérop-helix oderloop-loop
Interaktionen Kissing-hairpin} zur Bildung von Tertidrstrukturen wie Pseudokndfighren (Danet al,
1992). Die haufigsten RNAissinghairpinsin 16S und 23S rRNAs enthalten stabile dreidinmrae
Tetranukleotid-Schleifen mit ungewdhnlichen GuaAttenin-Bindungen, und zeigen eine sogenannte
GNR- Konsensussequenz (Woesal, 1990).
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3<i<8

Bulge Internal loop (if i = j, symmetric Hairpin
internal loop; if i # j, asymmetric  (stem-loop)
internal lcop)

Abbildung 11-6 RNA-Sekundarstrukturelemente.

Sekundarstrukturelemente sind definiert durch Mugéepaarter und ungepaarter Basen und bilden nidbéces
typischerweise Ausbuchtungemufges, interne und Haarnadel-/Stamm-Schleifertigrnal und hairpin/stem loops
Bulgesbesitzen ein oder mehrere ungepaarte Nukleotideiriam Strang. Interne Schleifen besitzen eine oder
mehrere ungepaarte Nukleotide in beiden Stranggargiber. Symmetrische interne Schleifen liegenwenn die
Anzahl ungepaarter Nukleotide (angezeigt durchagter ,j*) in beiden Strangen gleich ist, ansonsdliegt eine
asymmetrische Schleife vor. Haarnadel- bzw. Starchieffen besitzen ungepaarte Nukleotide an derz8m@ines
RNA-Doppelstranges (aus Tiahal, 2004).

Mithilfe der publizierten Energiewerte fur RNA-Skturen wurden verschiedene Algorithmen zur
Strukturvorhersage von RNAs und verschiedene Vedgamodelle entwickelt. Eine sehr ausfihrliche
Liste der Programme ist unter dem englischen Wikigo&intrag List of RNA structure prediction
softwaré zu finden (en.wikipedia.org). Die ersten Algoriten, die implementiert wurden, sind auch
heute noch verbreitet, wie z.B. Mfold (Zuker unde§ler, 1981) oder RNAfold (McCaskill, 1990).
Hierbei wird die energetisch stabilste Sekundakstirufiir eine gegebene RNA-Sequenz berechnet bzw.
die Konformation minimaler freier Energie (MFE) basnt. Ein weiterer Algorithmus, der auch in dieser
Arbeit verwendet wurde ist RNAShapes (Stefédral, 2006). DieshapeAbstraktion (Form) behéalt die
strukturellen Eigenschaften bei, vernachlassigr aie Helix-Langen. Hierdurch wird die Anzahl sub-
optimaler Ldsungen verringert, aber die signifikantnformation bleibt erhalten. AuRRerdem
reprasentiereshapesStrukturklassen, fur die Wahrscheinlichkeiten benet werden konnen. Werden
die Vertreter eineshapeStrukturklasse gruppiert, addieren sich ihre Wetheslichkeiten. So kann es
dazu kommen, dashapeanit relativ schlechter Energie wahrscheinlicherdsals einshapeder MFE-
Struktur (Giegericlet al, 2004).
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3  Regulatorische RNAs in Bakterien

Traditionell stellen die ribosomaletransfer und messengeRNA-Molekille (rRNAs, tRNAs, mMRNAS)
die Vermittler der genomischen Informationen aufmd®/eg zur Proteinbiosynthese dar, wovon
besonders rRNAs mit mehr als 95 % zu einem hohereRtsatz in den Zellen vorhanden sind (Pesno
al., 2013). Zusatzlich wurden innerhalb des letztémisrzehnts eine Vielzahl regulatorischer RNAs in
allen drei Domanen des Lebens identifiziert. In &ykten werden viele tausend regulatorische
Transkripte in den intergenischen Regionen, Intromsd auch in antisenseRichtung von
proteinkodierenden Genen exprimiert (van Badglal, 2010). Eine &hnlich pervasive Transkription
existiert auch in Bakterien (Toledo-Araeéa al, 2009) und Archaeen (Jagetr al, 2009). In Bakterien
wird hierbei unterschieden zwischeis-regulatorischen RNA-Motiven, die meistens in dén &der
3"-untranslatierten Bereichen von proteinkodierend&enen vorliegen, und eigensténdigen
regulatorischen RNA-Genen, die keine Proteine kedieDie Vertreter der zuletzt genannten Kategorie
werden daher haufig auch mit dem Synonym nichtdmufide bzw.non-coding RNAs (ncRNAS)
bezeichnet. Andererseits spricht man auch von ételizw. small RNA (sRNA), da diese Transkripte
meist nur bis ~300 nt lang sind (Stoet al, 2011). Vereinzelt wurde auch eine Bifunktiorélit
beobachtet und proteinkodierende RNAs konnen gteitly regulatorische RNAs darstellen
(Vanderpoolet al, 2011). Alle bisher identifizierten RNAs sind dier RNAfamiliesDatenbank (Rfam)
gesammelt (Gardneat al, 2009). InC. glutamicumwar bis zu den Ergebnissen dieser Arbeit (Mentz
al., 2013) nur wenig Uber kleine RNAs und ihre pdtdien regulatorischen Funktionen bekannt und nur
wenige regulatorische RNA-Gene waren Uber Kovarautelle der Rfam-Datenbank vorhergesagt.
Auler den rRNA-Genen und tRNA-Genen sind aktudhdwdei Informationen Uber RNA-Spezies in der
Genomannotation enthalten. Im Folgenden werderKidissen decis-regulatorischen RNAs und nicht-
kodierenden kleinen RNAs werden einzeln vorgesteitt auch die Rfam-Datenbank soll naher erlautert
werden.

3.1 Cis-regulatorische RNA-Motive von proteinkodierenden Gnen

Eine fertige mRNA in Bakterien enthalt vor und kintler kodierenden Sequenz meistens noch UTRs.
Die 5-UTR liegt vor der Kodierregion und enthélhige Basen aufwérts des Start-Codons die Purin-
reiche ribosomale Bindestelle, auch als Shine-Datge&sequenz bekannt, die den Einstiegspunkt der
Ribosomen fir die Translation darstellt (Shine ualgarno, 1974). Nur in speziellen Féllen liegen
sogenanntdeaderlessTranskripte vor, die keinerlei UTR besitzen unckrat fir den Bakteriophagen
Lambda beschrieben wurden (Ptasheteal, 1976). Uberin silico-Analysen wurde besonders in
Actinobakterien ein relativ hoher Prozentsatz nmst4u 20 % fir diese Art von Transkripten festghtste
(Zhenget al, 2011). Da der Transkriptionsstart hier sogleitldn Translationsstart darstellt, gibt es

Vermutungen, dass b&iaderlessTranskripten eine Box stromabwarts des TLS firRiiedung an die
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16S rRNA verantwortlich ist und so die Initiatiorerd Translation unterstitzt. Der experimentelle
Nachweis hierfur ist bis heute allerdings nichtugglen (Zhenget al, 2011). Die 5-UTRs sowie

3-UTRs (stromabwarts des Translations-Stopp-Cogddsinen aus mehreren hundert Nukleotiden
bestehen und eine komplizierte Sekundarstrukturweisén. Solche Sekundarstrukturen kénnen
regulatorische Aufgaben Ubernehmen, stehen aberTailrauch mit der Stabilitat der Transkripte im

Zusammenhang.

Ein weit verbreiteter Mechanismus in der Regulatien Genexpression in Bakterien und Archaeen ist
die transkriptionelle Attenuation, die Uber einémulgurellenswitchin der mRNA charakterisiert ist und
Uber Ausbildung eines Rho-unabhéngigen Terminaardrihzeitigen Transkriptionstermination flihren
kann. Dieser Mechanismus kann von der Ribosomeiviftt vom Binden bestimmter ungeladener
tRNAs (T-Box Attenuation), vom Binden eines Kkleinedetaboliten (Riboswitch) oder von
Temperaturdnderungen (RNA-Thermometer) (Naville u@dutheret, 2010) abhangig sein. Die
Ribosomen-vermittelte Attenuation basiert auf deats@iche, dass in Bakterien Transkription und
Translation gleichzeitig stattfinden. In der Regldiese Form der Attenuation durch ein Leadeigept
gekennzeichnet, das am 5°-Ende eines Operons afiegiRelevanz fir einen bestimmten Aminosaure-
Biosyntheseweg lokalisiert ist, wie im Fall des figphan (Trp)-Operon ifk. coli (Yanofsky, 1981).
Eine Leaderpeptid-mRNA enthalt verschiedene zueieaikomplementdre Bereiche und eine Region
aufeinanderfolgender gleicher Codons, an denenRilassom in Abhé&ngigkeit von der Verfugbarkeit
geladener tRNAs entweder schnell oder nur langsamankommt (Abbildung 11-7). Pausiert das
Ribosom an diesen Codons, kann es iber Basenpgagwmentaritaten zur Ausbildung eines Anti-
Terminators in der mRNA kommen, und die Transkoiptiduft weiter. Teilweise bewirken Protein-
RNA-Interaktionen die strukturelle Umwandlung inrdeeader-mRNA, wie fir das TRAP-Protein in

Bacillus subtilisgezeigt wurde (Babitzke und Yanofsky, 1993).

5’UTR
A
p trp E
Regions: 1 2 3 4 P gene
5 N e I | 3
— - J \/ |
Ribosome- Trp UUUUUUU

binding site codons

Abbildung 1I-7 Schematische Abbildung der 5 -UTRsdap-Operons iik. col..

Ist die Konzentration geladener tRNAMolekille hoch, paaren Region 3 (lila) und 4 (bjab)iden eine
Terminatorstruktur und beenden die Transkriptioangkriptionelle Attenuation). In diesem Fall pamsbenfalls
die Regionen 1 (rot) und 2 (orange). Ist die tRRA&onzentration dagegen niedrig, bleibt das Ribosomeiner
Reihe aufeinanderfolgender Trp-Codons in Region ra&t) (hdngen. Hierdurch kommt es zur Paarung
komplementarer Basen von Region 2 (orange) undil®),(die eine Anti-Terminatorstruktur ausbildenieD
Transkription desrpE Gens lauft in diesem Fall fort (modifiziert nachl&on, 2008).
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T-Box Attenuatorelemente beeinflussen meistens Eiipression der zugehérigen Aminoacyl-tRNA-
Synthetase-Operons und binden spezifisch an urgeadRNAs, wobei hohe Konzentrationen an
ungeladen tRNAs die Ausbildung einer Anti-Termima8iruktur begiinstigen (Merino und Yanofsky,
2005). Transkriptionelle Attenuation kann auch #duRiboswitches verursacht werden. Riboswitches
sind in den 5-UTRs der mRNA von verschiedenen taitachen Wegen lokalisiert und bestehen in
ihrer komplexen Architektur aus zwei Funktionselatea@, und zwar einem Aptamer und einer
Expressionsplattform. Die Expressionsplattform #@nadolge der Aptamer-Bindung ihre Konformation
und reguliert dadurch die Genexpression (Tucker Birehker, 2005). Dabei kann das Aptamer je nach
Spezifitéat verschiedene niedermolekulare Metabolidénden. Flavin-Mononukleotid (FMN)-bindende
Riboswitches sind in die Riboflavin-Biosynthesedhwert (Gelfandet al, 1999). Thiamin-Pyrophosphat
(TPP)-bindende Riboswitches sind in die Thiaminggitthese involviert bzw. regulieren den Thiamin-
Transport (auch THI-Box genannt) (Miranda-Réisal., 2001), aber auch Cobalamin (Vitamin B12), S-
Adenosyl-Methionin  (SAM), Lysin, Glycin, Purine undveitere kleine Liganden kdnnen von
Riboswitches gebunden werden (Nudler und Mirond34). Neben einer Transkriptionstermination
wurden weitere Mechanismen beobachtet, die durdiodwiitches vermittelt werden kdnnen. Diese
betreffen meistens Strukturdnderungen, welche tuckBde der ribosomalen Bindestelle fihren und so
die Translation inhibieren (Mironoet al, 2002). Andererseits kdnnen Riboswitches aben &icozym-
Aktivitat zeigen und zur katalytischen mRNA-Prozessng fuhren. Dieses wurde fir einen Riboswitch
stromaufwarts deglmS Gens in Gram-positiven Bakterien gezeigt, der Gdamin-6-Phosphat binden
kann (Barricket al, 2004). Uber alternative Sekundarstrukturen kanagch RNA-Thermometer zum
Abbruch der Transkription fuhren, wie es fur K&8ehock Proteine i&. coli vermutet wird (Naville und
Gautheret, 2010). Die meisten RNA-Thermometer iegeh jedoch die Translation von stromabwarts
liegenden Operons und wirken auf die Weise, dasslisi Zuganglichkeit zur Shine-Dalgarno-Sequenz
bei Temperaturerh6hung meistens freigeben, wieathdes FourU-Typs oder ROSE-Typs (Narberhaus
et al, 2006).

3.2 Nicht-kodierende kleine regulatorische RNAs in Bakerien

Wie schon erwéhnt, sind regulatorische RNAs in Bakh meist relativ klein, kdnnen aber auch bis zu
500 nt lang sein (Sorek und Cossart, 2010) wie R8WAIIl in Staphylococcus aureusler grof3ten
bekannten bakteriellen regulatorischen RNA mit AB®ezeigt wurde (Benitet al, 2000). In einer
Vielzahl von Bakterien wurden die meisten der Vielgenden RNA-Haushaltsgene als konserviert
beobachtet. Die M1 RNA bildet zusammen mit dem @&d die RNase P und ist in die Reifung der
tRNA-Vorlaufer Molekdle involviert (Evanst al, 2006). Die 4.5S RNAffS) bildet zusammen mit dem
Protein Ffh den sogenannten bakteriebggnal recognition particlgbacterial SRP) und wird fir den
Prozess der Proteinsekretion benétigt (Paital, 1990). Dietransfer messengd®NA (ImRNA, SsrA)
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(Ray und Apirion, 1979; Mutet al, 1998) hat ihre Aufgabe in der Proteinsynthess hefreit mithilfe

des Proteins SmpB blockierte Ribosomen von unvaitiigen Peptidketten. Fir diese Aufgabe sind zwei
Bestandteile der tmRNA von Bedeutung: Einerseitsitatiese Strukturelemente von tRNAs nach und
andererseits kodiert sie fir ein kurzes Peptid-Tg, die unvollstandigen Peptidketten fir den Abbau
markiert (Keiler, 2008). Es fallt auf, dass diesaushalts-RNAs Bestandteil von Ribonukleoprotein-
Komplexen sind (Abbildung 11-8). Die 6S RNA (Ssr8urde als nicht ganz so stark konserviert
beobachtet (Gardnet al, 2009) und blockiert durch Nachahmen der Trapsikrisblase den’*-Faktor

der RNA-Polymerase wahrend der stationaren Waclsgthase (Wassarman, 2007).

RNA polymerase

I [11 I 1
6S RNA tmANA ()

Ribosome

Abbildung 11-8 Beispiele von hochkonservierten leldllen RNA-Haushaltsgenen.
Die 6S RNA und tmRNA ahmen beide Nukleinsduren nd&zie tmRNA und 4.5S RNA sind Bestandteil von
Ribonukleoprotein-Komplexen (aus Storz, 2002).

Insgesamt sind zwei Interaktionskategorien beslarie Regulatorische RNAs konnen entweder mit
MRNAs oder auch mit Proteinen interagieren (Watemd Storz, 2009). In den hier aufgefuhrten
Funktionen von RNA-Haushaltsgenen ist eine RNA-#ointeraktion vertreten (6S RNA). Fir die
Mehrzahl der identifizierten und untersuchten ldeinregulatorischen RNAs in Bakterien wurden
allerdings eher posttranskriptionelle Interaktiommait mMRNAs beobachtet (Stort al, 2011), wobei
diese Interaktionen zum Teil durch Helferproteine wwem Hfg-Protein irE. coli unterstitzt werden
(Valentin-Hansenret al, 2004). Daneben wurden auch noch andere RNA-hawdHelferproteine in
Bakterien beobachtet wie das RNA-Chaperon StpA @diahet al, 2002), das Histon-ahnliche Protein
HU51 (Balandineet al, 2002) und der transkriptionelle Regulator H-NIRighanet al, 2000). Generell
werden kleine RNA-Gene in zwei Typen unterschiedeanskodierte RNA-Gene sind in Entfernung
von ihrer Ziel-mRNA zwischen den annotierten pnokeidierenden Regionen lokalisie@is-antisense
RNA-Gene sind dagegen direkntisensezu ihrer Ziel-mRNA kodiert (Abbildung 11-9, nachsgeite).
Diese Tatsache fuhrt im Allgemeinen dazu, dass diiseantisense RNA (asRNA) vollstandig
komplementar mit ihrer Ziel-mRNA paart, wohingegeine transkodierte RNA nur teilweise
komplementéar zu ihrer Ziel-mRNA ist (Waters und r8tc2009) und Uber eine stabile, konservierte

Sekundarstruktur an ihre Ziel-mRNA bindet. Des \&f&ih besitzen kleine RNAs einen eigenen Promotor
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und es findet haufig eine vom Rho-Faktor unabhéngiganskriptionstermination statt. Durch Bindung
dertrans-kodierten RNAs nahe der RBS wird an ihrer Ziel-miRprimar eine Translationsinhibierung
oder -aktivierung als rasche Antwort auf Stresgjeam Umwelteinfliisse und verschiedene zellulare
Prozesse bewirkt. Bakterielle kleine RNAs wurdeshbir schon im Zusammenhang mit Chomosomen
Replikation und Zellteilung (DicF RNA Bouché und ugiiné, 1989), mit der Zellteilung (6S RNA
Wassarman und Storz, 2000), mit Virulenz wurum sensingQrr RNA Lenzet al, 2004), mit RNA-
Prozessierung (RNaseP Kazantsev und Pace, 20a@roteinstabilitat (timRNA Mutet al, 1998), mit
Plasmidreplikation (RepE RNA Chai und Winans, 200%)it Kohlenstoffspeicherung (CsrBC
Weilbacheret al, 2003), mit Stress-Antwort (OxyS RNA Altuvet al, 1998) und mit Oligonukleotid-
Transport (GevB RNA Urbanowski al, 2000) beobachtet. Grundsatzlich kann eine mRB#&\4iel von
mehreren regulatorischen RNAs darstellen, was vugns die Translation des RNA-Polymerase
Sigmafaktors RpoS gezeigt wurde (Majdalenial, 2002). Andererseits kann eine kleine RNA auch
mehrere Ziel-mRNAs regulieren, was zuerst fur desne RNA DsrA inE. coli gezeigt wurde (Lease
und Belfort, 2000). Heute ist bekannt, dass ki&MNAs eine Menge von Genen regulieren kénnen, aus

denen sich sogar regulatorische Netzwerke ergdbeind] und Storz, 2010; Stoet al, 2011).

cis-kodiert trans-kodiert
ense/Target/Ziel-RNA ) Sense/Target/Ziel-RNA )
SR DNA e DNA
— ¥
* Antisense-RNA _—Antisense-RNA
ST X :
vollstiandige Duplex partielle Duplex

Abbildung 11-9 Cis-antisenseRNAs undtrans-kodierte RNAs.

Cis-antisensekodierte RNAs (links) sind direkt gegenuber ih#&el-mRNA lokalisiert und bilden mit dieser
vollstandige DuplexeTranskodierte RNA (rechts) sind dagegen in Distanztwem Ziel lokalisiert und bilden mit
diesem nur partielle Duplexe (modifiziert nach Bra2008).

Die Anzahl voncis-antisenseTranskripten, die im Gegenstrang eine mRNA Ub@dayp variiert in den
bisher untersuchten Bakterien zwischen 3-50 % (leasa, 2011). Weitergehende Analysen haben zur
Entdeckung verschiedener neuartiger regulatoris€lugktionen voncis-antisenseRNAs gefuhrt. So
kann eine uberlappende asRNA auch hier entweder Btockade oder Offnung der RBS der
gegenuberliegenden mRNA fuhren. Des Weiteren korueantisenseRNAs die Stabilitat der Ziel-
MRNA férdern (Opdykeet al, 2004) oder ihren Abbau durch Ribonukleasen Besolgen (Silvagget

al., 2005). AuRerdem kdnnen durch Bindung einer asiAkturanderungen in der gegentberliegenden

MRNA hervorgerufen werden und so zur Transkripte@msination Uber transkriptionelle Attenuation
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fuhren (Brantl und Wagner, 2002). Als transkripgtle Interferenz wird ein Mechanismus bezeichnet,
bei dem die simultanm vivo-Aktivitat von zwei konvergierenden Promotoren sense und antisense
Strang die Aktivitat des schwacheren Promotorsiddie des Starkeren mis unterdrickt (Shearwiet

al., 2005).

Eine spezielle Gruppe von nicht-kodierenden RNAsdsaauf der Grundlage von DNA-Abschnitten, die
als CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromip&aty bezeichnet werdennd in
~45 % der bislang sequenzierten Bakterien-Genorde-88 % der Archaeen-Genome detektiert wurden
(CRISPRdB Standseptember 2013rissaet al, 2007. CRISPRs stellen kurzejch wiederholende
DNA-Abschnitte dar und sind voepacernahnlicherLange (bis zu 72 bp) getrennt. Dieser spiegel-
symmetrische, allerdings nicht ganz palindromiséhgbau hat zur Folge, dass die zugehodrigen RNA-
Transkripte eine stabilbairpin-dhnliche Sekundarstruktur aufweisen (Kumeinal, 2007). Es konnte
gezeigt werden, dass einigpacerSequenzidentitat mit Plasmiden und Phagen-DNA aiséwn (Bolotin

et al, 2005; Mojicaet al, 2005). Zusammen mit dem Cas-Proteinkomplex konBRISPRs eine
Abwehr gegen exogene DNA bewirken (Barrangowal, 2007). Dieser Mechanismus weist Parallelen
zur RNA-Interferenz (RNA@ene silencing (Fire et al, 1998) in Eukaryoten auf. Es bestehen jedoch
auch Unterschiede, und wie einige der Vorgding®etail ablaufen, ist noch unbekar{Marraffini und
Sontheimer, 2010)

In C. glutamicumist bisher wenig tber kleine regulatorische RNAsd thre potentiellen regulatorischen
Einflisse bekannt. Es kann allerdings von der Gesegenz abgeleitet werden, dass ahnlich wie in
anderen Vertretern der OrdnuigtinomycetalegVockenhuberet al, 2011) kein Homolog des Hfg-
Helferproteins existiert. Auch Homologe d@BIA-Chaperons StpA (Waldsiat al, 2002), des Histon-
ahnliche Proteins HU51 (Balandimd al, 2002) und der transkriptionelle Regulator H-NIighanet

al., 2000) wurden nicht gefundein. den Genomen der meisten andgtamynebacteriurSpezies wurde
zudem mindestens eine CRISPR-Region identifizeghe CRISPRdAB) (Grisst al, 2007), dies trifft
allerdings nicht fUrC. glutamicumzu. Bis vor kurzem war didrnA RNA die einzigeexperimentell
beschriebene kleine RNA i€. glutamicum die stromaufwarts undntisensezur mRNA desGntR-
Regulatoreg1935detektiert wurde (Zemanod al., 2008).
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3.3 Die Rfam-Datenbank und Rfam-Vorhersagen furC. glutamicum

Die Rfam-Datenbank ist eine offentlich zugangigetdddank des Wellcome Trust Sanger Institutes
(Cambridge, UK) und beinhaltet die Daten kleineggulatorischer RNAs und anderer struktureller RNA-
Elemente in allen Organismen. Andere DatenbankesediArt sind zum Beispiel fRNAdb (Kiet al,
2007) und sRNAdb (Pischimaroet al, 2012). In der Rfam-Datenbank sind jedoch nickt n
Sequenzinformationen gesammelt. Uber bekannte ligadequenzen einer RNA-Spezies wird hier ein
SeedAlignment mittels der Software Infernal ("INFERensERNA ALignment" Griffiths-Jonest al,
2003) erzeugt, mithilfe dessen im Anschlusskawvarianzmodell erstellt wird. Dieses Kovarianzmibde
stellt eine Art Sequenzprofil dar, in dem die Kammgssequenz und die konservierte RNA-
Sekundarstruktur kombiniert sind. Hierlber kénneanrd RNA-Homologe in anderen Organismen
erfolgreicher als Uber ein Primarsequenz-Alignmielentifiziert werden. Wenn die Infernal Software
versucht, eine Eingabesequenz mit dem Kovarianziinoaeereinen, wird eibit scoreerzeugt. Dieser
Zahlenwert stellt den bindren Logarithmus der Wetnemlichkeit der Eingabesequenz im
Kovarianzmodell Uber das Nullmodell dar (Formellh)der Theorie bedeutet das, dass ein posibiter
scoresignifikant ist. In der Praxis qilt allerdings: Besser das Modell passt, desto héher isbideicore

Zahlenwert.

Formel 1 Rfanbit score= log, (P CM)

P i

Aktuell existieren flurC. glutamicum101 Rfam-vorhergesagte und als signifikant eingtstRNA-
Motive (bit score > 32), die als Tabelle offentlich/online bereitgpdls werden. Die Mehrheit dieser
Vorhersagen betrifft die annotierten sechs versigrien Kopien der 5S rRNA-Gene und 55 tRNA-Gene,
sowie assoziierte rRNA-Strukturen der zwdilzaeal small subunit ribosom&NAs innerhalb der 5S
rRNA-Gene ESU_rRNA_archae&F01959) und sechs Pseudokndd6G12rRNAYRF01118) in den
verschiedenen 16S rRNA-Genkopien. Dartber hinausdewe siebencis-regulatorische Riboswitch-
Motive vor proteinkodierenden Genen vorhergesaggvom fiinf einen Thiamin-Pyrophosphat-
abhangigen Riboswitch darstellen (TPP-Riboswitch/El¢ment; RF00059). Zusatzlich sind ein
S-Adenosylmethionin-abhangiger (SAM-IV; RF00634) durein Flavin-Mononukleotid-abhangiger
Riboswitch (FMN-Riboswitch; RFO0050) vorhergesaijs weiterecis-regulatorische Motive sind drei
yybP-ykoY (RF00080), zweiydaO-yuaAMotive (RF00379), dasmraWwMotiv (RF01746), msik
(RF0O1747), cspA (RF01766), und dasnini-ykkGMotiv (RF01068) und die Ribozyme Gruppe I
katalytischer Introns (RF02004 und RF00029) zu bne&. AulRerdem ist die aus Actinomyceten
bekannte 6C RNA (RF01066) vorhergesagt (Weinketr@l, 2010) sowie die drei oben erwahnten
hochkonservierten RNA-Haushaltsgene 4.5S RBAc(eria_small_SRFRF00169), tmRNA (RF00023)
und M1 RNA RNaseP_bact ;aRF00010). Das aus anderen Bakterien bekannteNgdSHRushaltsgen
ist nicht vorhergesagt. Auf die Genom-Positioneesdi Elemente €. glutamicum die fast alle im

Rahmen dieser Arbeit validiert werden konnten, windErgebnisteil eingegangen.
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4  Methoden zur Identifizierung kleiner RNAs in Bakterien

Die ersten kleinen RNAs wurden schon vor einigemrzihnten entdeckt, jedoch waren bis zum Jahr
2000 nur zehn solcher Gene in dem gut charaktegsignterobacteriurg. coli bekannt (Wassarmaat

al., 1999). Zu den ersten identifizierten RNAs zahtke RNA-Haushaltsgene 4.5S, 6S, tmRNA und
M1 RNA, die frGher Uber radioaktive Markierung deesamt-RNA und anschlieBende Gel-Isolierung
identifiziert worden sind. Im Bereich experimengell Strategien sind seit dem letzten Jahrzehnt
systematische Analysen begonnen worden, wodurde Viendert kleine RNAs in den untersuchten
Bakterien detektiert wurden. In diesem Zusammenhsingl shotgunKlonierungen kleiner RNAs
(RNomic3, SAGE Gerial Analysis of Gene Expressipaber vor allem genomweite Microarraystudien
zu nennen (Vogel und Sharma, 2005). Seit wenigereddeistet der technologische Fortschritt moderne
Hochdurch-Sequenzierungen bzwext generation sequencingNGS)-Methoden einen bedeutenden
Beitrag zur Identifizierung von kleinen RNAs (Sharmand Vogel, 2009; Wangt al, 2009). In den
Experimenten wurde dabei entweder die FraktiomkieRNAs aus Gesamt-RNA-Proben verwendet oder
RNA, die mithilfe von Co-Immunoprazipitation tbeasiHelfer-Protein Hfq gewonnen wurde (Zhatg
al., 2003; Sittkaet al, 2008). Wahrend der letzten Jahre und besond@énsewd der Arbeiten fir diese
Dissertation sind auch verschiedene Algorithmen hinthformatische Tools entwickelt worden, die sich
zur in silico-Vorhersage von kleinen RNAs eignen (Sridhar unchd@ekaran, 2013). Die einzelnen

Methoden zur Identifizierung kleiner regulatoriseiieNAs werden im Folgenden beschrieben.

4.1 Bioinformatische Suche nach kleinen RNAs

Die bioinformatische Suche nach kleinen RNAs ist Vrergleich zu proteinkodierenden Genen
schwieriger, denn regulatorische kleine RNAs besitaveder Start- noch Stopp-Codons noch eine
ribosomale Bindestelle, die sich zur effektiven nifiizierung von Proteinen eignen. Die ersten
Vorhersagen kleiner RNAs wurden tber komparativexdd@analysen mit dem Programm QRNA in
E. coli erzeugt (Rivas und Eddy, 2001) und basieren auBdebachtung, dass kleine RNAs haufig in
den intergenischen Regionen nah verwandter Baktdwaserviert sind. In der Bioinformatik konnen
mithilfe von Methoden der komparativen Genomik DISAquenzen so angeordnet werden, dass es
moglich ist, Regionen mit Ahnlichkeit zu identifizen, die aus funktioneller, struktureller oder
evolutiondrer Verwandtschaft resultieren. Zur Bhstgy dieser sogenannter Alignments wird haufig auf
die Programmiermethode dynamic programminig zuriickgegriffen, die sich zumdsen
von Optimierungsproblemen eign@ilalbantglu, 2014) und von dem MathematikRichard Bellman
eingefihrt wurd€Bellmans Prinzip; Bellman, 1957)Grundsatzlich wird in bioinformatischen
Alignments zwischen zwei Formen unterschied®si.einem globalen Alignment kommt es zur globalen
Optimierung Uber die Gesamtlange aller Sequenzerddman-Wunsch Algorithmus; Needleman und

Wunsch, 1970). Im Gegensatz dazu bilden lokalentignts bestimmte Regionen innerhalb von langen
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Sequenzen, die sonst eher voneinander untersafiesiid (Smith-Waterman Algorithmus; Smith und
Waterman, 1981). Zusatzlich kdnnen paarweise Segdkgnments pairwise sequence alignments
berechnet werden, die das am besten ubereinstinemstidtkweise oder globale Alignment zweier
Eingabesequenzen bestimmen. Eine Mdoglichkeit dean@fizierung besteht in der Methode von
maximum unique matchésUM), wobei langere MUMSs typischerweise fiir st@m Ahnlichkeit und
nahere Verwandtschaft von zwei Sequenzen steham. nitiltiples Sequenz-Alignment stellt die
Erweiterung eines paarweisen Alignments dar um erelf8equenzen gleichzeitig zu analysieren. Dieses
kann mithilfe verschiedener bioinformatischer Toefstellt werden wie z.B. ClustalW (Larkit al,
2007) oder Mauve (Darlingt al, 2004)

Auch die bereits beschriebenen Vorhersagen tbeat@wzmodelle Uber bekannte RNA-Sequenzen aus
der Rfam-Datenbank beruhen auf komparativer GenobBikse Methode hgedoch zur Bestimmung
von nur wenigen RNA-Elementen aul3erhalb der Klaesegut studiertep-Proteobakterien gefiihrt. Das
Programm RNAz (Washie#t al, 2005) implementiert dagegen einen anderen Ansaid kann dazu
verwendet werden um in multiplen Genom-Alignmenéh rverwandter Bakterien nach konservierten
Sekundéarstrukturen mit thermodynamischer Stabititétsuchen, die charakteristisch fur kleine RNAs
sind. Das Programm RNAz wurde im Rahmen dieser iArbér Identifizierung kleiner RNAs in

C. glutamicumangewendet und wird daher in Material und Methodietaillierter besprochen. Zeitgleich
mit der Durchflhrung dieser Arbeit wurden auch nagéitere bioinformatische Tools/Programme
entwickelt. Grundsatzlich besteht auch die Mdglaihider ab initio-Suche von RNAs in bakteriellen
Genomen. So kann das Tool smyRNA (Saktrial, 2009) kleine RNAs Uber die unterschiedliche
Verteilung der Basenzusammensetzung in einer Gesmumasz erkennen. Hierbei zeigen Regionen, die
fur eine regulatorische RNA kodieren, einen héhdesC-Gehalt als die Hintergrund-Genomsequenz.
Dieses Tool wurde speziell fur thermophile Bakterentwickelt und erzielt dort auch gute Ergebnisse
(Sridhar und Gunasekaran, 2013). Ein anderes Rmograur ab initio-Vorhersage genannt NAPP
(Nucleic Acids Phylogenetic Profiling(Ott et al, 2012) bedient sich der Beobachtung, dass
regulatorische kleine RNAs besonders haufig in rgagrischen Regionen mit phylogenetischer
Konservierung lokalisiert sind (Sridhar und Raf)0Z). Die uber NAPP erzeugtearntigsergeben zwar
die Regionen, in denen vermutlich RNAs kodiert sisdgen aber keine genauen Start- und Stopp-
Positionen fiir diese RNAs vorhérNeben den bereits vorgestellten Methoden gibt esteve

charakteristische Bestandteile von regulatorisdRNAs, die ebenfalls zur Entwicklung von Vorhersage-

! Die vorhergesagten Daten der NARBntigs fiir C. glutamicumATCC 13032 (569 intergenische Regionen)
befinden sich im Anhang auf der Daten-CD im Ordjarhersage” in der Datei C_glutamicum_ATCC_13032 B
NAPP-Contigs.xIsx.
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Tools eingesetzt wurden. Diese sind Transkriptieerg&male wie beispielsweise Promotoren,
Transkriptionsfaktor-Bindestellen oder Rho-unabhgad erminatoren. In diesem Zusammenhang ist der
SRNAPredict Algorithmus (Livnyet al, 2005) von Bedeutung, auf dessen Basis im LaefeJdhre
immer wieder neue Programme aufgebaut wurden, Ri¢A$redict2 (Livnyet al, 2006) oder SIPHT
(Livny et al, 2008). SIPHT wendet fur circa 1500 bakteriellen@Gme ein automatisiertes Verfahren an,
welches die Konservierung der Primarsequenz miBe&STn (Altschulet al, 1990) in intergenischen
Regionen stromaufwarts von Rho-unabhangigen Tetori@a untersucht. Auf diesem Programm beruht
auch eine bestehende Vorhersage fiur kleine RNAE.iglutamicum die im Rahmen der SIPHT-
Publikation von Livny und Kollegen durchgefuihrt wer(Livny et al, 2008). Hierbei wurden die 4.5S
RNA und tmRNA mit Haushaltsfunktion detektiert unditere 15 kleine RNAs vorhergesagt, die bisher

in keiner Datenbank gelistet sind (Tabelle 1I-2).

Tabelle 1I-2 Vorhersage kleiner RNAs tiber SIPHTCinglutamicumATCC 13032 (aus Livnet al, 2008).

Name Strang Start Stopp Benachbarte Gene
Candidate_1 NC_00695¢ + 520496 520707 ¢g0577(+)/cg0578(+)
Candidate_2_NC_00695¢ - 2882538 2882238 ¢g3021(+)/cg3022(+)
Candidate_3 _NC_00695¢ - 1091553 1091478 ¢g1178(-)/cgl179(+)
Candidate_4 NC_00695¢ - 857352 856963 cg0928(+)/trRNA(+)
Candidate_5 NC_00695¢ + 520496 520588 cg0577(+)/cg0578(+)
Candidate_6_NC_00695¢ - 1626891 1626720 cg1735(-)/cgl736(-)
Candidate_7_NC_00695¢ - 2110076 2110017 cg2221(-)/cg2222(-)
Candidate_8 NC _00695¢ - 2267029 2266865 ¢g2377(-)/cg2378(-)
Candidate_9 NC _00695¢ - 2644837 2644632 cg2780(-)/cg2781(-)
Candidate_10_NC_0069t¢ + 1047865 1048031 c¢g1128(+)/cgl129(+)
Candidate_11_NC_0069: + 3122806 3123034  trRNA(-)/trRNA(-)
Candidate_12 NC 0069t + 3141674 3141947 cg3285(-)/cg3286(+)
Candidate_13 NC_0069t + 3141674 3141979 cg3285(-)/cg3286(+)
Candidate_14 NC_0069: + 509704 509926 cg0571(+)/cg0572(+)
Candidate_15_NC_0069t - 806978 806774 cg0877(+)/cg0878(-)

Microarray-basierte Identifizierung kleiner RNAs

Mithilfe der Microarraytechnologie ist die Grund&adir die simultane Expressionsanalyse einer Vielza
von Genen auf Transkriptebene geschaffen wordethoffed al, 1991). Diese Methode ist damit deutlich
effizienter gegeniiber Einzelgen-Transkriptanaly$lear RT-gPCR oder Northern Blot. Das Prinzip von
Microarrayanalysen ist es, eine Hybridisierung ¥loreszenzmarkierten Nukleinsdure-Sonden (meist

cDNA) gegen immobilisierte Oligonukleotidproben dozufihren und die Sequenz-spezifischen
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Bindungen anschlieRend zu detektieren, wobei uifsgE®e Bindungen mdglichst minimiert werden
sollten. Dabei existieren zwei unterschiedliche dtdlungsarten von Microarrays. Eine Moglichkeit
besteht in derin siti-Synthese von Oligonukleotiden auf einem Microarr®jese Methode der
»photolithographischen Festphasensynthese* wurda der Firma Affymetrix® entwickelt. Eine
alternative Technik stellt die an der Stanford @nsity entwickelte externe Synthese von Oligomeren
dar, die anschlieRend auf der Microarrayoberfladhimer mechanisches Kontakt-Verfahren oder
piezoelektrisch immobilisiert werden (Schestaal, 1995). Die Immobilisierungsmatrix kann entweder
aus Glas, Polymeren oder Nylon-/Nitrocellulosememnbn bestehern situ hergestellte Microarrays
sind aufgrund des standardisierten Herstellungakieshs weniger anféllig gegeniber raumlichen
Fehlern; zudem werden speziettésmatchSonden zur Fehlerkorrektur eingesetzt (8aal, 2004). Das
experimentelle Design von Microarrays kann sehenschiedlich ausfallen. Als Sonde kénnen entweder
eine fluoreszenzmarkierte Probené-channelMicroarrays) oder zwei Proben mit unterschiedliche
Fluoreszenzmarkierungwo-channelMicroarrays) zum Einsatz kommen. Im letztgenanrfait wird
meistens gegen eine Referenz hybridisiert. Fimeifergleich zwischen Probe und Referenz ist dann ei
M/A-Diagramm interessant. Man betrachtet dabei fitigmnische Intensitatsverhaltnisse zwischen dem

roten und grinen Kanal fur d&poti (R = Kanal 1, G = Kanal 2)

Formel 2 M = Iogeﬂ
' G

sowie die mittleréSpotintensitat (Maf3 fur die Helligkeit d&¥pos)
Formel 3 A =log, +/RG,

Je nach verwendeter Microarrayplattform werdenRI¥A-Proben nach der Isolierung entweder direkt
prapariert und hybridisiert, oder es erfolgen ndBbhritte, die eine reverse Transkription und
Fluoreszenzmarkierung der Proben beinhalten. Imcknss an die Hybridisierungen wird der
Microarray gescannt. Dabei kommt es zur Messung HEeissionssignale bei den exzitatorischen
Wellenlangen der Fluoreszenzfarbstoffe. Im Anschisslite immer eine Normalisierung der Rohdaten
durchgefuhrt werden, da die absoluten Signalintgtesi durch eine Reihe von technischen Varianzen
beeinflusst sein kdnnen (Quackenbush, 2001). Dardicimen statistische Analysen erfolgen oder
Methoden der Mustererkennung angewendet werden kammplexe Daten zu strukturieren und zu
visualisieren. Beispiele hierfur sind hierarchiscllester, Kmeans slIf-organizing-mapgSOMs) und
die principle-component-analys{®CAs) (Allisonet al, 2006).

Die Anzahl an Oligonukleotidproben, die auf einema4 Platz finden, ist im Laufe der Jahre immer
grolRer geworden und heute kdnnen Microarrays Midlio von Proben enthalten, die z.B. gleichmaliig
Uber das gesamte Genom verteilt sititing-Microarrays) (Mockleret al, 2005). Solchetiling-

Microarrays verschiedener Auflésung und Dichte sindh bei Studien zur Suche nach kleinen RNAs in
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anderen Bakterien zum Einsatz gekommen (Seliagat, 2000; Wassarmagt al, 2001; Tjaderet al,
2002; Zhanget al, 2003; Toledo-Aranat al, 2009). Bei der Identifizierung kleiner RNAs k@&m
generell einige Schwierigkeiten auftreten, denn gezinge Grol3e, geringe Expression und stabile
Sekundéarstrukturen erschweren die cDNA-Synthesiae Epezielle Detektionsmethode arbeitet mit
Antikérpern, die spezifisch an RNA-DNA-Hybride b und so cDNA- oder RNA-
Markierungsprobleme umgehen kann (Zhaey al, 2003). Heute werden im Rahmen von
Transkriptomanalysen immer haufiger nur noch Hoctitsatz-Sequenzierungen durchgefiihrt. Doch
auch in den vorbereitenden Schritten zur Erstellwmn Sequenzierung-Bibliotheken kdnnen
Verzerrungen (Bias) auftreten, und quantitative RBEY-Messungen sind noch nicht standardisiert. Die
Anwendung der Microarraytechnologie kann daher anath heute sinnvoll sein, um Transkriptlevel zu

bestimmen (Malone und Oliver, 2011).

4.3 Transkriptomanalyse Uber Hochdurchsatz-Sequenzierug (RNA-Seq)

Die Entwicklung von Hochdurchsatz-Sequenzierundgstiken hat einen fundamentalen Fortschritt auf
dem Gebiet der Genom- und Transkriptom-Forschung sich gebracht. Die Einsatzgebiete dieser
Hochdurchsatz-Sequenzierungstechniken reichen hgate de novo und Re-Sequenzierung von
Genomen (Huangt al, 2009; Brinkrolf et al, 2013), Bisulfit-Sequenzierung (Cokes$ al, 2008),
Chromatin-Immuno-Prazipitations-Sequenzierung (€wg) (Park, 2009) bis RNA-Sequenzierung
(RNA-Seq) (Mortazaviet al, 2008; Sittkaet al, 2008) und ermdglichen auch die Untersuchung
genetischer Variationen innerhalb der einer Spdziagle-nucleotidé?olymorphismen, SNPs) (Craég

al., 2008). Die Durchfihrung von RNA-Seq-Experimergemdglicht nun seit ein paar Jahren den bisher
detailliertesten Blick auf das Transkriptom einetl& (Glellet al, 2011). Einen Vorlaufer dieser RNA-
Technik kann man in der 1995 entwickelten SAGE-Tebtbgie (Velculesciet al, 1995) und ihren
Varianten sehen. SAGE-Experimente erméglichen niaht wie Microarrays die Analyse bekannter
Gene, sondern auch die Detektion unbekannter Géee die Identifizierung von kurzen cDNA-
Fragmenten, sogenannteigs Der Vorteil von Transkriptomanalysen tber die RR&g-Technologie ist
nun, dass eine genomweite Auflosung fur einzeln&lédide erreicht wird, es gibt keine stérenden
Hintergrundsignale wie bei der Fluoreszenz-bagwelietektion, keine stérenden Kreuzhybridisierungen,
und insgesamt entsteht ein fast uneingeschrankteandscher Detektionsbereich (Waagal, 2009).
Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass siétenien vergleichsweise teuer ist. Im Rahmen
bakterieller RNA-Seqg-Studien wurden sowohl dierlina (Chaudhuret al,, 2011) und 454 (Sittket al,
2008) als auch die SOLID (Passalacgtal, 2009) Sequenzierungsplattformen erfolgreich edetyt.
Zusammengefasst kann man sagen, dass RNA-Seq Zangrgichen Verbesserung von Genom-
Annotationen fuohren kann, z.B. in Gesamt-Transkrimnalysen (Liu und Camilli, 2011) und durch
Detektion neuer bakterieller regulatorischer kleiR&NAs (Schliteret al, 2010; Mraheilet al, 2011;

Vockenhubekt al, 2011; Wilmset al, 2012). Dartiber hinaus sind mittlerweile spegkiess enzymatische
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Methoden etabliert, die sich zur Bestimmung genortewvaranskriptionsstarts (Sharreaal, 2010) oder
zur Detektion definierter Prozessierungsstelleretihalb der Transkripte eignen (Underwoed al,
2010).

Um cDNA-Bibliotheken fir effiziente RNA-Sequenziagen zu erstellen, muss eine Anzahl von
technischen Schwierigkeiten Uberwunden werden. ¢hstasollte die Mehrheit der Gesamt-RNA
(> 95 % Peancet al, 2013) mdglichst vollstandig abgereichert werd®mes kann entweder Uber
Hybridisierung an rRNA-komplementare Nukleotidsemgen erfolgen, die ihrerseits an magnetische
beadsgebunden sind, oder auch Uber enzymatische Aleneing prozessierter Transkripte (Sorek und
Cossart, 2010). Daneben ist es wichtig, die Sttaf@grmation beizubehalten, um spéater in den Daten
zwischensense-und antisenselranskripten unterscheiden zu konnen. Dies kaner liligation von
Adaptern bekannter Sequenz an die RNA vor der cC3yAthese, PCR-Amplifikation und Cluster-
Generierung erreicht werden (Sharns al, 2010). Nach der Sequenzierung beinhaltet die
bioinformatische Auswertungs-Prozedur das Filtevn readsmit geringer Qualitat und die Kartierung
der erhaltenemeadsauf das Referenz-Genom (Marguerat und Bahler, 2®€ute steht besonders die
Entwicklung von Programmen zur sinnvollen Verwaffuder generierten Sequenzierungs-Daten im
Vordergund, und es werden bioinformatische Tools Sfatistische Analyse der Sequenzierungs-Daten

implementiert (Costat al, 2010).

5 ldentifizierung von Funktionen regulatorischer trans-kodierter RNAs

Die Zuordnung der biologischen Funktion von kleif®NAs gestaltet sich weitaus schwieriger als die
reine ldentifikation. Durch den Fortschritt neueegBenzierungsmethoden sind in den untersuchten
Bakterien Hunderte kleinganskodierte RNAs bekannt, aber nur einigen davon k®risher eine
konkrete Funktion zugeordnet werden (Vogel und Veéagr?007; Prasseet al, 2013). In der
sRNATarBase-Datenbank (Caet al, 2010) werden alle experimentell verifiziertentelaktionen
gespeichert. Als eine der ersten kleinen RNA-Fumdh wurde die voMicF, einer Porin-regulierenden
kleinen RNA inE. coli aufgeklart, die einen RNA-Duplex mit de¥3TRs derompFmRNA formt und
dadurch deren Translation inhibiert (Andersetnal, 1989; Andersen und Delihas, 1990). Mit der
Aufdeckung der ersten RNA-Regulationsnetzwerke tmekbbakterien der Gattungdfscherichiaund
Salmonella(Beisel und Storz, 2010; Stoet al, 2011) gewinnt die Bestimmung der Funktionenridei
RNAs nun immer mehr an Bedeutung. Bei der Bestimgneines Ziels und der Funktion einer
regulatorischen RNA kdnnen bioinformatische Progremhilfreich sein, sie konnen jedoch nur Hinweise
zur Interaktion liefern, und experimentelle Analyssind zur Bestdtigung unbedingt notwendig. Im

Bereich der Bioinformatik gibt es verschiedene AnsAdie zur Identifizierung von einer oder mehmnere
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Ziel-mRNAs fuhren kénnen (Backofen und Hess, 2Q@1@t al, 2012). Zum Teil werden dabei nur inter-
molekulare Interaktionen betrachtet, wobei die &tru der interagierenden Molekule vernachlassigt
wird. Solche reinen Komplementaritatsanalysen kdriitger Programme wie TargetRNA (Tjaden, 2008)
durchgefuhrt werden. Hierbei wird ein Hybridisiegsmscoreanalog zum Smith—Waterman Algorithmus
fur lokale Alignments zwischen den interagieren®MA-Molekilen berechnet (Smith und Waterman,
1981). Allerdings mit der Ausnahme, dass anstast Hemologiepotenzials das Basenpaarpotenzial
bewertet wird. Zusatzlich sind aber auch intramolaten Strukturen bzw. thermodynamische
Berechnungen von grof3er Bedeutung fir eine Intemktund kénnen dber die Ermittlung der
Zuganglichkeit &ccessibility der interagierenden Moleklle bertcksichtigt werdeWird ein
Zuganglichkeitsvergleich der Ziel-mRNA vor und nader Bindung einer regulatorischen RNA
durchgefuhrt, kann dadurch sogar der Effekt degréMtion vorhergesagt werden. Standardmafig wird
die Zuganglichkeit dartiber berechnet, wie viel l@ief Energie benétig wird, um einen Bereich voer vi
aufeinanderfolgenden Nukleotiden zu 6ffnen. Hiekiiimmen Programme wie RNAup (Micksteinal,
2006), IntaRNA (Busclet al,, 2008) oder auch RNAplex (Tafer und Hofacker,@0a Frage. In RNAup
wird die gesamte freie EnergieG einer Interaktion berechnet lber die Interakimesgie und unter
Berticksichtigung der Energien, die zur Strukturdffg der Interaktionspartner A und B bendtigt werden
(Formel 4).

Formel 4 AG = AG‘A Offnung + AGB Offnung +AG Interaktion

In RNApredator (Eggenhofeat al, 2011) sind Uber RNAplex die Zuganglichkeitsdefion Genen fir
viele Genome schon vorberechnet und werden Uber Emergiemodell mit den putativen
intermolekularen Interaktionen kombiniert. Ist etrens-kodierte RNA in mindestens drei verschiedenen
Genomen konserviert, kann auch der CopraRNén{parative Prediction Algorithm for SRNA Targets
Ansatz zur Suche nach einer Ziel-mRNA angewendedeve(Wrightet al, 2013). Dieses Tool integriert
zusatzlich phylogenetische Informationen in genoiteMataRNA-Vorhersagen (Busdt al, 2008). An
dieser Stelle sollen aber auch die Limitierungen ldeinformatischen Ansatze genannt sein, denn der
Effekt von RNA-Helferproteinen wie Hfq (Valentin-Hsen et al, 2004; Soperet al, 2010) in

Interaktionen kann nattrlich zu Problemen in dereBbnung flhren.

Experimentelle Ansatze zur Bestimmung von kleinegutatorischen RNAs beginnen h&ufig mit der
Erstellung einer Deletionsmutante einer kleinen RRAhand von ph&notypisch aufféalligen Merkmalen
in Wachstum, Virulenz oder Morphologie der Delesioutante konnen anschlie3end Rickschlisse auf
die putative Funktion einer kleinen RNA gemacht desr. Im zweiten Schritt kommen vergleichende
Analysen auf Proteomebene zwischen dem Wildtyploakteund der Deletionsmutante hinzu, die die

globale Auswirkung einer RNA auf das Proteinmugiew. die Translation sichtbar machen kénnen
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(Rasmusseret al, 2005). Uber vergleichende Genexpressionsanalysen Transkriptebene (z.B.
Microarrays) kann die Funktion einer kleinen RN/Aepfalls deutlich werden (Massé al, 2005), wobei
zusatzlich auch der Einfluss einer kleinen RNA iez8g auf die mRNA-Stabilitaten erkennbar wird
(Papenfortet al, 2006). Bei all diesen Experimenten sollte abehtrvergessen werden, dass nicht nur
direkte Interaktionen sichtbar werden, sondern audhndirekte  Auswirkungen  auf
Transkriptionsregulatoren und deren Netzwerke nobigkind, die zur veranderten Expression von
verschiedenen Genen fuhren kdnnen. Direkte Naclkwaa bekannten RNA-mRNA Interaktionen sind
bisher Uber ein 2-Plasmidexpressionssyster&.iooli gelungen (Urban und Vogel, 2007). Das Prinzip
dieses Systems besteht darin, eine putative 5'-Hi€Requenz als Plasmid-gebundene
Translationsfusion vor die kodierende Sequenz vaim@uoreszierendem Protein (GFP) zu klonieren
und in E. coli Zellen zu integrieren. Der Vergleich der Zellfleszenz vor und nach Integration eines
zweiten Plasmids, das die kleine RNA tragt, kannndaen regulatorischen Effekt einer kleinen RNA auf
die Translation direkt sichtbar und messbar macheferdem konnte Ubén vitro toeprintingAssays
(primer extension inhibition bestatigt werden, dass bestimmte kleine RNAs an RBS mit dem
Ribosom konkurrieren (Hartet al, 1988; Udekwuet al, 2005; Gaubiget al, 2011). Mithilfe von
radioaktiv-markierten RNAs (Brantl und Wagner, 1p8&énnten verschiedene Interaktionen verifiziert
werden. Hierbei wurden auch Mobilitdtsahd-shifj-Assays vorin vitro synthetisierten kleinen RNAs
und nicht-markierter Ziel-RNA durchgefuhrt und dierdnderte Gel-Retardation im System Uberpruift
(Wilms et al, 2011).

Vor Beginn dieser Arbeit waren i@. glutamicumlediglich einige wenige hochkonservierte RNAs uber
Kovarianzmodelle vorhergesagt und in der Rfam-Dlzdek hinterlegt (Gardneet al, 2009). Die
Hauptaufgabe dieser Dissertationsarbeit bestanish,ddeine regulatorische RNAs in diesem Gram-
positiven Bakterium zu identifizieren und diesekiassifizieren. Dieser Hauptteil der Dissertatiohs#t

mit den Ergebnissen der cDNA-Sequenzierung kleRNAs wurde bereits publiziert (Mengt al,
2013). Hierbei wurde auch die bioinformatische \&dage kleiner RNAs aus dieser Arbeit fir
C. glutamicumveroffentlicht. Im Ergebnisteil dieser Arbeit werd zusatzlichiling-Microarrayanalysen
zwischen den annotierten proteinkodierenden Gendh glutamicumprésentiert, um die Experiment-
spezifische transkriptionelle Aktivitat der in d@NA-Seq erhaltenen kleinen RNAs zu analysieren. Das
letzte Ergebniskapitel befasst sich mit Transkriptd Funktionsanalysen verschiedener und in dieser
Arbeit detektierter kleiner RNAs.
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Material und Methoden

1 Bakterienstamme, Plasmide, Primer

Tabelle 1l1I-1 Verwendete Bakterienstamme

Stamm Relevante Eigenschaften Referenz
Corynebacterium glutamicum Wildtyp, Nx' ATCC
ATCC 13032
C. glutamicum Deletion incgb_16115/0n (Neshat, 2010)
4Acgb_16115 Regl23 Interaktionsregionen 1&2&3; Nx

(stromabwarts vong161)
C. glutamicum Deletion incgb_16115/0n Diese Arbeit
4cgb_16115 Regl Interaktionsregion 1; Nx

(stromabwarts vong1611)
C. glutamicum Transposonmutante (Mormannet al, 2006)
pheA:1S6100 mit Insertion impheAGen

(Phe-auxotroph)

Escherichia coli

JM109 Klonierstamm New England Biolabs

Tabelle 11I-2 Verwendete Plasmide

Plasmid Relevante Eigenschaften Referenz

MobilisierbarerE. coli Klonierungs-
vektor pK18noh ermdglicht die

pK18mobsacB Selektion auf Doppetrossovetin Schéferet al., 1994
C. glutamicumbeinhaltet zusatzlich
einsacBDerivat,lacZa, mcs, Knm

Tabelle 11I-3 Verwendete Primer

Verwendete Primer (fir Methode)

Sequen?

cgb_16115d1EcoRI(GeneSOEing)
cgb_16115d2newHindIll (GeneSOEing)
cgb_16115d3newHindlll (GeneSOEing)
cgb_16115d4-BamHI(GeneSOEing)

5S RNA-KontrollesensgNB*)

5S RNA-Kontrolleantisense T7 (NB*)
6C_RNAsensgNB*)
6C_RNA-antisenseT7 (NB*)
cgb_00105sense (NB*)
cgb_00105-antisens@ 7 (NB*)
cgb_20715ensgNB*)

GGTGGIgaat t c CAGATCACGTGCACCAAGI T
CTTTCCATGCCGTAGATGACaagct t CCAGCTCTTGTAGCTTAGGT
aagct t GTCATCTACGGCATGGAAAG

GGIGGIggat cc TGGTGECGT TGAACTCATCG
GTGTCGGTGGTGATAGTAGC

GAAATTAATACGACT CACTATAGGG GTCGGCGGTAACCTACTCTC

CAAGGCCCCGATATACAGTG
GAAATTAATACGACTCACTATAGEG CAAGGCCCCGATATACAGTG

GITGATTGCAGTGACTGATGT
GAAATTAATACGACTCACTATAGGEG TTTAAGCGGACGCACGGTCA

TACAGGGGGTTTAGT TGTGG
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cgb_20718antisenseT7 (NB*)
cgb_16115ensgNB*)
cgb_l16115antisenseT7 (NB*)
aroR_sens¢NB*)

aroR_antisenser7 (NB*)

aroR 5' (Amplifikat i) (RT-gPCR)
aroR_3' (Amplifikat i) (RT-qPCR)
aroG_5' (Amplifikat ii) (RT-qPCR)
aroG_3' (Amplifikat ii) (RT-qPCR)
aroR-aroG 5' (Amplifikat iii) (RT-gPCR)
aroR-aroG 3' (Amplifikat iii) (RT-gPCR)
cg3138-sensRT-qPCR)
cg3138-antisensfRT-qPCR)

GAAATTAATACGACTCACTATAGEG TACAGGGGEGTTTAGI TGTGG

GCTGGTTTGCTGAAAAATGG

GAAATTAATACGACT CACTATAGEG GGGGTGAGATGCTACAAAA

GCTGGT TTGCTGAAAAATGG

GAAATTAATACGACTCACTATAGGEG GGGGTGAGATGCTACAAAA

ACTATGTTCGCAGCACGATT
GCTCGACTCCGEGTTCTGITC
CGGCGTCAACCAGCAACAAG
GGTGCGAGGCTTCTCGAAGT
CGTCAGCTGGCCATTAGI TG
GCTAGGCAGCTCGI GGAAAG
CCACTGICTGTGACGAAGAA
CTGTGCAGTATCGGCTACCT

& Unterstrichene Nukleotide kennzeichnen die T7-RNA-Polymerase-Promotorsequenz. Kursivschrift gibt die Annealing-Regionen

fiir GeneSOEing-Primer an, kleine Buchstaben kennzeichnen die Restriktionsschnittstellen

*NB = Northern Blot

2 Verwendete Chemikalien, Materialien, Gerate und Sdfvare

2.1 Chemikalien, Enzyme, Kits, Marker

Tabelle 11I-4 Liste der verwendeten Chemikalien

Substanz Bezugsquelle

Aceton Roth®
Acrylamid/N,N-methylbisacrylamid Roth®

Agar Invitrogen

Agarose Peglab
Ammoniumchlorid Merck KGaA
Ammoniumperoxodisulfat Sigma-Aldrich

Biotin Sigma-Aldrich
Blocking-Reagenz (fiir Nukleinsaurehybridisierung) Roche

Borsaure Merck KGaA
Bromphenolblau Serva Electrophoresis
Calciumchlorid Merck KGaA
CASO-Bouillon Merck KGaA
CDP-Star Roche Applied Science
Chloroform Sigma-Aldrich
D(+)-Glukosemonohydrat Merck KGaA
DEPC-HO Roth®
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Desoxyribonukleotide
Diethanolamin
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol

dNTPs

Dye-Reagent Concentrate
EDTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Fluoreszenzfarbstoff Molecular probes FM 4-64
FluoroLink Cy3 monofunctional dye 3-pack, Cy5 mamudtional dye 5-pack

Formamid

Glycerin 87%

Glycin

Harnstoff

Isopropanol
Isopropylthiogalactosid
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
LB-Medium
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Maleinsaure

Methanol

MOPS

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Natronlauge

N-Lauroylsarcosin

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

PIPES
Protocatechuséure
Salzsaure
Stickstoff

Sucrose

Fisher Scientific
Merck KGaA
Merck KGaA
Sigma-Aldrich
Merck KGaA
Roth®

Fisher Scientific
Bio-Rad Laboratories
Amersham
Roth®

Roth®

Serva

Life Technologies
Amersham
Roth®

Merck KGaA
Merck KGaA
Merck KGaA
Roth®

Roth®

Merck KGaA
Merck KGaA
Invitrogen™
Merck KGaA
Merck KGaA
Merck KGaA
Roth®

Biomol GmbH
Merck KGaA
Merck KGaA
Merck KGaA
Serva

Merck KGaA
Sigma-Aldrich
Roth®

Roth®
Sigma-Aldrich
Roth®

Linde AG
Merck KGaA
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Tetramethylethylendiamin Merck KGaA
Thiamin Sigma-Aldrich
TRIS MP Biomedicals
TRIS-HCI Serva

Triton X-100 Serva
TRIzol-Reagenz Invitrogen
Trypton Oxoid

Tween® 20 (Polysorbat 20) Roth®

X-Gal Roth®
B-Mercaptoethanol Roth®

Tabelle IlI-5 Liste der verwendeten Enzyme

Enzym Hersteller
BIOTAQ™ DNA Polymerase Bioline

DNase | (RNase-Free DNase Set) QIAGEN

DNase | recombinant, RNase-free Roche Applied Science
Lysozyme Serva
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase Finnzymes

Restriktionsendonukleasen

RiboLock™ RNase Inhibitor

RNA 5’Polyphosphatase

RNase A

Shrimp Alkalische Phosphatase

T4-DNA-Ligase

T7-RNA-Polymerase

Terminator™ 5°-Phosphate-Dependent Exonuclease
ThermoScript™ Reverse Transcriptase

Fisher Scientific

Fisher Scientific
EPICENTRE®

Roche Applied Science
Fisher Scientific

Fisher Scientific

Roche Applied Science
EPICENTRE®

Invitrogen

Tabelle 111-6 Liste der verwendeten Kits

Produktname Zweck

Bezugsquelle

Agilent RNA 6000 Pico/Nano Kits
CloneJET™ PCR Cloning Kit

DIG RNA Labeling Mix

GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit
GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit
High Sensitivity DNA Analysis Kits
lllumina® TruSeg™ Small RNA Kit
NucleoSpin® Extract Il Kit

RNA-Qualitdtsanalyse (Bioanalyzer)
Klonierung von DNA-Fragmenten
Markierung von RNA-Sonden
Isolierung von Plasmid-DANN
Isolierung von genomischer DNA
DNA-Qualitatsanalyse (Bioanalyzer)
Erstellung von cDNA-Bibliotheken
Aufreinigung von Nukleinsduren

RiboZero (Gram-Positive Bacteria)
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Agilent Technologies
Fisher Scientific
Roche

Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Agilent Technologies
Illumina

Macherey-Nagel

Abreicherung von rRNAs aus Gesamt-RN. Epicentre®
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RNeasy Mini Kit
SensiMix™ One-Step

Isolierung von Gesamt-RNA
RT-gPCR

Qiagen
Bioline

Tabelle 111-7 Liste der verwendeten Marker

Marker Hersteller
DNA-Marker 100bp-Leiter (P-805) MBBL
DNA-Marker 100bp-Leiter, bis 5000 Bp (P-810) MBBL
DNA-Marker 250bp-Leiter (P-705) MBBL

GeneRuler™ Low Range DNA Ladder
GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder
RiboRuler™ Low Range RNA Ladder

Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fisher Scientific

2.2

Tabelle 111-8 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

Elektroporationskiivetten
Glaswaren

Kavetten
Nitrilhandschuhe
Parafilm

Pipettenspitzen

Peqglab Biotechnologie GmbH
Schott AG

Sarstedt

VWR International

Pechiney PlasticPackaging
Starlab GmbH

Plastikbedarf Greiner, Biozym, Starlab
Reaktionsgefalie (1,5 und 2 ml) Greiner

Ribotubes MP Biomedicals
Sterilfilter Milipore

2.3 Gerate und Apparaturen

Tabelle 11I-9 Verwendete Gerate und Apparaturen

Name Hersteller

Agilent 2100 Bioanalyzer

Brutschranke

Eismaschine

Eclipse 80i Mikroskop
Elektrophoresekammern fur Agarosegele
Feinwaage

Gene Pulser / Elektroporationsgerat
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Agilent Technologies
Memmert GmbH & Co. KG
Scotsman Ice Systems
Nikon Instruments
Eigenbau

Sartorius AG

Bio-Rad Laboratories
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lllumina GAllx Maschine
Kihlschranke
Kuhltischzentrifuge 5417 R
Kuhlzentrifuge 4K15 C
LightCycler

Luftschuttler

Magnetriihrer mit Heizplatte
Mikrowelle

NanoDrop ND-1000 Photospektrometer
PCR-Thermocycler

PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter
pH-Meter

Photometer

Pipetman

Reinraumwerkbank HERAsafe®
Reinstwasseranlage GenPure
Ribolyser

Ribolyser FP120-HY-230
Schnellschuttler
Spannungsgeber

Thermomixer comfort
Tischzentrifuge 5415 D
UV-Transilluminator

Vakuumzentrifuge Savant Speed-Vac SPD 111V

Vortex-Genie

Wasserbad

lllumina

Privileg / Siemens

Eppendorf AG

Sigma-Aldrich

Roche

Innova

Heidolph Elektro GmbH&Co. KG
cinex electronic GmbH

Peglab Biotechnologie GmbH
Eppendorf AG

Peglab Biotechnologie GmbH
Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co
Eppendorf AG

Eppendorf AG

Heraeus Holding GmbH

TKA

Peglab Biotechnologie GmbH
Hybaid

New Brunswick Scientific
Bio-Rad Laboratories
Eppendorf AG

Eppendorf AG

Alpha Innotech Corporation
Thermo Fisher Scientific
Scientific Industries, Inc.

GFL — Gesellschaft fur Labortechnik mbH

2.4 Software

Tabelle 111-10 Verwendete Software

Name Zweck

Hersteller

BLAST Sequenzvergleiche (Protein- 0. Nukleotidebene (Altschulet al, 1990)

calculateExpressionValues TSS-Bestimmung aus RNA-Seq Daten

Clone Manager

Clustalw Erstellen von Sequenz-Alignments

CopraRNA Vorhersage von RNA-RNA Interaktionen

Berechnung von Primersequenzen

Christian Rickert,
CeBiTec, Bielefeld
Scientific & Educational
Software

(Larkin et al, 2007)

(gwtiet al, 2013)
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DAVID-Tool
EMMA2

Genesis 1.7.6.
Improbizer
ImaGenge

IRMA (Java-Applet)
Mauve 2.3.1
NodeXL-Excel Template
Office 2010 Paket
ORFfinder

Origin 8.1

Overlap (Pearl-Skript)
PseudoViewer3
pknotsRG

RBSfind
ReadXplorer
RNAcofold
RNAfold
RNAPredator
RNAShapes
RNAup

RNAz

SARUMAN

TargetRNA

Funktionelle Genanalyse nach GO-Terminologi
Normalisierung und Auswertung von Microarray
Microarray-Datenanalyse

Motivsuche in Sequenzen

Spoterkennung und Quantifzierung
Berechnung intergenischer Oligonukleotidprobe
Erstellen Multipler Genom-Alignments
Netzwerk Analyse-Tool

Textverarbeitung, Tabellenkalkulation
Detektion von offenen Leserastern
Tabellenkalkulation, Box plot-Diagramme
Berechnen Uibereinstimmender Sequenzbereict
RNA-Sekundarstrukturvisualisierung
Berechnung von RNA-Pseudoknoten

Detektion von ribosomalen Bindestellen
Visualisierung von RNA-Segeads
Interaktionsanalyse von RNA-Molekilen
RNA-Sekundarstrukturanalyse

Vorhersage von RNA-RNA Interaktionen
RNA-Sekundarstrukturanalyse
Interaktions-Anaylse von RNA-Molekilen
Vorhersage regulatorischer RNAs
Readmapping

Vorhersage von RNA-RNA Interaktionen

(Denniset al, 2003)
(Dondrupet al, 2009)

(Sturnet al, 2002)

Jim Kent, UCSC University
California (Aoet al, 2004)

Bio Discovery
(Schroeder, 2007)

(Darling et al, 2004)

The Social-Media Research
Foundation

Microsoft
Uhmin, Osaka University

ADDITIVE

Thomas Kohl,
CeBiTec Bielefeld

(Byun und Han, 2009)
(Reederet al, 2007)
(Suzeket al, 2001)
(Hilker et al, submittiert)
(Lorenzet al, 2011)
(Lorenzet al, 2011)
(Eggenhofeet al, 2011)
(Steffenet al, 2006)
(Lorenzet al, 2011)
(Washietlet al, 2005)
(Blomet al, 2011)

(Tjaden, 2008)
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3 Medien

3.1 Nahrmedien

BHIS-Medium (Lieblet al, 1989)

37 gL
91 gL

CASO-Bouillon

30,0 g/L
17,0 g/L
3,0 gL
50 g/L
25 g/L
2,5 g/L

Brain HeartInfusion
Sorbitol

CASO-Bouillon
Caseinpepton

Sojapepton

NacCl

KHPO,
D(+)-Glucose-Monohydrat

CGXll-Minimalmedium (Keilhaueet al, 1993)

20,00 g /L
1,00 g /L
1,00 g /L
0,25 g/L

42,00 g /L

- in 876 mL HO dest. |I6sen und autoklavieren, anschlieRend angeb

100 mL
20 mL

(NE),SO,
KoHPO,
KH.PO,

MOPS

D(+)-Glukose, 50% (w/v)
Harnstoff, 25% (w/v)

unmittelbar vor Gebrauch hinzugeben:

1 mL
1 mL
1 mL
1 mL

Biotin (0,2 mg/mL)

Thiamin (0,42 mg/mL)
Protocatechusaure (30 mg/mL)
Spurenelemente

LB-Medium (ysogeny broth(Bertani, 2004)

20 g/L
10 g/L
5 gl/L
5 g/L

LB-Medium (Lennox Broth Baség
Trypton

Hefeextrakt

NacCl
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SOC-Medium (Hanahan, 1983)

20,0 g/L Trypton

50¢g/L Hefeextrakt

40 g/L D(+)-Glucose-Monohydrat
0,6 g/L NaCl

0,2 gl/L KCI

4,1 g/L MgGl

49 g/L MgS©

- Medium wird ohne Mg autoklaviert, anschlieBend Zugabe sterilfiltrieftg®-Losung

3.2 Zusatze zu den Nahrmedien

Fir Festmedien

15 g/L Agar

CGXII-Spurenelemente (Keilhauet al, 1993)

10,0 g/L FeS&y H,O

10,0 g /L MnSO47 HZO
1,0 g/L nSQ-7 H,O
0,2 g/L CusSQ

0,02 g/L NiCl,-6 H,O

Sucrose (fur Festmedien)

100 g /L Sucrose

Stressoren flr Wachstumsexperimente

1,50 M NaCl oder
0,33 M HO, oder

2,00 mM Diamid (N,N,NN’-tetramethylazodicarboxamide)

Antibiotika fir die selektive Anzucht

Tabelle 1lI-11Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Abkiirzung Lésungsmittel Konzentration [mg/L]
Ampicillin Amp H,O dest. 100

Kanamycin Km H,O dest. 25 (C. glutamicunp, 50 E. coli)
Nalidixinsaure NXx 0,1 N NaOH 50
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3.3 Verwendete Puffer und Losungen

3.3.1  Nukleinsaure-lIsolierung, -Reinigung und —Amplifikation

dNTP-Mix

. 2,5 mM dATP
. 2,5 mM dCTP
. 2,5 mM dGTP
. 2,5 mM dTTP

RNase-LGsung

. 10 mg RNase A in 1 mL@ dest. I6sen

Lysozym-L&sung (immer frisch ansetzen)

. 4 mg Lysozym in 200 pl Gram-Positiwesis Solution (GenElute-Kit) |6sen

Proteinase K-Ldsung

. 20 mg Proteinase K in 1 mL®idest. I6sen und bei -20 °C lagern

Losung zur Prazipitation kleiner RNAs

. 0,5M NaAc
. 5,0 % PEG 8000

3.3.2  Elektrophorese

Agarose

0,8-3,0 % (w/v) Agarose in TA-Puffer (1-fadbyen, unter Rihren aufkochen, bei 60 °C lagern

Bromphenolblau-Xylencyanol Ladepuffer (BPB)

1 mM EDTA
50,0 % (w/v) Glycerin
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
0,1 % (w/v) Xylencyanol

- mit HCI bis zum Umschlagpunkt (dunkelgrun) titriere
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Ethidiumbromid-Farbeldsung

10 mg/mL EtBr

TA-Puffer (50 x)

2 M TRIS
500 mM Na-Acetat
50 mM EDTA

- Einstellung des pH-Wertes auf 7,8 mittels konzentgr Essigsaure

3.3.3 DNA-Transfertechniken

TG (TRIS-Glycerin)-Puffer (pH 7,5)

1 mM TRIS
10 % (w/v) Glycerin
TB-Puffer

10 mM PIPES
15 mM CacCl
250 mM KCI

- in 800 mL H20O |dsen und auf pH=6,7 einstellen (K@H oder HCI)

3.3.4  Auftrennung der RNA im Polyacrylamidgel und Semi-Dry Elektroblot

LiCl-L&sung

4 M LiCl in HO dest I6sen

SDS-L6sung
10 % (w/v) SDS

APS-Losung (10 %)

lg Ammoniumperoxodisulfat in 10 tHLO dest I6sen und im Kihilschrank lagern
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EDTA-LGsung (0,5 M)

93,05 g ETDA in ca. 400 mL,8 dest. aufnehmen,

- pH mittels NaOH auf 8,0 einstellen und auf 500 mEfi@len

Blocking-Reagenz

20 g Blocking-Pulver
200 mL Puffer I, 1-fach

- in H,O dest. aufnehmen, in Mikrowelle 16sen, dann aatakren, Lagerung bei 4 °C

SSC-Puffer (20-fach)

3 M Natriumcitra2 H,O
3 M NaCl

Prahybridisierungslésung fur DIG-markierte Sonden

187,50 pL KO dest.
10,00 pL SDS, 10 %
50,00 pL N-Lauroylsarcosin

1,00 mL Blocking-Reagenz
1,25 mL 20x SSC
2,50 mL Formamid

-> Préhybridisierungslésung immer frisch ansetzen

PAA-Mix (200 mL) fir 10 % PAA-Gele

66,7 mL 30 % AA
20,0 mL 10 x TBE-Puffer
84,0 g Harnstoff

- mit H,O dest. auf 200 mL auffullen und den Mix dunkelKidihlschrank lagern

> zu 50 mL PAA-Mix (2 Gele) vor GieRen 50 pL TEMES9(%) und 500 uL 10 % APS hinzu

TBE-Puffer (10-fach)

108,0 g /L TRIS
55,0 g/L Borsaure in ca. 900 mkHdest aufnehmen
40,0 mL EDTA (0,5 M)

- auf 1 Liter auffillen
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Puffer I (10-fach)

1.0M
15 M

Maleinséure
NaCl

- in H,O dest aufnehmen, pH mittels NaOH auf 7,5 einstelle

Waschpuffer

3 mL

Puffer Il (1-fach)
25 mL
25 mL

Tween® 20 (Polysorbat 20) mitifek Puffer | (1-fach) auffillen

Puffer I (1-fach)
Blocking-Reagenz

- in 250 mL HO dest. aufnehmen; immer frisch ansetzen

Puffer Il (1-fach)

9,6 mL

Waschldsung |
12,50 mL

250,00 pL
37,25 mL

Waschldsung |l
2,50 mL

250,00 pL
47,25 mL

Waschldsung Il

1,25 mL
250,00 pL
48,25 mL

Diethanolamin mit 1 Liter Puffe¢ll-fach) auffillen

20x SSC
SDS, 10 %
HO dest.

20x SSC
SDS, 10 %
HO dest.

20x SSC
SDS, 10 %
HO dest.
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4  Kultivierung, Ernten und Lagerung von Bakterien

4.1 Bestimmung des Bakterientiters

Durch Bestimmung der optischen Dichte der Flisstgkikkann bei einer Wellenldange von 600 nm in
einem Spektralphotometer das Wachstum von Bakteeefolgt werden. Als Referenz dient dabei das
Nahrmedium ohne Bakterien. Eine @Pbvon 0,1 entspricht etwa 2*1(E. colizellen bzw. 1*16

C. glutamicumzellen. Hierbei ist zu beachten, dass mit diesethdde der Gesamt-Bakterientiter aus

lebenden und bereits abgestorbenen Zellen ermitielt

4.2 Anzucht der Bakterien fur die Experimente zur ldentifizierung kleiner RNAs

C. glutamicum ATCC 13032 wurde in 25 mL Schittelkolben-Kulturem CGXII-Minimalmedium
(Keilhauer et al, 1993) angezogen. DieC. glutamciurrZellen wurden in der exponentiellen
Wachstumsphase bei einer optischen Dichtege@Bon 10 geerntet. Zusatzlich wurden zu diesem
Zeitpunkt in funfC. glutamicurrKulturen die verschiedenen Stressbedingungen stiteeck (50 °C),
Kalteschock (4 °C), hyperosmotischer Stresss (1 8&CL), HO,-Stress (0,33 M) und Diamid-Stress
(2 mM N,N,N,N'-tetramethylazodicarboxamide) fur jeweils 15 Mimui@lin) angewendet (Nakunst

al., 2007) und im Anschluss daran geerntet. Zum Briterden jeweils 1,5 mL Kultur schnellstméglich
in ein Eppendorf-Gefal? tberfuhrt und fir 15 Sekun@®ek) bei Raumtemperatur (RT) und 13.000 g
(Erdbeschleunigung) zentrifugiert. Danach wurde dberstand verworfen und die pelletierten Zellen
sofort in flissigem Stickstoff tiefgefroren. DiedPen wurden bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung

aufbewahrt. Von allen Kulturen wurde jeweils einlbgisches Replikat mitgefuhrt.

4.3 Anzucht der Bakterien zur Attenuator-Validierung (aroF)

Fiur die Kulvtivierungen wurde die Insertionsmutare glutamicum ATCC 13032 pheA:1S6100
(Mormannet al, 2006) verwendet, die auxotroph fur die aromagsAéminosaure Phenylalanin ist. Zur
Inokulation der Vorkulturen wurde die Cryo-KultuofaAgar-Platten mit komplexem CASO-Medium
und 50 mg/L Nalidixinsdure angezogen. Die Vorkwturwurden in 10 mL desselben Mediums,
allerdings ohne Agar als Flussigkultur in 100 mlix&itelkolben fiir einen Tag bei 30 °C und 300 rpm in
einem Schittelinkubator inkubiert. Die Zellen vormL Vorkultur wurden dann zentrifugiert und mit
1 mL gereinigtem LD gewaschen. Nach einem zweiten Zentrifugationgscind Verwerfen des
Uberstandes wurden die Zellen resuspendiert in 1stdrilem HO und fiir das Animpfen der
Hauptkulturen mit einer Ofgp=0,1 verwendet. Die Hauptkulturen wurden in 20 n@GXII-
Minimalmedium (Keilhaueket al, 1993) kultiviert und enthielten zusatzlich 0,Mmder 1 mM Alanyl-

Phenylalanin Dipeptid (Ala-Phe) in 250 mL-Schittdien. Fur jede der zwei Dipeptidkonzentrationen
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wurden drei biologische Replikate kultiviert. Nath Std. Kultivierung wurden die Zellen geernetet zu
Isolierung der Gesamt-RNA. Zum Ernten wurden jesvell 5 mL Kultur schnellstmdglich in ein
Eppendorf-Gefald tberfuhrt und fir 15 Sek bei RT bed 13.000 g zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand verworfen und die pelletierten Zellerogah fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Diese Ben

wurden bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung awfdet.

4.4 Stochertest
Etwas Zellmasse einer zu prifenden Einzelkolonied wiir den Stochertest mit einem sterilen
Zahnstocher aufgenommen und durch strichférmigesstheichen auf verschiedene Festmedien-Platten

uberimpft. Nach Inkubation der Platten im Brutscikréber Nacht kbnnen diese ausgewertet werden.

5 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktionpdlymerase-chain-reaction PCR) bezeichnet eine Methode zur
enzymatischernin vitro Amplifikation definierter DNA-Abschnitte, deren filsierende Sequenzen zur
Konstruktion geeigneter Priméekannt sein missen (Saiédi al, 1988). Ein PCR-Prozess besteht aus
20-50 Zyklen, die jeweils in drei Schritte aufg#tsind. Der erste Schritt eines PCR-Zyklus begmitt
der Denaturierung der Matrizen-DNAe(nplaté bei 95-98 °C, damit es im zweiten Schritt zur ding
(annealing der Primer an komplementare einzelstrangige DNteighe Uber
Wasserstoffbrickenbindungen kommen kann. Der Auflbbaidie LAnge von Primern bestimmen dabei
dieannealingTemperatur, die etwa 5 °C unter der Primer-Schteaiperatur T [°C] liegt und von Lénge
und G+C-Gehalt beeinflusst wird. Die 3"-OH-Endem Be&mer dienen im dritten und letzten Schritt
eines PCR-Zyklus als Ausgangspunkt fir die Komplaieeung der Einzelstrdnge zu Doppelstrangen
Uber eine thermostabile DNA-Polymerase (Polymeadeat Voraussetzung fir eine erfolgreiche
Polymerisation sind neben einem geeigneten pH-WettVorhandensein von Mglonen, eine optimale
Polymerisations-Temperatur (72 °C), sowie das Viodeasein von Desoxynukleosid-Triphosphaten
(dNTPs).

51 Primer-Design

Die Wahl geeigneter Primer spielt bei der PCR ewesentliche Rolle, weshalb einige Regeln beachtet
werden sollten. Fir eine ausreichende SpezifitatPdiR sollte die Primer-Mindestlange 20 Nukleotide
betragen. Der G+C-Gehalt der Primer sollte bei 60 % liegen und diannealingTemperaturen eines
Primerpaares sollten mdglichst nicht mehr als Z/66einander abweichen. Angehangte Erweiterungen

wie eine T7-Promotorsequenz, Restriktionsschnilesteoder chemische Modifikationen werden an das
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5°-Ende eines Primers angehangt. Neben dieserrigntsind noch einige weitere Dinge zu beachten,
z.B. die Vermeidung der Bildung von Haarnadelsuitda, Dimerisierung etc., daher empfiehlt sich der
Einsatz spezieller Computerprogramme wie beispilssvder im Rahmen dieser Arbeit verwendete

Clone Manager (Sci-Ed Software).

5.2 PCR-Reaktionsansatze und —Programme

In dieser Arbeit wurden sowohl eine Tag- als auicte €husion-DNA-Polymerase eingesetzt, die sich
durch unterschiedliche Eigenschaften auszeichnéa. Tag-Polymerase ist die thermostabile DNA-
Polymerase des Bakteriunhermus aquaticugTaq). Phusion-Polymerasen kombinieren ein neues
Pyrococcusahnliches Enzym mit einer prozessivitatssteigenn@®méne. Die Phusion-Polymerase
verflgt dartberhinaus Uber eine 3"-5"-Exonukleaktvdt (proof-reading, die zu einer geringeren
Fehlerrate bei der Amplifikation fuhrt. Bei der RBan handelt es sich aulerdem um eiwog start
Polymerase, bei der die Polymerase bis zum erseratDrierungsschritt durch gebundene Antikérper
blockiert wird. Unspezifische Amplifikationen, d@urch falsches Binden von Primern wahrend des
Temperaturanstieges im ersten Zyklus entstehen ékijnwerden somit verhindert. Ebenso werden
Primerdegradierung und die Exonuklease-Aktivitdtr dehusion-Polymerase bei Raumtemperatur
unterbunden. Im Gegensatz zur Phusion-Polymeragedi@ Taqg-Polymerase unabh&ngig vom Aufbau
der Matrizen-DNA ein Adenosin-Triphosphat als letzt Nukleotid an, sodass Amplifikate mit
3*-Uberhangen gticky endp entstehen. Im Folgenden sind Pipettierschematabdide Polymerasen
dargestellt und die zugehdrigen Standard-PCR-Pnugea

PCR-Reaktionsansatz und -Programm fir die taq-Ralgse

Tabelle 1lI-12 Mix fur einen Taq PCR-Ansatz (50uL)
5,0 pL 10x NH Reaktions-Puffer
2,0 uL dNTPs (2,5 mM)
0,5 pL Primer 1 (10 mM)
0,5 pL Primer 2 (10 mM)
1,5 pL MgCh (50mM)
1,0 uLTemplateDNA
1,0 uL Tag-Polymerase

- mit HO dest. auf 5QL auffullen
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Tabelle 111-13 Programm fiir die Tag-PCR

94°C 2 Min. Initiale Denaturierung
94°C 30 Sek. Denaturierung
~60 °C* 30 Sek. 35 Zyklen annealing
72 °C** 30-90 Sek. Elongation
72°C 7 Min. Finale Elongation
4°C Ende

* abhangig von den verwendeten Primern
** abhéangig von der Grol3e des zu amplifizierend&hBFragments und der Reaktionsgeschwindigkeit der
verwendeten Polymerase

PCR-Reaktionsansatz und -programm fiir die Phusadyrierase

Tabelle 1lI-14 Mix fir einen Phusion PCR-Ansatd|i3.)
5,0 pL 10x Phusion GC-Puffer
2,0 pL dNTPs (2,5mM)
0,5 pL Primer 1 (10 mM)
0,5 pL Primer 2 (10 mM)
1,5 ul DMSO
1,0 pL Template-DNA
1,0 pL Phusion-Polymerase

- mit H,O dest. auf 5QL auffillen

Tabelle IlI-15 Programm fir eine Phusion-PCR

98 °C 1 Min. Initiale Denaturierung
98 °C 5-10 Sek. Denaturierung
~60 °C 40 Sek.* L 35 Zyklen annealing
72 °C 30 Sek.** Elongation
72 °C  30-90 Sek. Finale Elongation
4°C o Ende

* abhangig von den verwendeten Primern
** abhéngig von der Grol3e des zu amplifizierend®hEFragments und der Reaktionsgeschwindigkeit der
verwendeten Polymerase
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6  Klonierungsexperimente

6.1 DNA-Restriktionsspaltung

Die DNA-Restriktionsspaltung stellt eine Methode Analyse von DNA oder zur Vorbereitung einer
anschlieBende Ligation dar, bei der das PentosspgPho-Ruckgrat der DNA an charakteristischen
palindromischen Sequenzen mit Restriktionsendoasgkle vom Typ Il hydrolysiert wird. Je nach
verwendetem Enzym entstehen dabei entweder vemsietztIstrangige Endersticky endg oder glatte
Enden blunt end¥. Es ist zu beachten, dass einige Restriktionsanideasen ,Methylierungs-anfallig"
sind. Das bedeutet, dass diese Enzyme ihre Zigdeggu nicht oder nur mit einer geringeren Effizienz
erkennen, wenn eine Base darin im Rahmen einetygisithen Modifikation methyliert wurde.
Vorbereitend flr den Restriktionsansatz werden Kimzentrationen von Fragment und Vektor per
Spektralphotometer bestimmt. Die Klonierung satitié 250 ng Vektor und 5-fach molarem Uberschuss
Fragment erfolgen. Die Restriktionsspaltung erfolgtalog zu den vom Hersteller empfohlenen
Bedingungen (in der Regel fur mindestens 1 Std.3%fC im Brutschrank) unter Verwendung des
mitgelieferten PuffersDie Restriktionsenzyme sollten nach der Reaktiaktiniert und anschlieRend

mittels PCR-Aufreinigung (Macherey Nagel Kit) emtfewerden.
Der Spaltungsansatz lautet (20 pL):

2,0 pL Spaltungs-Puffer
0,5 pL je Restriktionsenzym
3-15 L Vektor bzw. Fragment verwended mit H,O dest. auf 20 pL auffillen.

6.2 DNA-Ligation

Bei einer DNA-Ligation werden die endstéandigen Bo$phatgruppen und 3"-Hydroxylgruppen des
Pentose-Phosphat-Riickgrats der DNA mithilfe der AbRangigen T4-DNA-Ligase unter Ausbildung

von Phosphodiesterbindungen miteinander verknipft.diese Weise kénnen durch Restriktionsenzyme
modifizierte DNA-Fragmente miteinander kondensier@re Inkubation des Ansatzes erfolgt 1 Std. bei
RT. Nachfolgend ist ein Ligationsansatz zur Intégraeines DNA-Fragments in ein Plasmid aufgefihrt
(50 pL-Ansatz):

20,0 pL Fragment

20,0 pL Vektor

5,0 puL Ligase-Puffer

0,5 pL Ligase und mit,8& dest. auf 50 pL auffullen.
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7 DNA-Transfertechniken

7.1 Herstellung und Elektroporation elektrokompetenter C. glutamicum-Zellen

Die Elektroporation ist eine verbreitete Methodm freie DNA in Bakterienzellen zu transformieren.
Dabei erfolgt die Aufnahme der DNA in vorbehande{tompetente) Zellen Gber einen kurzen
elektrischen Puls von 10 kV/cm, wobei kurzzeitigdtoin der Cytoplasmamembran erzeugt werden und
so Makromolekile wie Fremd-DNA in die Zelle eindyan kdnnen. Hierbei ist es von Bedeutung, dass
sowohl die Bakterien- als auch die DNA-Suspensiahannisiert sind. Eine zu hohe lonenkonzentration
wirde im Reaktionsansatz zu einem verstarkten $tmem und infolgedessen zu einer deutlichen
Abnahme der Elektroporations-Effizienz fihren. Ansf3end muss die Membran wieder hergestellt
werden, um das Uberleben der Zellen zu sichern.eDatiissen fir jeden Zelltyp die richtigen

Bedingungen wie Temperatur und Zusammensetzunghiewerden.

Eine C. glutamicurKultur wird in CASO mit 10 % (w/v) Sorbitol bis zdrih-logarithmischen Phase
angezogen und auf Eis schnell abgekihlt. Fur dasciém der Kultur wird zunachst TG-Puffer
verwendet, dann 10 % Glycerin. Nach mehrfacher fiealung zur Erhéhung der Stringenz, werden die
kompetenten Zellen in 150 pL-Aliquots aufgeteildukbnnen fir mehrere Monate bei -80 °C gelagert
werden (Taucket al, 2002). Fiur die Elektroporation wird das gewtmsdplasmid zu der aufgetauten
Zellsuspension gegeben und folgende Pulsbedingungamestellt: 25 puF Kapazitat; 200
Parallelwiderstand; 2,5 kV Spannung (bei vorgeldin@,2 cm Kivetten). Im nachsten Schritt werden die
Zellen sofort in die auf 46 °C vorgewarmten 4 mLIBHMedium Uberfihrt und dann im Wasserbad fur
6 Min. bei 46 °C zur Inaktivierung des Restriktiomifikationssystems inkubiert. Anschlielend erfolg
eine Regeneration der Zellen fur 60 Min. im 30 °Qi&. Nach Ablauf dieser Zeit werden die Zelleri au

geeignetes Selektionsmedium ausplattiert (Taict, 2002).

7.2 Hitzeschock-Transformation von ultrakompetentenE. coli-Zellen

Eine weitere Methode zur DNA-Transformation ist dditzeschock (Inoueet al, 1990). Die
Bakterienzellen werden hierbei mit Calciumchlorghbndelt, was bewirkt, dass es zwischen der negativ
geladenen DNA und der negativ geladenen Zellmemiamger abstoRende Krafte gibt (Palchevskiy
und Finkel, 2006). AnschlieBend wird ein kurzerzdgchock durchgefihrt und es entstehen Poren in der
Membran, so dass DNA in die Zellen hinein gelangann. Fur die Herstellung der ultrakompetenten
E. coliZellen muss der gewilnschte Stamm bei 19 °C bisfrédwlogarithmischen Phase (OD = 0,5)
kultiviert werden. Nach Abkuhlung der Zellen erfolginmaliges Waschen mit TB-Puffer. Die Zellen
werden danach in TB-Puffer mit DMSO (Endkonzentrafl %) resuspendiert, aliquotiert und bei -80 °C

gelagert. Im Rahmen der Transformation mittels étithock werden die kompetenten Zellen auf Eis
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aufgetaut und 1-25 pL Plasmid-DNA wird hinzuzugebach 30 Min. Inkubation der Zellen auf Eis,
erfolgt der Hitzeschock fur ca. 45 Sek bei 42,5DB@& Zellen werden danach kurz auf Eis gestellt und
anschlieBend werden zur Regeneration 0,5 mL SOQuvtedugegeben und die Zellen 1 Std. bei 37 °C

gelagert. Die Zellen werden auf einem geeignetéekBensmedium ausplattiert.

8 Allgemeine DNA-Arbeiten

8.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Dieses Verfahren bietet die Moéglichkeit der Isalieg besonders reiner Plasmid-DNA und basiert auf de
alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Im Ahkess an die Zelllyse erfolgt eine Neutralisierung,
um passende Bindungen fur die Bindung der PlasnNé-Bine Quarzmembran-S&ule zu schaffen. Vor
der Beladung der Saule wird das neutralisierte tLysatrifugiert, um Zelltrimmer zu pelletieren. Der
Uberstand wird auf die Saule geladen und zur Emifeg von Proteinen, Polysacchariden, Metaboliten
und kurzkettigen Oligonukleotiden gewaschen. Ans@and wird die DNA eluiert. Die genaue
Durchfilhrung der einzelnen Schritte ist der GenéJElasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific,
Waltham, U.S.A.) beiliegenden Beschreibung zu dmntren.

8.2 Aufreinigung von PCR-Produkten

Nach einer durchgefiihrten PCR sollten Uberschis@@ayo-) Nukleotide, Primer und Salze im
Amplifikat entfernt werden, da diese folgende Remidn behindern kdonnten. In dieser Arbeit wurde mit
dem kommerziell erhaltlichen NucleoSpin Extract Hit (Macherey Nagel, Duren, Deutschland)
gearbeitet. Dabei werden groRere DNA-Moleklle (SNBkleotide) an eine Saulenmatrix gebunden und
mit einem Ethanol-haltigen Puffer gewaschen. Ane@and wird die DNA mit einem schwach basischen

Puffer (pH 8) eluiert. Es wurde nach Herstelleadyen vorgegangen.

8.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein VerfahrenAuftrennung von DNA-Fragmenten. Die Trennung
hierbei erfolgt im elektrischen Feld, wobei sicle @INA-Molekile aufgrund ihrer negativen Nettoladung
zur positiven Anode hin bewegen. Die Wanderungdueisaligkeit ist dabei abhéangig von verschiedenen
Faktoren, wie Molekulargewicht, Konzentration degafose-Gels, DNA-Konformation und der Starke
des angelegten elektrischen Feldes. Beim Verglgiitheinem Langenstandard von DNA-Fragmenten

definierter GroRRe kann die Grof3e der unbekannteA-BNigmente ermittelt werden.
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Je nach Experiment werden 0,8-3 %ige Agarose miPlifler angesetzt und aufgekocht. Dann wird das
flussige Gel in eine Gelkammer gegossen und nakchltEn in der Kammer mit TA-Puffer Uberschichtet.
Vor dem Auftragen der DNA-Proben werden diese nmite Glycerin-haltigen Ladepuffer (BPB)
versetzt, um die Dichte der Proben zu erh6hen amdtddas Einsinken der Proben in die Gel-Taschen zu
ermdglichen. Die BPB-Banden dienen gleichzeitighdésker fur die zuriickgelegte Laufstrecke wahrend
der Elektrophorese. Zur spéateren Identifizierung DIRA-Molekilgréien kénnen verschiedene Marker
dienen, die mit auf das Gel aufgetragen werden.Gzikelektrophorese wird bei 80-100 V fir ~30 Min.
durchgefuhrt. Im Anschluss wird das Gel aus derk@amer genommen, wenige Minuten in EtBr-
Losung (1 pg/mL EtBr) inkubiert und danach kurzinem HO-Bad geschwenkt, bevor es unter UV-
Licht bei 320 nm betrachtet.

8.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel

Bei der Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen w&imh einen die Extraktion eines DNA-
Fragments definierter GroRe ermdglicht, aber glaitilg wird auch eine DNA-Reinigung durchgefihrt.
Man tragt dazu die DNA-haltige Probe in mehrerenr8p auf ein Agarosegel auf und trennt sie mittels
Elektrophorese auf. Damit Mutationen durch EtBrrodd/-Licht vermieden werden, werden nur die
aul3enliegenden Spuren des Gels herausgeschnitten EiBr-Losung gefarbt. Die entsprechende Bande
wird unter UV-Licht mit dem Skalpell moglichst genausgeschnitten (unbedingt UV-Gesichtsschutz
verwenden!). Das mittlere Gelstiick wird schlieliefieder zu den Randstiicken gelegt, wobei die
ausgeschnittenen Bereiche jetzt als Orientieruegati um das gewiinschte DNA-Fragment ohne UV-
Detektion auszuschneiden. Die Aufreinigung aus deeh erfolgt mittels NucleoSpin Extract 1l Kit

(Macherey Nagel, Duren, Deutschland) nach Herstalgaben.

9 GeneSOEing

Bei der MethodegGeneSplicing by Overlap ExtensiofGeneSOEingwerdenin vitro DNA-Fragmente
mittels PCR neu kombiniert. Eine mégliche Anwendustgdas Erzeugen von Deletions-Konstrukten,
mithilfe derer definierte Mutanten generiert werdgmnen. Mittels vier verschiedenen Primern d1-d4
werden zuerst zwei PCR-Produkte mit einer GrofRejeora. 500 bp erzeugt, die den zu deletierenden
Bereich flankieren (Abbildung IlI-1, n&chste SeitBgi der Erstellung der Primer muss darauf geachte
werden, dass der Primer d2 am 5 -Ende einen Ubginagt, welcher komplementar zur Primersequenz
von d3 ist. In einer PCR-Reaktion werden die beidmdukte dann im gleichen Verhaltnis zur Ersteajlun
des Fusionsprodukts eingesetzt. Mithilfe des Ubmghaam zweiten Produkt und mithilfe der Primer d1
und d4 kénnen die beiden PCR-Produkte fusioniertder® Nach geeigneten Restriktionsreaktionen kann

das Fusionsprodukt anschlieBend mittels Ligatioteim pK18nobsacBvektor eingebracht werden.
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Abbildung 11l-1 Schematische Darstellung zur Lage Brimer fir GeneSOEing.

An den Primern d1 und d4 (rote und blaue Pfeile)l Schnittstellen fir Restriktionsenzyme (Restngehangt, um
die Klonierung des Produkts zu erméglichen (hedirdereich symbolisiert hier die Erkennungssequenzeer

Primer d2 tragt einen komplementaren Uberhang Jiatam Primer d3. Die zu deletierende Region isthugin

gestricheltes Rechteck gekennzeichnet.

Um eine Deletion im Genom vo@. glutamicumzu etablierenwird das @neSOEingAmplifikations-
Produkt Uber das pKb&bsacBSystem gegen den entsprechenden Abschnitt im Cls@mo
ausgetauscht. Hinsichtlich der Integration des deskkonnen die Zellen aufgrund der auf dem Vektor
kodierten Kanamycin-Resistenz selektiert werderf3gkdem fuhrt der integrierte pKit®bsacBzu einer
Sucrose-Sensitivitat, welche auf die Expressionsde8Gens (Levansucrase, urspringlich Basillus
subtilis) zurtuckzufiihren ist. Die Levansucrase wandelt &ein das fU€. glutamicuntoxische Levan.
Kdnnen die Zellen auf Sucrose wachsen, hat einetewemologe Rekombination stattgefunden,
wodurch der Vektor verloren wurde (Schatdral, 1994). Bei der Exzision des Vektors kommt es
entweder zur homologen Rekombination Uber diesélaske wie bei der Integration, was bedeutet dass
der Genotyp revertiert. Oder die Rekombinationlgtftiber die zweite Flanke. In diesem Fall verldleib
das Deletions-Konstrukt im Chromosom, wahrend dasve&n Gen mit dem Vektor verloren geht.
Mdgliche Deletionsmutanten konnen in einer PCR-Reakauf den gewinschten Verlust hin untersucht
werden. Mittels der aufenliegenden Primer wird ©&A-Abschnitt, in dem die Deletion liegt,
amplifiziert. Das entstandene Amplifikat ist im Faér Mutante um die Grol3e der Deletion verkirar D
Wildtyp dient bei der Auftrennung Uber Agaroseghdkirophorese als Kontrolle. Fir den Nachweis von

eingebrachten Mutationen muss der amplifiziertee®éranschlieRend sequenziert werden.
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10 Allgemeine RNA-Arbeiten

Beim Arbeiten mit Ribonukleinsduren (RNA) missere dibiquitdr vorhandenen Ribonukleasen
(RNasen) beachtet werden. Im Gegensatz zu DNasdiRdlasen temperaturstabil und daher auch noch
nach Autoklavierung aktiv. RNasen zeigen allerdiegge Sensitivitat gegenuber Diethylpyrocarbonat
(DEPC). Daher sollte mit DEPC-behandeltem Wassarbgétet und es sollten Handschuhe getragen
werden. Darlberhinaus sollten bei allen Pipettiaiten Filterspitzen und RNase-freie 1,5 mL
Reaktionsgefalie verwendet werden. Wenn mdoglichesallf Eis gearbeitet werden. AufRerdem wird
empfohlen die Arbeitsflachen vor Beginn aller Atbsthritte mit Ambion® RNase-Zap® (Life
Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) zu geimi Optional kann in Lésung mit einem RNase-
Inhibitor gearbeitet werden. RNase-Inhibitoren sgrd3e (~49 kDa) Leucin-reiche Proteine, die mit
RNasen stabile Komplexe formen und sie dadurchtiviaken (Kobe und Deisenhofer, 1993). Der in
dieser Arbeit verwendete RiboLock™ RNase Inhib{feisher Scientific, Schwerte, Deutschland) bindet
an die RNasen A, B, and C, allerdings nicht an RNdsind H.

10.1 Isolierung der Gesamt-RNA

Fur die Zweifarben-cDNA-Microarrayanalysen wurde @esamt-RNA-Isolierung das RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Da hiede=ionders die Fraktion mit RNA-Spezies <200 nt
abgereichert wird, wurde fur alle Methoden zur Lkifeaierung kleiner RNAs eine andere Methode
angewendet, die bekannt ist als Guanidiniumthioat®henol-Chloroform-Extraktion (Chomczynski
und Sacchi, 1987). Sie wurde in dieser Arbeit zurstem Mal fir Gesamt-RNA Isolierungen in
C. glutamicumetabliert und wird daher ausfihrlich mit allen Aitsschritten beschrieben. Die bei -80 °C
gelagerten Zellen werden auf Eis aufgetaut und jevteils 1 mL Trizol® (Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland) vermischt. Trizol® enthalt das ThiowtaSalz des Guanidins. Dieses Chaotrop lysiert die
Zellen und denaturiert gleichzeitig RNasen und emdignzyme. Zusatzlich enthélt das Reagenz Phenol,
in dem sich die RNA l6st. Der Zellaufschluss witch mechanischen Aufbruch unterstiitzt und erfolgt
in sandgeflllten Ribotubes im Precellys Ribolyd@urch Zugabe von Chloroform und anschlielende
Zentrifugation bilden sich drei Phasen aus: Einsnger Uberstand, der die RNA enthalt, und eine
organische Phase, die Proteine und Lipide entimlder Interphase befindet sich die DNA. Die RNA
kann aus dem Uberstand mittels Isopropanol odémninesenheit einwertiger Na-lonen préazipitiert und
anschlieBend in Wasser gelost werden. Falls diarggte RNA-Konzentration sehr niedrig ist, sollte
Zugabe von Glycogen als Ko-Prazipitamaitier) erfolgen. Es wird wie nachfolgend beschrieben

vorgegangen.

o Zell-Pellet mit 1 mL Trizol® mischen und 20 SekendSek) bei Speed 6.5 bei RT ribolysieren
* Inkubation 1 Min. auf Eis inkubieren
e 20 Sek bei Speed 6.5 bei RT zentrifugieren
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e 1 Min. auf Eis inkubieren

* 3 Min. bei 4 °C bei 18.000 g zentrifugieren

e jeweils 200 pL Chloroform hinzufligen und 30 Sekieren

* 5 Min. bei RT inkubieren

e 10 Min. bei RT bei 13.000 g zentrifugieren

« Je Ansatz 450 pL Isopropanol vorlegen und Ubedstars Zentrifugationsschritt hinzufiigen
e 10 Min. auf Eis inkubieren

+ 15 Min. bei 4 °C bei 16.000 g zentrifugieren undekdtand verwerfen

* RNA-Prazipitat in jeweils 500 pL 70 % Ethanol wasehund kurz vortexen
e 5 Min. bei 4 °C bei 7600 g zentrifugieren

+ Uberstand verwerfen und die ReaktionsgefaRe inC33chrank lufttrocknen

Die geféllte RNA bildet ein Pellet, das nach denocknen durchsichtig wird und in RNase-freiem
DEPC-HO geldst werden kann.

10.2 Prazipitation kleiner RNAs
Durchfiihrung zur Fallung kleiner RNAs < 250 nt

* Gesamt-RNA mit 2.5 M NaAcetat und 25 % PEG 8000ch®s, so dass eine Endkonzentration
von 0.5 M an NaAc und 5 % an PEG 8000 entsteht

* 30 Min. auf Eis inkubieren

+ bei 4 °C und max. Geschwindigkeit zentrifugierprkleine RNA-Fraktion im Uberstand

* Pellet verwerfen (enthalt die groRe RNA-Fraktion)

10.3 DNase-Verdau
Die RNA enthalt nach der Isolierung meist noch DK@ntaminationen, die durch einen DNase-Verdau
eliminiert werden missen. Die Proben werden hieriti RNase-free DNase | (Roche, Mannheim,

Deutschland) inkubiert.

e je 124 uL DEPC-KD hinzufligen und resuspendieren
e je 15 puL Puffer, 10,5 pL RNase-free DNAse | undu@, RNAse Inhibitor hinzufiigen
e 40 Min. bei 30 °C inkubieren

10.4 Aufreinigung durch P:C:I-Extraktion
Um die RNA von vorhandenen Enzyme wie DNasen aafmigen, wird eine L6sung aus Phenol,
Chloroform und Isoamylalkohol im Verhaltnis 25:24Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) verwendet.

AnschlieBend wird die RNA in Gegenwart monovaleitationen (N&) und Alkohol prazipitiert.

« je DNase-Verdau Ansatz 150 pL P:C:l-Losung hinzefugnd 30 Sek vortexen (Verhaltnis 1:3)
e 15 Min. bei RT und bei 20.000 g zentrifugieren
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e je 450 uL 0,3 M Natriumacetat (in Ethanol) werdeni,5 mL Eppendorf-ReaktionsgefalRen
vorgelegt und jeweils der Uberstand des Zentrifiogaschrittes hinzugefiigt

* 30 Min. bei -20 °C inkubieren

« 20 Min. bei 4 °C bei 17.600 g zentrifugieren und tiberstand verwerfen

e je 500 puL 70 % eiskalten Ethanol hinzufigen una kuartexen

e 5 Min. bei 4 °C bei 7600 g zentrifugieren

» Uberstand verwerfen und die ReaktionsgefaRe inC33chrank lufttrocknen

e 50 pL bis 100 pL DEPC-D hinzufigen und bei -80 °C zur weiteren Verwendiaggrn

Die Abschnitte DNase-Verdau und P:C:l-Extraktionrdes wiederholt bis die RNA DNA-frei ist. Um
dies zu verifizieren, wird mit den Proben eine P@R Tag-Polymerase durchgefuhrt, wobei DNA-
Kontaminationen tber Amplifizierung sichtbar gemaaierden konnen. Neben den zu testenden Proben
werden eine Positiv-Kontrolle mi. glutamicumBNA und dest. KO als Negativ-Kontrolle verwendet.

In allen Ansatzen werden zwei genomspezifische éhpamre verschiedener GréRe benutzt.

AnschlieRend werden die PCR-Proben auf ein 1 %Agesosegel aufgetrennt und ausgewertet.

10.5 Aufreinigung Uber LiCI-Fallung

Die LiCI-Fallung von RNA ist eine gebrauchliche Metle, um inhibitorische Molekiile aus praparierten
RNA-Proben zu entfernen (Cathataal, 1983). Uber diese Methode wird nur RNA effiziprézipitiert,

da diese starker hydratisiert ist als DNA. Die -M¢thode stellt eine besonders schnelle Methodge dar

um RNA audn vitro Transkriptionen zu reinigen.

2,5 puL 4 M LICl zu 20 plin vitro-Transkriptionsansatz hinzufiigen
75 UL 99 % eiskaltes Ethanol hinzuflgen

30 Min. bei -80 °C inkubieren

15 Min. bei 4 °C fur 13.000 g zentrifugieren

Uberstand verwerfen

500 pL 70 %iges Ethanol hinzuflgen

5 Min. bei 4 °C bei 7600 g zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Pellet fir 20 Min. in Vakuumzentrifuge trocknen

50 uL DEPC-HO hinzufligen

10.6 RNA-Quantifizierung

Fur die Quantifizierung der Gesamt-RNA wird ein ND@0 NanoDrop-Spektrometer (Peglab, Erlangen,
Deutschland) verwendet. Die OberflachenspannungFtessigkeit wird genutzt, um die aufgetragene
Probe in Form einer S&aule zu stabilisieren. Zwiaclen Enden von zwei optischen Fasern wird die
spektrometrische Messung durchgefuhrt. Neben demzéwrationswert werden das 260/230- und

260/280-Absorptionsverhéltnis angezeigt. Eine GédRINA Probe von hoher Qualitat weist ein
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260/230-Verhaltnis von >1,8 auf und ist damit reldtei von organischen Komponenten. Zusatzlich
sollte ein 260/280-Verhéltnis von circa 2,0 gemesseerden, denn ab diesem Wert gilt die

Nukleinsdureprobe als frei von Proteinen.

10.7 RNA-Qualitatskontrolle

Fur die Qualitatskontrolle der Gesamt-RNA sowie #tginen RNA-Fraktionen wurde ein Agilent
Bioanalyzer 2001 (Agilent Technologies, WaldbroBgutschland) verwendet. Das verwendete RNA
6000 Nano LabChip® Kit ist fir RNA-Konzentrationsgédte von 25-500 ng/uL geeignet. Es sind jedoch
auch Kits fir andere RNA-Konzentrationsgehalte andh Kits fur die Uberpriifung von DNA-Proben
erhéltlich. Die Nukleinsaurefragmente werden watresier Messung in gelgefilliten Kapillaren
elektrophoretisch aufgetrennt. Neben einer Konagiotismessung, kdnnen die Integritat und die
GroRRenverteilung der Gesamt-RNA Probe Uberpriftdemr Im Allgemeinen gilt Gesamt-RNA mit
einem 23S:16S rRNA-Verhaltnis grof3er als 1:1 uneereiniedrigen Basislinie zwischen den rRNA-
Fragmenten stringent genug fir Anwendungen wieldornt Blot, cDNA-Synthese, Microarrays und RT-

gPCR. Fur die Durchfiihrung wurde nach Herstellembeg vorgegangen.

11 Spezifische Einzelgen-Transkriptanalysen

Im Fall von Einzelgen-Transkriptanalysen kdnnen litateve und quantitative Aussagen Uber die
Aktivitat dieses Gens getroffen werden, wenn digu@azinformation des zu untersuchenden Transkripts
bekannt ist. Zwei Analysemethoden dieser Art, dertinern Blot und die RT-qPCR, wurden in dieser

Arbeit angewendet und werden in den néchsten Kagteschrieben.

11.1 RT-gPCR

Die Abkirzung RT-gPCRréal-time reverse transcription PGRoezeichnet die Kombination einer
reversen Transkription (RT) und einer anschlieBerglgantitativen Polymerase-Kettenreaktion (qPCR,
auchreal-time PCR genannt). Hierbei werden dem Reaktionsgenfidobreszenzfarbstoffe zugesetzt,
die es ermdglichen, die Konzentration des PCR-Fateduin Echtzeit und direkt zu verfolgen. Die
Zunahme der Fluoreszenz wirde jeweils am Ende diengationsphase eines PCR-Zyklus gemessen
(real-timeg), so dass die ansteigende Menge an PCR-ProdukBidachirm verfolgt werden kann
(Wittwer et al, 1997). Die Anderung der Konzentration des PC&3dBktes (iber die Zeit erlaubt dann
Ruckschlisse auf die Ausgangskonzentration dereffietiden Nukleinsaure. Unterschiede in den
Transkriptmengen werden durch Vergleiche derssing pointgCP-Wert) zwischen mindestens zwei

biologischen Replikaten in jeweils zwei technisclireplikaten ermittelt. Dierossing pointgeben die
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Schwelle an, bei der sich die FluoreszenzsignatePdeR-Produkts statistisch signifikant von denes de
Hintergrunds abheben und sind somit ein direkteB Kiadie Menge an cDNA (und damit auch RNA) in
der zu untersuchenden Probe. Aus mathematischier iSiader CP als die x-Koordinate des Maximums
der zweiten Ableitung der Amplifikationskurve deért. Je niedriger der CP, d.h. je eher die Menge a
gebildeter cDNA Uber das Hintergrundsignal hinabsgelesto hoher ist die RNA-Menge in der

Ausgangsprobe.

Mit dem LightCycler der Firma Roche Diagnostics ulah ,SensiMix™ SYBR One-Step Kit“ (Bioline,
Luckenwalde, Deutschland) wurde die RT-gPCR in mirieeaktionsgefald durchgefihrt (1-Schritt-RT-
gPCR). Dafur wurden iL der RNA-Probe (300 ngL) in die Polycarbonat-Kapillaren vorgelegt, und
anschlieend wurden 1@ des Master-Mixes zur RNA-Probe pipettiert. NacblaAif der reversen
Transkription und der initialen Denaturierung, bder zugleich die Aktivierung der Polymerase
stattfindet, folgten 40 PCR-Zyklen (95 °C fur 15%SB8 °C fur 20 Sek und 72 °C fir 15 Sek). Die CP-
Werte wurden mithilfe von CAMpER 1.2 (http://campebitec.uni-bielefeld.de) ermittelt, das Effizienz
korrigierte crossing pointderechnet (Tichopaet al, 2003). Die ermittelten CP-Werte wurden dann in
relative Expressionsstarken der Transkripte umdestc welche jeweils die Anderung der

Transkriptionsstarke eines Gens verglichen miteitegs Referenzstammes beschreibt.

11.2 Northern Blot-Analyse fir kleine RNAs (bis 800 nt)

Der Northern Blot ist eine Methode zum spezifiscidachweis und zur Bestimmung der Gré3e von
RNA-Sequenzen. Die RNA-Proben werden zunachst Isit@elelektrophorese nach ihrer Grof3e
getrennt. Anschlie3end werden die getrennten RNa#gente auf eine Membran tbertragblot(ing)

und mittels spezifisch markierter Sonden Uber kemmgntdre Basenpaarung markiert. Die
Sondendetektion kann radioaktiv erfolgen oder widieser Arbeit tber Chemolumineszenz. Die Schritte

zur Erstellung der RNA-Sonden und die verwenddaeing-Methode werden nachfolgend erlautert.

11.2.1 Erstellung Digoxigenin-markierter RNA-Sonden

Um RNA-Sonden herzustellen wurde zunachst genomisaRA ausC. glutamicumisoliert. Fur die
Gewinnung von Gesamt-DNA aus Gram-positiven Ba&tenvurde dassenelute Bacterial Genomic
DNA Kit (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) verwendg¢i dieser Methode spaltet das Enzym Lysozym
die glykosidischen Bindungen des Peptidoglukangeriger Bakterienzellwand auf um die DNA
freizustellen. Es wurde nach Herstellerangabenegaggen. AnschlieRend wurde die bendtigte RNA-
Sonde mittels isolierter DNA-Vorlage durdn vitro-Transkription tber eine T7-RNA-Polymerase
(Roche, Mannheim, Deutschland), einen DIG-RNA LadgeMix (Roche, Mannheim, Deutschland) mit

genspezifischen Primern erzeugt. Der reverse Primethalt jeweils die T7-Promotorsequenz
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(GAAATTAATACGACTCACTATAGGG) am 5 -Ende der Sequerzur Markierung der entstehenden
RNA-Sonde wurde Digoxigenin (DIG) verwendet. DIG &n Steroid, also ein Naturstoff, der nur in
Digitalis-Pflanzen vorkommt. Im NTP-Mix ist DIG kalent tUber einen linearen Abstandshaltpa¢e

an 35% der enthaltenen Uridintriphosphatmolekul@fJgebunden und wird so von der T7-Polymerase
bei der Transkription statistisch gesehen in je@e28. Base in die entstehende RNA-Sonde eingebaut.
Nach erfolgterin vitro-Transkription wird die Sonde Uber LiCl-Féllung geigt und bis zur spéteren

Verwendung bei -80 °C eingefroren.

11.2.2 Semidry-Elektroblot

Nach Vorbereiten der Gelkammer PerfectBlue Doppgygeem Twin M (Peglab, Erlangen,
Deutschland) wurden 10 pg isolierte Gesamt-RNAQGridf3enauftrennung auf ein 10 % denaturierendes
Polyacrylamidgel aufgetragen. Hierbei wurden fis @Gl 16,7 mL 30 % Acrylamid, 5 mL 10x TBE und
21 g Harnstoff mit DEPC-behandeltemy® auf 50 mL aufgefillt. Dann wurden 50 uL TEMED und
500 pL 10 % Ammoniumpersulphat (APS) hinzugefiighs 5el wurde anschlie3end sofort gegossen.
Das polymerisierte Gel wurde in der vertikalen Getikner fixiert, und die Kammer wurde mit 0,5x TBE
befillt. Nach 30 Min. Vorlauf bei 300 V wurden dierz erhitzten RNA-Proben und des RNA-Leiters
Fermentas™ RiboRuler™ Low Range (Thermo Scientigieich, Deutschland) auf das Gel geladen
und nachfolgend fir 75 Min. bei 300 V aufgetrerifur Uberpriifung, ob die Auftrennung erfolgreich
war, wurde das Gel in Ethidiumbromid gefarbt undagant. Der Transfer der separierten RNA auf eine
Hybond-N2 Membran (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland)gtdalurch Semi-Dry Elektroblotting
fur 1 Std. bei 300 mA. AnschlieRend wurde die RNAath Backen bei 120 °C fur 0,5 Std. fixiert und der
RNA-Leiter auf der Membran unter UV-Licht mit Bl&fs nachgezeichnet. Die Membran wurde danach
bei 37°C fur 1Std. in Prahybridisierungslosunghn@ Sonde) inkubiert, um reaktive
Membranbindestellen zu blockieren. Vor der Hybigisng wurden 200 ng der Digoxigenin (DIG-)
gelabelten RNA-Sonde Sonde in 3 mL Préahybridisigslisung bei 95 °C fir 10 Min. denaturiert.
AnschlieBend wird die Sonde zu frischer Hybridisiggs-Losung gegeben und zusammen mit der
Membran bei 37 °C UGN im Roller inkubiert. Um die biligisierungslésung und unspezifische gebundene
RNA-Sonde zu entfernen, wurde die hybridisierte Mean am n&chsten Tag zweimal fur je 10 Min. mit
Waschlosung | (2x SSC und 0,1 % SDS) bei RT geveasand dann dreimal fur 15 Min. bei 68 °C mit
Waschlosung Il (0,1x SSC und 0,1 % SDS). Um die ridydierungssignale immunologisch zu
detektieren wurde die Membran zuné&chst mit einerti-Bigoxigenin-Antikorper, der mit Alkalischer
Phosphatase konjugiert ist, behandelt (Anti-Digerig-AP, Fab fragments Roche, Mannheim,
Deutschland). AnschlieBend wurde fur den Chemil@éswenz-Scan CDP-Star (Roche, Mannheim,
Deutschland) zugegeben, welches durch die Alkadigtimosphatase enzymatisch dephosphoryliert wird,

was wiederum zu einer Lichtemission bei 466 nmt&ihDie Signale wurden mittels eines Fusion FX7
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Scanners (Peglab, Erlangen, Deutschland) aufgenomime Gréf3e der detektierten Signale wurde mit

dem RNA-Leiter verglichen, der auf der Membran netkwvurde.

12 Microarrayanalysen

In dieser Arbeit wurde einerseits eine neiliag-Microarraymethode fir intergenische Genombereiche
entwickelt und andererseits schon langer etabligstgleichende Zweifarben-cDNA-Microarrayanalysen
(Huseret al, 2003) zwischen de@. glutamicuraWildtyp und den zwei Deletionsmutanten der kleinen
RNA cgb_16115urchgefiihrt. Diese Methoden werden im Folgendesthrieben, wobei besonders auf
die neu etablierte Methode und Schritte zur Ausweyteingegangen wird.

12.1 Tiling-Microarrays zur intergenischen Transkriptanalyse in C. glutamicum

Die im Folgenden dargestellte Einfarben-Microarraymode tber die geniom®one Plattform beruht auf
Validierungsexperimenten, die mithilfe des Enteidbaums Escherichia colistr. K-12 MG1655
durchgefuhrt wurden (siehe Anhang). Die Methode deudaraufhin aquivalent au. glutamicum

Ubertragen.

12.1.1 Berechnung des intergenischef. glutamicum tiling-Microarrays

Die bendtigten Daten zur Erstellung des intergdr@acC. glutamicum tilingMicroarrays mittels IRMA
(Schroeder, 2007) wie die GrolRe und die Sequenzirdergenischen Regionen, werden aus der
GenBank-Datei (Bensomet al, 2013) vonC. glutamicumATCC 13032 (NC_006958.1) gewonnen.
Insgesamt wurden 10.521 50-mer Oligonukleotidproben 15-mer Uberlappungen in den Regionen
zwischen allen bekannten Kodierregionen fir eingarg desC. glutamicumGenoms berechnet. Von
jeder Probe wurde zusatzlich das reverse Komplernergchnet, so dass beide Strange des Genoms
berucksichtigt sind. Zuséatzlich wurden als Kontenldie Startsequenzen von 60 tRNAs fur die Synthese
von 50-mer Oligonukleotidproben berechnet, und awaenseRichtung und dazu ebenfalls die reversen

Komplemente gntisenseRichtung).

12.1.2 RNA-Probenvorbereitung und Hybridisierung

Die Qualitat und Quantitat der aus den sechs viemdehen Experimenten aufgereinigten Gesamt-RNA
wurde mit dem Agilent Bioanalyzer Uberprift. AnseBend wurde die RNA mittels FlashPAGE™
Fractionator-System (Applied Biosystems, Fostey,QitS.A.) nach Herstellerangaben bei einer Latfzei

von 45 Minuten Grol3en-selektioniert, um RNA-Molekilbis zu einer GrofRe von ~250 nt Lange zu
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erhalten. AnschlieBend wurde die kleine RNA Frakidine cDNA-Synthese direkt mit dem miRVana
mMIiRNA Labeling Kit (Applied Biosystems, Foster Gity.S.A.) nach Standard-Protokoll Cy3-markiert.
Die markierten Proben wurden in einer Vakuumzemgef getrocknet und im miRNA Hybridization

Buffer (febit biomed GmbH, jetzt CBC, Heidelberggudschland) resuspendiert.

Auf den intergenische@. glutamicurrMicroarrays wurden spezifische Hybridisierungen jmi3 pg der
markierten kleinen RNA-Fraktionen fur 16 Stunden #2 °C in der Geniom® one-Maschine (febit
biomed GmbH, jetzt CBC, Heidelberg, Deutschlandhdgefiihrt. Dabei wurden von jedem Experiment
zwei biologische Replikate hybridisiert. Anschlie@e wurde nach der “miRNA Standard
Waschprozedur® gewaschen, worauf die Biotin-Detektmittels Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE)
(Invitrogen, Carlsbad, U.S.A.) erfolgte. Vor Quémierung der Signale wurden biotinilierte Anti-
Streptavidin-Antikorper (Vector Laboratories, Badame, U.S.A.) zur Signal-Amplifikation eingesetzt
und mit einer zweiten SAPE-Inkubation kombinierulétzt wurden die Signale mit einem geeigneten
Absorptionsfilter fur Cy3 (552 nm) erfasst, jeweihit einer doppelt so hohen Belichtungszeit wiectur
die automatische-Belichtungsfunktion der GeniombBafe vorgeschlagen wurde. Die emittierten
Photonen der Fluoreszenzmessung wurden von eiheto multiplier tubgPMT) verstéarkt. Die Signale,
die empfangen werden konnen liegen im Intervall 6535 2 2'°-1] und werden gemessen als
dimensionsloser Quotient in Graustufen. Zur Sigmaligse wurde der Geniorfeature extraction

Algorithmus eingesetzt. Danach wurden die Rohdalteifextdatei exportiert.

12.1.3 Normalisierung und Auswertung der Microarraydaten

Die Rohdaten der durchgefuhrten Hybridisierungerrden Uber die biologischen Replikate jedes
Experimentes nach Quantil (Bolstatlal, 2003) normalisiert. Diese Art der Normalisierwstgllt eine
Erweiterung der globalen Signalkorrektur durch Nedentrierung dar (ebd.). Hier wird davon
ausgegangen, dass alle Quantile (und nicht nub@&s-Quantil = Median) eines vergleichbaren Arrays
identisch sind. Bei der Quantil-Normalisierung widhher die Verteilung der Microarraysignale

entsprechend ihrer Quantile aneinander angepassilBorithmus lautet wie folgt:

* Ordne die Signale eines jeden Microarrays der Gnage.
* M, sei der Mittelwert der Signale mit dert hochsten Signal. Ersetze den Messwert dieser
Signale jeweils durcM,

* Verfahre so fir alle Positionen

Von der Geniom-Software als fehlerhaft markiertgn@le wurden bei der Normalisierung verworfen.
AnschlieBend wurde jeweils Uber den Array-Mediaskadiert. AbschlieRend wurde das arithmetische

Mittel zusammen mit der Standardabweichung UbeRdijglikate berechnet.
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Im experimentellen Design ist es nicht vorgeseldia, verschiedenen Experimente aufeinander zu
beziehen und eine davon als Referenz zu betrachem.ndchsten Schritt stellt also die Bestimmung
eines spezifischen Signal-Schwellenwertes dar,fidletranskriptionelle Aktivitat in jedem einzelnen
Experiment steht. Dieser Schwellenwert wurde UleiSignale der Negativ-Kontrollen definiert, d.lisa
den Signalen deantisenseSequenzen von tRNAs eines Microarrayexperimentegghl 120). Der
maximale Wert aller Negativ-Kontrollen in einem Exjpment stellt dabei die Grenze zum
Hintergrundrauschen dar und gibt den Schwellenweter, ab dem Transkription angenommen wird.
Uber die Analyse der Signalverteilung in den Experten wurde eine quantitative Einteilung der
Signale vorgenommen. Bei Erreichen des doppeltendard-Schwellenwertez den oberen ~25 % der
Signale) wird ein ,deutliches Transkriptsignal* @amgmmen, und bei Erreichen des vierfachen Standard-
Schwellenwertes £ den oberen ~10 % der Signale) wird ein ,sehr deutlicReanskriptsignal®

angenommen.

12.2 C. glutamicum Zweifarben-cDNA-Microarrays

Die Vorbereitung de€. glutamicumZweifarben-cDNA-Microarrays erfolgte jeweils mi0jlg Gesamt-
RNA der isolierten Gesamt-RNA Proben (RNeasy Mini, KQiagen, Hilden, Deutschland). Fur die
cDNA-Synthese wurde nach der Standardmethode (Hieteral, 2003) vorgegangen. Die
Fluoreszenzmarkierung der Proben und der Referdalgtemithilfe des Cy5- bzw. Cy3-Monoreactive
Dyell Pack (Amersham Biosciences) und in Farbumkehdféirbiologischen Replikate. Wahrend der
Reaktion wird Erststrang-cDNA nachtraglich Gber Kiymg von Carbocyanii-Hydroxysuccinimid
(NHS)-Ester an Aminoallyl-substituierte  (AA)-dUTPdluoreszenzmarkiert. Ebenso nach der
Standardmethode wurden die Hybridisierungen, dasct\émn der Microarrays und die Analyse 8eot
Signale mit einem Laser-Fluoreszenzscanner (LSdReld, Tecan) durchgefihrt. Dabei werden
Fluoreszenzbilder bei den jeweiligen exzitatorisch&ellenlangen (Cy5 =663 nm, Cy3 =552 nm)
erstellt. Nach dem Scannen fanden die Lokalisiedar@potsund die Intensitatsbestimmung der Signale
sowie der Hintergrundsignale statt. Dies wurde itfg¢h der Computersoftware Imagene 6.0
(BioDiscovery) ausgefuhrt. Im Anschluss erfolgtee dstatistisch-mathematische Auswertung der
Microarraydaten mithilfe des EMMAZ2-Programms (Damglet al, 2009). Hierbei wurden die Daten
nach LOWESS (Yangt al, 2002) normalisiert, worauf ein Einstichprobehestiber die normalisierten
Daten folgte. Alle Gene mit M-Werter> 0,6 oder <-0,6 bei signifikanten p-Werten < 0,01
(Irrtumswahrscheinlichkeiten <1 %), wurden als nffigant verandert in einer Deletionsmutante

gegeniber der@. glutamicurAWildtypstamm gewertet.
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13 cDNA-Sequenzierung kleiner RNAs (RNA-Seq)
Das Experiment zur Sequenzierung kleiner RNAs ustfaowohl die Vorbereitung der cDNA-
Sequenzierungs-Bibliotheken im Labor als auch d@nformatische Analyse und Auswertung der

Sequenzierungsergebnisse. Die einzelnen Schritidewanachfolgend erlautert.

13.1 Erstellen der cDNA-Sequenzierungs Bibliotheken

Fur das Sequenzierungsexperiment wurden ~100 pgn@43NA eines RNA-Pools verwendet, der sich
zu (gleichen Teilen aus Trizol®-isolierter RNA dereskehriebenen Kultivierungsexperimente
zusammensetzt (16 png Gesamt-RNA je WachstumsbaaypguZuerst wurde dieser RNA-Pool
prazipitiert fur kleine RNAs < 250 nt (mit 2.5 M Namacetat, 25 %; PEG 8000). AnschlieRend sind
rRNAs mit dem Ribo-Zero Kit fur Gram-positive Baktn (Epicentre, Madison, U.S.A.) nach
Herstellerangaben abgereichert worden. Dieser rlRRNgereicherte Pool kleiner RNAs wurde dann
aufgetrennt in zwei Anséatze, wobei ein Ansatz zuwrbéreitung einer cDNA-Bibliothek kleiner
Primartranskripte dient und der andere zur Ergigll@einer cDNA-Bibliothek der Gesamt-Fraktion
kleiner RNAs (dRNA-Seq Methode Sharmea al, 2010). Zur Herstellung der cDNA-Bibliothek von
Primartrankripten wurde im ersten Schritt die Teratdor™ 5°-Phosphate-Dependent Exonuclease
(Epicentre, Madison, U.S.A.) nach Herstellerangals#mgesetzt. Diese 5°-3"-Exonuklease verdaut
speziell bereits prozessierte oder degradierte RN#es an ihrem 5°-Ende einen Monophoshat-Rest
aufweisen. Nicht-prozessierte primare RNA-Trangkripeisen an ihren 5°-Ende einen Triphopshat-Rest
auf und bleiben von diesem enzymatischen Verdaeeinflusst. Im zweiten Schritt wurde das Enzym
RNA 57-Polyphosphatase (Epicentre, Madison, U.S.Aach Herstellerangaben eingesetzt. Diese
Mg?*-unabhéngige Phosphohydrolase entfgrnind p-Phosphate der Primartranskripte und bereitet sie

damit fir die Ligation der Sequenzierungsadapter vo

Das lllumina® TruSeq™ Small RNA Kit (lllumina, Sdpiego, U.S.A.) setzt an dieser Stelle an und
ligiert spezifische Adapter an di€-Bonophosphat und’#ydroxyl-Gruppen der kleinen RNAs, die

spater zur strangspezifischen Auswertung der Seipremgsdaten fihren kdnnen (Abbildung 111-2). Das
Protokoll umfasst weiterhin die reverse Transkoptider Adapter-ligierten RNA-Molekile. Die

Einzelstrang-cDNAs werden dann mittels eines Adagpezifischen Primerpaares PCR-amplifiziert.
Eine abschlieBende Gelaufreinigung folgte in Voeitang auf die folgende Cluster-Generierung und
Hochdurchsatz-Sequenzierung. Zur Erstellung beiB®tA-Bibliotheken wurde nach Herstellerangaben
vorgegangen. Nach verschiedenen Schritten wurdeilgdie GréRenverteilung der entstandenen RNA-
Zwischenprodukte mit dem Agilent Bioanalyzer (AgieTechnologies, Waldbronn, Deutschland)
getestet. Beide cDNA-Bibliotheken wurden anschliel3ait dem Illlumina GAIx-System (lllumina, San

Diego, U.S.A)) sequenziert, dabei wurden 35 bpéasiiggle-readsyom 5’-Ende aus gelesen.
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/ Jeweils pro kleine RNA-Fraktion \

5°-P 3’-OH
—_— RNA 3’Adapter

3’Ligation

RNA 3’Adapter

5’Ligation

RNA 5°Adapter RNA 3°Adapter

RT-PCR
(cDNA Synthese)

PCR Amplifikation
& Gel-Aufreinigung

\ Illumina®Sequenzierung /

Abbildung 1lI-2 Vorbereitungsschritte zur Erstelturder cDNA-Bibliotheken aus den Transkripten degirén
RNA-Fraktionen mit dem Illumina® TruSeq™ Small RNk.

13.2 Read-mapping und Datenvisualisierung

Die Sequenzierung®ads wurden mit dem SARUMAN-Algorithmus (Blomet al, 2011) der
C. glutamicumATCC 13032 Genomsequenz (Kalinowski al, 2003) zugeordnet, wobei bis zu zwei
Fehler pro Sequenzierungsad erlaubt wurden. Das ProgranfReadXplorer(Hilker et al, Manuskript
submittiert) wurde verwendet, um die zugeordnetegusnzierungsdaten in Bezug auf @igglutamicum

Referenz-Genomsequenz zu visualisieren.

13.3 Identifizierung von Transkriptionstarts

Um automatisch und systematisch Transkriptionsstatt bestimmen, wurden die Daten der
Primartranskript-Bibliothek 1 verwendet. Dabei wemdzuerst fur jeden Strang und jede Position des
Genoms die startendereads (readStapel) analysiert (Programm zur Analyse entwickehd
implementiert von C. Riickert, CeBiTec, UniversBétlefeld). Als mogliche Transkriptionsstarts wunde
alle Positionen pro Strang ausgewahlt, die denefalgn Kriterien entsprachen: Fir eine Position
Uberschreitet die Anzahl vorreadStarts x; auf diesem Strang an dieser Position einen
Hintergrundschwellenweit und das Verhdltnisx/x.; an dieser Position muss Uber einem
SchwellenwerR liegen. Nach manueller Analyse wur@ieuf 19 gesetzt und auf 5, da diese Parameter

ein gutes Signal-Rausch Verhaltnis ergeben haben.
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13.4 Promotorsuche

Im Rahmen einer Promotoranalyse wurden die Sequensgomaufwarts der putativen
Transkriptionsstarts untersucht. Das Tool Imprab{Z® et al, 2004; Tompaet al, 2005) wurde hierfur
jeweils mit 158 publizierten Sequenzen von SigAdgistellen (Patek und NeSvera, 2011) und 45 SigH-
Bindestellen (Buschet al, 2012) trainiert. In beiden Trainingssets wurdés -10- und -35-Promotor-
Regionen Uber deexpectation maximizatio(EM)-Algorithmus korrekt bestimmt. Wie von Impraker
vorschlagen, wurden fir die Bestimmung eines diganiten Hintergrundwertes béckground
significance score Kontrolllaufe durchgefihrt. Dieser Wert (arithisehes Mittel) wurde als
Schwellenwert in den Improbizeranalysen fir dideatenden Sequenzen verwendet. In den Improbizer-
Laufen wurden die Aufwartssequenzen mdglicher Thdpisonsstarts mit Sequenzen des Trainingssets
jeweils im Verhaltnis 1:10 eingesetzt, was naheginé& Auswirkung auf die Motivsuche und Wertung
gezeigt hat. Lagen die Werte der -10 und -35 Regioiiber den SigH-Schwellenwerten und zeigten
einenspacerAbstand von 16-20 nt, wurden die Testsequenze8igld-Promotor-indiziert eingestuft. Es
wurde beobachtett, dass -35-Regionen von SigA-Pian@o vergleichsweise schlecht konserviert sind
(Patek und NeSvera, 2011). Daher galt ein SigA-Btomschon als indiziert, wenn fir die gut
konservierte erweiterte -10-Region Werte groRRer rodgeich dem maximalen signifikanten
Hintergrundwert erhalten wurden, unabhéangig dawaichen Wert die schlecht konservierte -35-Region
betrug. Wenn fur drei aufeinanderfolgende Trangimsstart-Positionen jeweils dieselbe
Promotorsequenz identifiziert wurde (in 278 Faljasi) die Genom-Position mit der héchsten Anzahl an

read-Starts als Transkriptionsstart gewertet worden.

13.5 Vorhersage proteinkodierender Transkripte

In dieser Arbeit wurde die ORIBf§en reading fram)eSuche mit einer minimalen Proteinlange von 48 nt,
die bereits vonieaderpeptid des transkriptionellen Attenuator ilwB (Morbachet al, 2000) bekannt
ist, innerhalb der Sequenzen der erhaltenen kidridA-Transkripte durchgefihrt. Dabei wurde mit dem
Tool ORFfinder (Uhmin, Osaka University, Japanplitivww.gen-info.osaka-u.ac.jp) gearbeitet unter
Verwendung der folgenden Start-Codons: AUG, GUGQUhd Stopp-Codons: UAA, UAG, UGA. Fur
einen vorhergesagten ORF wurde nach ribosomaletteBiallen (RBS) mit dem RBSfinder (Suzial,
2001) unter Verwendung der Standard RBS-EinstelundGGAG) innerhalb eines Fensters von 15 bp
gesucht. Nur Transkripte, die sowohl einen ORF uide geeignete RBS besitzen wurden als
moglicherweise proteinkodierend eingestuft. Im Fatin Transkripten, fur die der Beginn des
vorhergesagten ORF auf dieselbe Position des Trigtiskisstarts fielleaderlesdranscripty, wurde auf

die RBS-Analyse verzichtet.
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14 Methoden zur bioinformatischen Vorhersage regulatoischer RNAs

Fur die Vorhersage regulatorischer RNAs wurde d&ARAlgorithmus (Washietlet al, 2005)
angewendet. Die Voraussetzung hierflr ist ein mleé Genom-Alignment, das mithilfe der Mauve
Software Multiples Alignment of Conserved Genomic Sequeritte Rearrangementg)Darling et al,
2004) erstellt wurde. Hierfir wurden die GenBankngmzdateien (Bensomt al, 2013) von
C. glutamicumATCC 13032 (NC_006958.1) und der verwandten CdrghterienC. diphtheriaeNCTC
13129 (NC_002935.2) sowieC. efficiens YS-314 (NC_004369.1) verwendet. Die Details der

bicinformatischen Vorgehensweise werden in den stéchKapiteln erlautert.

14.1 Erstellung eines multiplen Genom-Alignments mit Mawe

Uber Mechanismen wie Rekombination kann es zu Nendaoaingen im Genom kommen. So kénnen
orthologe Regionen in verwandten Genomen entwedertiert oder an anderen Stellen wiederzufinden
sein. MauvdDarling et al.,, 2004) identifiziert wahrend des Alignierungspsges konservierte Segmente
aus den eingegebenen Genomen, die frei von Genordomugen erscheinen. Solche Segmente werden
alslocally collinear block§LCBSs) bezeichnet. Mauve verwendet hierzu einehorAlignment Technik
(Ma et al, 2002). Entgegen anderen Methoden zur Generierangsenom-Alignments, erlaubt Mauve
eine Umordnung der Alignment-Ankeair(chorg in jedem Genom. Um aknchoreines LCB in Betracht

zu kommen, muss eine minimale Lange von Nukleotmeischen den Genomen Ubereinstimmen. Diese
minimale L&nge rfinimum match sizast benutzerdefinierbar. Standardmafig berechMmive einen
Wert, der automatisch in Abhéngigkeit von den zgriérenden Genomen erzeugt wird. Durch Mauve
zufallig identifizierteanchor, die aufgrund kleiner und nicht signifikanter Genonordnungen gebildet
werden, mussen Uber ein minimales Gewichin(lmumweigh)-Kriterium herausgefiltert werden. Das
Gewicht ist definiert tiber die Summe der Langen Whereinstimmungen im LCB. Als Standardwert
setzt Mauve das minimale Gewicht drei Mal so hoohwée die minimum match sizeNachdem alle
anchorPaare bestimmt sind, die die einzelnen LCBs definiewendet Mauve auf jeden LCB den
ClustalW-progressiven globalen Alignment-Algorithenan (Larkinet al, 2007). Bei der Erstellung des
multiplen Genom-Alignments werden von Mauve flinfsehiedene Ausgabedateien erzeugt. Zwei dieser
Dateien, die .mauve- und die .alignment-Datei ditghadas Alignment in unterschiedlichen Formaten.
Die .alignment Datei beinhaltet das gesamte Gentignfent im extendet muliastA (XMFA)-
Format. Das XMFA-Dateiformat unterstitzt das Speinhvieler kolinearer Sub-Alignments, die jeweils
durch ein Komma-Zeichen getrennt sind. Jedes diSskrAlignments besteht aus einer Sequenz im
FastA-Format, wobei in der Uberschrift Angaben Zimang und zur Position im entsprechenden Genom
verzeichnet sind. Das Format der .mauve-Dateit gjetjentiber dem XMFA-Format eine Speicherplatz
sparende Variante dar, da hier nur die Koordingtefter und exakt Ubereinstimmender Regionen notiert

sind. Alle Ubrigen Dateien enthalten zusatzlichiarimationen, die fiir die Erstellung des Alignments
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bendtigt wurden (phylogentischer Baum, Identita@suit, Positionen der in allen Genomen
konserviertenbackboneRegionen und Positionen der Insel-Regionen, inedenur ein Subset der

Genome eine eindeutig tbereinstimmende Sequent.zeig

14.2 RNAz zur Vorhersage regulatorischer RNAs

Der RNAz-Algorithmus (Washietlet al, 2005) kann zur Suche nach funktionellen RNA-
Sekundarstrukturen aus multiplen Sequenz-Alignmeviswendet werden. Dabei wird mit der
Berechnung einer RNA Konsensus-Sekundarstruktandture conservation indgsClI) ein Maf3 fir die
Konservierung der Sekundarstruktur erzeugt. Bscore stellt ein Mal3 fur die thermodynamische
Stabilitat dieser Struktur dar. Diese Werte wer@dlierdings nicht fur sich betrachtet, sondern im
Algorithmus Uber einen Klassifikator kombiniert. iD&lgorithmus basiert auf dem Klassifikator einer
binaren Support-Vektor-Maschine (SVM). Diese SVMrdaimithilfe von zwdlf bekannten funktionellen
RNA-Klassen aus der Rfam-Datenbank (Griffiths-Jom¢sal, 2003) trainiert. Hierbei sind Test-
Alignments generiert worden, die sowohl von Seqaanziner RNA-Klasse als auch von
Zufallssequenzen ohne native Sekundéarstruktur gtzewrden. Die Kombination aus errechnetem
z-score SCI-Index und demean-pairwise identitiyMPI) des Alignments flhrte zur KlassifizierungieD
Vorhersagen uber die zwolf getesteten RNA-Klassénemer MPI > 60 % bei eineclass-probability
p>0,5 waren insgesamt sensitiver als be>0,9. Wobei die Vorhersagen mit hdéherer
Wahrscheinlichkeitg > 0,9) dafir aber spezifischer waren (Waslgetl, 2005).

In der durchgefihrten RNAz-Suche wurde im Mauveeegten multiplen Genom-Alignment Uber
C. glutamicum C. diphtheriae und C.efficins in Alignments mit einer Lange grol3er 200 bp in
Fenstergrof3en von 100 bis 200 bp, schrittweise Onbp4versetzt, und in beiden Strangeags
probability p>0,5) gesucht. Dieses initiale Set von Vorhersagemde anschlie3end gefiltert nach
Vorhersagen, die einermean-pairwise-identity MPIl. > 60 % entsprachen. AufRerdem wurden
vorhergesagte rRNAs und tRNAs aus dem Set entierdtalle Ubrigen tUberlappenden Vorhersagen zu
einer neuen Region zusammengezogen, wobei derenséiS” - und 3"-Enden als neue Start- und Stopp-

Positionen definiert wurden.
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Ergebnisse

Ergebnisse

1  Bioinformatische Vorhersage (intergenischer) kleineRNAs in C. glutamicum

Seit einigen Jahren nimmt das Wissen Uber die en@etdeutung von RNA-Regulationen durch kleine
RNA-Molekile emall RNAs, sRNAs) zu, die unter bestimmten Bedingungin @enexpression fur
verschiedenste zellulare Prozesse beeinflussederdrMehrzahl der publizierten Genome fehlen diese
RNA-Elemente allerdings, da die meisten Programoreantomatischen Genannotation auf Basis von
putativen ORFs oder konservierten Proteinsequenrieeiten und daneben nur die hochkonservierten
rRNA- und tRNA-Gene detektieren, die eine elementRolle bei der Proteinbiosynthese in allen
Organismen spielen. Kleine regulatorische RNAsdregaufig in den intergenischen Bereichen zwischen
den annotierten proteinkodierenden Genen. Sie wyetioch eher mit konservierten Sekundarstrukturen
als konservierten Primarsequenzen beobachtet uduwaeist nur in nah verwandten Bakterien (Sridhar
und Gunasekaran, 2013). Somit konnen spezifischegléiehe und diein silico-Analyse von
Genomsequenzen auch zur bioinformatischen Vorhergag regulatorischen kleinen RNAs fuhren. Die
heute bereits existierenden Vorhersagen von kleRNAs in C. glutamicumhaben jeweils nur eine
geringe Anzahl an vorhergesagten kleinen RNAs engelm diesem Rahmen sind die Vorhersagen tber
Kovarianzmodelle der Rfam-Datenbank (Gardeeal, 2009) zu nennen oder die zeitgleich mit dieser
Arbeit entstandene SIPHT-Vorhersage f@. glutamicum die auf konservierten intergenischen
Primarsequenzen stromaufwarts von Rho-unabhéandgigeminatoren basiert (Livngt al, 2008). Die
vor kurzem publizierte NAPP-Pipeline (Gdt al, 2012) liefert phylogenetisch konservierte Bdreic
zwischen Kodierregionen, die mdglicherweise kldRi¢As kodieren, wobei diese jedoch keine genauen
Positionsangaben enthalténin dieser Arbeit wurde ein anderes Vorgehen ausiBales bereits
implementierten RNAz-Algorithmus (Washiatt al, 2005) gewahlt. Hierbei wird nach konservierten
Sekundarstrukturen mit thermodynamischer Stabiiitdnultiplen Sequenz-Alignments nah verwandter
Bakterien gesucht. Stabile Sekundarstrukturenestaine wichtige funktionelle Eigenschaft von kézin
RNAs dar und konnen daher effizient fur Vorhersagérgesetzt werden (Sridhar und Gunasekaran,
2013). Zusétzlich zur€. glutamicumGenom wurden die Genome der nah verwandten Coajteien

C. efficiensund C. diphtheriaezur vergleichenden Analyse ausgewéhlt. Die zwealebbewohnenden
Corynebakterien-Spezie€. glutamicum und C. efficiens sind beide naturliche Produzenten von
L-Glutamat und zeigen viele Ubereinstimmende Metkmaie die GenomgréfRe und die Anzahl von

Genen.C. diphtheriaeist dagegen ein humanpathogenes Bakterium mit &eaeren Genomgrolie, es

% Die Vorhersage-Daten der NAREbntigsfiir C. glutamicumATCC 13032 (569 intergenische Regionen) befinden
sich im Anhang auf der Daten-CD im Ordner ,Vorhgesain Datei C_glutamicum_ATCC_13032_Bi-NAPP-
Contigs.xIsx.
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wurde jedoch ein hoher Grad an Syntenie fir ale S8pezies beobachtet (Kalinowsdtial, 2003). Die
Uber RNAz erhaltenen Kandidaten werden im Anschimiisden bereits existierenden Vorhersagen
kleiner regulatorischer RNAs und einer Vorhersad®-Bnabhéngiger Terminatoren @ glutamicum

verglichen.

11 Vorhersage regulatorischer RNAs inC. glutamicum mit dem Programm RNAz

Um das Programm RNAz (Washietl al, 2005) zur Bestimmung kleiner RNAs anzuwenderrdeum
ersten Schritt ein multiples Genom-Alignment (MGA)ber die Genome der verwandten
CorynebacteriunSpeziesC. glutamicumATCC 13032,C. diphtheriaeNCTC 13129 undC. efficiens
YS-314 mit der Software MauveM(ltiples Alignment of Conserved Genomic Sequendd w
RearrangemenjgDarling et al, 2004) iiber Standardeinstellungen erz8mjeses Alignment wurde mit
insgesamt 20 LCBddcally collinear blocksunterschiedlicher Grof3e berechnet, was bedewstss, diese
frei von Genom-Umordnungen erscheinen (Abbildungl)VDiese LCBs ergeben sich aus insgesamt 83
Intervallen, wovon die letzten 63 Intervalle keioghologen Regionen in einem der anderen Genome
enthalten. Hierzu gehort auch Intervall 62, dadabition 1868862 irC. glutamicumbeginnt, und dem

> 180 kbp groRen Prophagen CGP3 (Kalinoveskil, 2003) entspricht.

200000 400000 600000 800000 1000000 1200000 1400000 1600000 1800000 2000000 2200000 2400000 2600000 2800000 3000000 3200000

gl

| T

Icorynebactgrium glutamicum ATCC 13032 DSM 20300 ~ATECT30p2

200000 408000~ - 600006———8U0060-
t —_—t

Co}y_r;!\’baclerm/m efficiens YS-314 - " e . ~
200000 400000 600800 s/do‘ouo 1000000~ 1268000 /1’400000 1600000—"~1800000 2000000 2260000 2400000
\ — Z Z =

ICorynebacterium diphtheriae NCTC 13129

Abbildung V-1 Multiples Genom-Alignment b€ glutamicumcC. efficiensC. diphtheriae.

Das Alignment wurde mit der Software Mauve 2.3.Jaflidg et al, 2004) berechnet und visualisiert mit der
Mauve-GUI. Insgesamt wurden 20 unterschiedlich éab@B Einheiten mit Konservierung in allen drei @aren
erhalten, in denen jeweils auch die Ahnlichkeitbgebildet sind.

% Die Datei Mauve.alignment befindet sich im Ordpéorhersagen“ auf der beiliegenden Daten-CD.
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Von den 20 Intervallen, die in allen Genomen kowiget sind, stellen Intervall 4 (Lange 1.230.815 bp
und Intervall 15 (Lange 1.153.148 bp) die grof3tan @iese sind als solche gut in Abbildung IV-1 zu
erkennen (LCBs-Farben Lila-Intervall 4 und Blaueimall 15). Das kleinste LCB betrifft Intervall 18it
einer Grol3e von 205 bp. Dieses Intervall 18 sowiese kleine Intervalle sind in Abbildung 1V-1 nich

zu erkennen.

Mit Unterstiitzung von K. Gkogkoglou (Praktische dmhatik, Universitét Bielefeld) wurde das Uber
Mauve generierte Genom-Alignment (nicht-Standard PAVFormat) in das Standard XMFA-Format
umgewandelt. Danach wurde das Alignment im Bereialischen allen Kodierregionen mit RNAz
(Washietlet al, 2005) nach konservierten Sekundarstrukturenrsuntét, die in wenigstens zwei der
Genome auftreten. Hierbei wurde mit RNAz-Standarsteilungen in Fenstergré3en zwischen 100 bp bis
200 bp, schrittweise um 40 bp versetzt und in bei8&angen gesucht. Die Klassifikation in RNAz
erfolgt basierend auf einsupport vector machin€SVM), die z-scoresals Mal3 fur thermodynamische
Stabilitat und derstructure conservation inde§SCI) des Alignments ausgibt, wobei auch thean
pairwise identity(MPI) eine Rolle spielt. Es wurden 4046 Vorhersagghalten, die zur sensitiven
Detektion regulatorischer RNAs reduziert wurden l§ddung 1V-2, nachste Seite). Um die Vorhersage
Falsch-Positiven zu minimieren, wurden 3638 Vorages selektiert, die einenean-pairwise-identity
M.P.l. > 60 % und eineclassprobability p> 0,5 entsprechen (Washiegt al, 2005). Anschlie3end
wurden vorhergesagte rRNA- und tRNA-Regionen aum @&et herausgefiltert, so dass noch 1777
Vorhersagen vorlagen. Zum Schluss wurden Uberlafgpeviorhersagen zu einer neuen Region
zusammengezogen und deren dufRerste 5- und 3" -Ehsl@eue Start- und Stopp-Positionen definiert.
Hierbei wurde der maximalg-Wert innerhalb der jeweiligen Region notiert. efrozess lieferte ein
Set von 599 Kandidaten, die teilweise recht grogidhen umfassen (Maximum 539 nt, Minimum
82 nt, arithmetisches Mittel 220 nt). Die Erhéhutey Stringenz auf p 0,9 ergab noch 339 Kandidaten.

Ein Vergleich der RNAz-Kandidaten mit Vorhersagesr &fam-Datenbank (Gardnet al, 2009) fur
C. glutamicumlieferte 13 tberlappende Bereiche. So wurdendi® RNA-Haushaltsgene (4.5S RNA,
tmRNA, M1 RNA) in den entsprechenden Regionen lbstienmend auch mittels RNAz detektiert.
AulRerdem wurden die Rfam-Vorhersagen der 6C RN#&y; VPP-Riboswitches, dasraWMotiv, drei

* Die gesamte RNAZXorhersage und die reduzierte endgiiltige Liste gindler Datei RNAz-Vorhersage.xlsx im
Ordner ,Vorhersagen® auf der beiliegenden DatenzDDBinden.
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Riboswitch-ahnlicherybP-yko¥YMotive und einydaO-yuaAMotiv Uber die Analyse nach konservierten
Sekundarstrukturen getroffen. Mehr als ein Drittet RNAz-Vorhersagen (282) fallen in intergenische
Bereiche mit phylogenetischer Konservierung, dieridie NAPP-Pipeline bestimmt wurdéron den 15
vorhergesagten Kandidaten kleiner RNAs Uber SIPHiVny et al, 2008) konnten 11 Kandidaten
ebenfalls Uber RNAz detektiert werden, jedoch niatfolgenden:

Candidate_3_NC_006958, Candidate_4 NC_006958, Gatedil1 NC_ 006958,
Candidate_15 NC_006958.

RNAz-Suche
MAUVE 6 FenstergréRen

Alignment SchrittgroRe 100 nt
_ > 120nt

C. glutamicum 40 nt 140 nt

C. efficiens 160nt
180nt

C. diphteriae

minimierung

Falsch-Positiver

200 nt

2 4046

09
08
0,7
class probability
p=20,5

0,6

05 8

03

M.P.I > 60%

0,2

K 2 3638 . oo . /

Entfernen vorhergesagter rRNAs und tRNAs 2 1777

~

Die jeweils erste* und letzte*
Position liberlappender Regionen
definieren die finalen Vorhersagen.

< 9989

J

*® >k

Abbildung IV-2 RNAz-Vorhersage fi€. glutamicurund stringente Reduktion.

Nach Anwenden der Parameter fir eine sensitive Kbete konservierter regulatorischer RNAs umfassém d
Arbeitsschritte das Entfernen vorhergesagter rRNAw tRNAs sowie das Zusammenfiigen Uberlappender
Vorhersagen. Diagramm zur Minimierung Falsch-Pesiti Die schwarzen Punkte zeigen die RNAz-Vorhezsag
fir C. glutamicummit den erhaltenem-scoresund SCls, die p 0,5 entsprechen. Der rote Bereich im Diagramm
steht fir p < 0,5 (Washiettt al, 2005).
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1.2 Suche nach Rho-unabhéangigen Terminatoren und derelkorrelation mit RNAz-

Vorhersagen
Es ist bekannt, dass bei der Transkription kleRAs haufig an deren 3"-Ende eine Sequenz kodigrt i
so dass im Transkript eine haarnadelférmige Sekstdétur entsteht. Die Struktur destabilisiert den
Komplex aus RNA-Polymerase und DNA/RNA-Hybrid, sasd er zerfallt und damit eine weitere
Elongation verhindert (Hippel und Yager, 1991). d8ie vom Rho-Faktor unabhangige
Transkriptionstermination ist charakterisiert duremen G+C-reichen Stamm, innerhalb dessen die
Nukleotide nicht paaren und eine Schleifdetm loop formen. Hierauf folgen jeweils drei bis acht
kodierte Uracil-Reste. Im Rahmen dieser Arbeit vweurdine Vorhersage von Rho-unabhangigen
Terminatoren inC. glutamicummit dem Programm TransTermHP (Kingsfoet al, 2007) erzeugt.
Hierfir wurde nach G+C-reichen StammlangerawischenL >4 und L < 23 gesucht, wobei ein
Konfidenzniveau von 0,75 gesetzt wurde. Weiterestellungen wurden nach TransTermHP-Standard
gemacht. Dabei wurden insgesamt 2266 Rho-unabhgifigggminatoren Uber alle Genomregionen von
C. glutamicumdetektiert® Von dieser Gesamtzahl iiberlappen 221 Rho-unabiirtgrminatoren mit
den Uber RNAz vorhergesagten konservierten KkleifAs und sind in der Datei RNAz-
Vorhersage.xlsx gekennzeichnet. Zwei der drei vgdgsagten RNA Haushaltsgene sind Rho-unabhéngig
terminiert (4.5S RNA, tmRNA). Am Ende der M1 RNArkue keine entsprechende Terminatorstruktur
detektiert werden. Dies ist wahrscheinlich auch @eund dafiir, warum sie nicht tUber die SIPHT-
Vorhersage (Livnyet al, 2008) detektiert wurde, denn dieses Tool suchthnkonservierten

Primasequenzen stromaufwarts von Rho-unabhangigeniiatoren.

® Das gesamte Ergebnis der TransTermHP-Vorhersadindee sich in der Datei Rho-unabhangige-
Terminatoren.xIsx auf der beiliegenden CD im OrdMarhersagen®.
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2  Experiment-spezifischetiling-Microarrayanalysen in den intergenischen

Regionen inC. glutamicum
Mithilfe von Microarrayanalysen ist es mdglich, eifExpressionsanalyse vieler Tausend Gene auf
Transkriptebene simultan durchzufithren (Lipshaiz al, 1999). Das Prinzip hierbei ist, eine
Hybridisierung von fluoreszenzmarkierten Nukleingd8onden gegen immobilisierte
Oligonukleotidproben durchzufihren. Unspezifisctigindungen sollten anschlielBend Uber stringente
Waschprozesse minimiert werden, um dann die Seegmgmfischen Bindungen Uber geeignete
Absorptionsfilter zu detektieren. Die Anzahl andoukleotidproben, die auf einem Array Platz finden
ist im Laufe der Jahre immer grof3er geworden. H&Gtenentiling-Microarrays mit ihnren Proben ein
Genom in verschiedener Auflosung und Dichte abdecidockler et al, 2005). Solchetiling-
Microarrays sind auch bei Studien zur Identifiziggukleiner RNAs in anderen Bakterien zum Einsatz
gekommen (Selingest al, 2000; Wassarmagt al, 2001; Tjaderet al, 2002; Zhanget al,, 2003). Die
nachfolgend dargestellte Einfarben-Microarrayaralys C. glutamicumberuht auf einer neuartigen
Methode auf Basis einer flexiblen Plattform zur gohiukleotid-Synthese untiling-Microarrays, die
speziell alle intergenischen Bereiche (zwischen aerotierten proteinkodierenden Genen) abdecken. In
diesem Rahmen wurde auf3erdem in Zusammenarbeit 18ithroeder das Java-Applet IRMAtérgenic
Regions by Microarray Analygientwickelt (Schroeder, 2007), das zur Berechndegintergenischen
Oligonukleotidproben fir die Microarrays dient. Dgesamte Methode und das in dieser Arbeit
entwickelte Vorgehen zur Auswertung der Microarrkgante mithilfe des Enterobakteriuris coli K-
12 MG1655 erfolgreich validiert werden (siehe AngparDie Vorgehensweise wurde anschlieRend auf
C. glutamicumiibertragen. Die folgenden Kapitel beschreibenreltierblick tiber die Methode und die
erhaltenen Ergebnisse der Experiment-spezifischdmitisierungen irC. glutamicumDie préasentierten
Ergebnisse stellen zugleich eine Art Validierung Méecroarrayexperimente dar, da die gute Qualitit u
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse deutlich werdem.dieser Stelle soll erwahnt werden, dass die
Oligonukleotidsignale nicht dazu dienen sollen,inéeRNA-Kandidaten zu definieren. Die Ergebnisse
sollen spater helfen, die Uber Hochdurchsatz-Semgremg detektierten kleiner RNAs aus einem
Probengemisch den einzelnen durchgefiihrten Expetene und Stressen zuzuordnen. Darauf
vorbereitend wird am Schluss dieses Kapitels eiagelibank prasentiert, die neben den Experiment-
spezifischen Oligonukleotidsignalen der Microarragine Verknipfung zu den verschiedenen
bioinformatischen Vorhersagen und allen intergdrdsc kleinen RNAs der cDNA-Sequenzierung

beinhaltet, was eine Filterung nach all diesenefign einzeln oder in Kombinationen erméglitht.

® Die Microsoft Access-Datei Datenbank.accdb ista@erfbeiliegenden CD zu finden.
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2.1 Etablierung einer Methode zur intergenischen Transkiptanalyse in C. glutamicum

basierend auftiling-Microrarrays
Kleine RNAs spielen oft eine besondere Rolle beiAlgassung an veranderte Umgebungsbedingungen
(Hoeet al, 2013). Daher wurden bei der Probengewinnungtmiah ungestresst€. glutamicumzellen
in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet, esondusétzlich auch funf Kulturen, die zum
Probenahme-Zeitpunkt Hitze- und Kalte-Stress, hygmotischem und oxidativem Stress ausgesetzt
waren. Von allen sechs Kultivierungsproben wurde @esamt-RNA isoliert und fir die Stress-
spezifischen Microarrayexperimente wie folgt veréah (Abbildung V-3, nachste Seite): Die Gesamt-
RNA Proben wurden nach Heidelberg zur febit bionebH (jetzt CBC) verschickt und dort
grolenfraktioniert. Der Anteil aller kleinen RNA&B-250 nt LaAnge wurde ohne cDNA-Synthese direkt
fur den Hybridisierungsprozess mit dem geniom®ogsteSn vorbereitet. Darauf folgten Experiment-
spezifische Hybridisierungen auf speziellen intaigehentiling-Microarrays, deren Design vorher tber
das Java-Applet IRMA (Schroeder, 2007) berechnetigwDiese Microarrays decken in beiden Strangen
alle Bereiche zwischen den bekannten proteinkoaékne Regionen in€C. glutamicuraGenom ab und
enthalten zuséatzlich tRNAenseProben als Positiv-Kontrollen und deren reversenglemente (tRNA-
antisenseProben) als Negativ-Kontrollen, da im Gegenstramg tRNAs keine Expression erwartet wird.
Im Anschluss an die Experiment-spezifischen Hybr&ungen wurden die Emissionssignale der
Microarrays erfasst und als Rohdaten von febit Yerfligung gestellt. Nach Normalisierung und
Median-Reskalierung der Daten wurden die speziéiscBignal-Schwellenwerte bestimmt, ab denen eine
Expression in jedem einzelnen Experiment angenommigd. Dieser Standard-Schwellenwert fur
transkriptionelle Aktivitéat wird Gber die SignalerdNegativ-Kontrollen ermittelt, d.h. aus den Signa
der antisenseSequenzen von tRNAs eines Microarrayexperimemedei der maximale Wert dieser

Negativ-Kontrollen die Grenze zum Hintergrundragschefiniert.

" Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelt Methode Awswertung der Microarrays wurde anschlieRend von
S. Schroeder (Arbeitsgruppe BRF, CebiTec, Univétrdgielefeld) in das Java-Applet IRMA integrierp slass
IRMA heute die komplette Methode zur Auswertung Bliézroarrayrohdaten zur Verfligung stellt.
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-

Oligonukleotid-Berechnung/Design
intergenischer tiling-Micoarrays
flr C. glutamicum (tiber IRMA)

Positiv-Kontrollen: tRNA-sense Proben

\ Negativ-Kontrollen: tRNA-antisense Proben /
( Synthese geniom®one Microarray )

Stress-spezifische Hybridisierungen

mit C. glutamicumRNA (< 250 nt)
L AnschlieBend Scan-Prozess )
) v

Normalisierung der Rohdaten und
Reskalierung der Werte (Array-Median)

\

Bestimmung des Standard-Schwellenwertes
ab dem Expression angenommen wird

\_ —>Maximaler Wert der tRNA-antisense Signale )

Abbildung IV-3 Arbeitsvorgang zur Detektion klein@NAs Uber intergenischéing-Microarrays.

Arbeitsschritte  ohne Farbmarkierung wurden am CeBiTBielefeld durchgefiihrt und Grau-markierte
Arbeitsschritte in Heidelberg (febit biomed Gmbléizi CBC). Alle Schritte der Auswertung wurden iieser
Arbeit entwickelt und von S. Schréder in das Jayglat IRMA integriert.

2.2 Design eines intergenischetiling-Microarrays fir C. glutamicum tber IRMA

Das Design der Oligonukleotidproben fiir die Syn¢hdsr geniom®one Microarrays wurde mithilfe der
Software IRMA erstellt. Hauptziel des Java-Applistsdie Implementierung eines Systems zur Analyse
der intergenischen Regionen eines Genoms. IRMAcbert Oligonukleotide mit gewtinschter Lange
und Uberlappung aus den intergenischen Regiones &enoms in Anlehnung &ifing-Microarrays fiir
Gesamt-Transkriptomanalysen. Die bendtigten Daterilin, wie Grél3e und Sequenz der intergenischen
Regionen, wird aus der Annotation der GenBank-DéBensonet al, 2013) des zu untersuchenden
Genoms gewonnen. Insgesamt wurden 10.521 50-mgor@ikleotidproben mit 15-mer Uberlappungen
in den Regionen zwischen allen bekannten Kodiesremi fur einen Strang d€s glutamicurGenoms
berechnet (Abbildung IV-4, nachste Seite). Von jedmbe wurde zusatzlich das reverse Komplement
ermittelt, so dass beide Strange des Genoms bécfitigs sind. Zusatzlich wurden als Positiv-Kontenl

die Startsequenzen 60 tRNAs fir die Synthese vem&0Oligonukleotidproben berechnet, und zwar in

senseRichtung und dazu ebenfalls die reversen Kompléeexds Negativ-Kontrollen aftisense-
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Richtung). Hieraus ergeben sich Schmelztemperatige®ligonukleotide hauptsachlich im Intervall 64
bis 79 °C?

do_cg2988 3
do_cg2988 2
up_cg2988 1 do cgy ‘_ﬂ 1
€g2988 £g2990
rev_com_ do 22988 1 rev_com_do cg2990 1

Abbildung V-4 Aufbau des intergenischén glutamicuntiling-Microarray (Beispiel-Region).
Die Pfeile reprasentieren annotierte ORFs, dazwisotlecken Uberlappende 50-mer Oligonukleotidprodlén
intergenischen Bereich des Genoms ab (15-mer (iyriay).

Die Identifikationsnummern der uberlappenden Oligdeotidproben folgen einer systematischen
Benennung. Die ID ,up_cg0002_x“ steht fur eine Ssqustromaufwarts von Gezg0002 wogegen
,do_cg0002_x" fur eine Sequenz stromabwarts von Gf002steht. Das ,x“ am Ende der ID gibt die
Entfernung eines Oligonukleotids von der zugehdrigedierregion an. Ein hoher Wert ,x“ findet sich
nur zwischen Kodierregionen, die durch eine lamgergenische Region voneinander getrennt sind. Die
IDs der revers-komplementaren Sequenzen im Rickstéahg heiRen entsprechend, allerdings mit dem
Namenszusatz ,rev_com_“. Da die Microarrays dinelt markierter RNA hybridisiert wurden (ohne
cDNA-Synthese), stellen die Signale der VorwargsgirOligonukleotide Transkripte dar, die auf dem
Ruckwartstrang kodiert sind. Signale der Rickwéntgg-Oligonukleotide stellen Transkripte dar, dié a

dem Vorwartsstrang kodiert sind.

8 Die Datei IRMA-Oligonukleotide.xIsx im Ordner ,GEm-Microarrays* auf der beiliegenden CD enthaleal
50-mer Sequenzen mit folgenden Zusatzinformatiotdamtifikationsnummer (ID), Start- und Stopp-Piosien der
50-mer Sequenz, G+C-Gehalt, Schmelztemperatur, Nante Produkt und Orientierung der vorherigen und
folgenden CDS.
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2.3 Bestimmung der Schwellenwerte fir transkriptionelleAktivitat mithilfe der Signale von
Kontroll-Oligonukleotiden
Die erhaltenen Microarrayrohdaten wurden im er&elritt Uber die zwei Replikate jedes Experimentes
nach Quantil (Bolstagt al, 2003) normalisierf. Die fir Microarrayexperimente verbreitete Lowess-
Normalisierung lpcally-weighted scatterblot smoothingleveland und Devlin, 1988) wurde fiur das
Design der intergenischeiting-Microarrays nicht angewendet, da nicht von einkicBverteilung der
Signale Uber alle Intensitaten ausgegangen weralem. IDer Grof3teil der intergenischen Signale leegt
der Detektionsgrenze. Im Anschluss an die Nornalisig wurden die normalisierten Intensitaten im
Intervall [0, 65535] reskaliert. Eine verbreitete etode zur Reskalierung besteht darin, eine
logarithmische Skalierung zu wahlen. Hierdurch werdlie vielen intergenischen Signale im niedrigen
Intensitatsbereich allerdings sehr gestaucht. Dahgden die Werte lber Teilen des Gesamt-Median
eines jeden Microarrays reskaliert, was zusatzticter Median-Zentrierung entspricht. Da der Array-
Median in den Experimenten zwischen 500 und 10@bétien liegt, ergibt sich nach der Reskalierung
eine Signalspanne bis maximal ~130 (65535/500) diieh im Sattigungsbereich. Darauf folgend wurde
die Verteilung der Signalstarken von insgesamt NM2@ativ-Kontrollen, die di@ntisenseSignale von
tRNA-Transkripte darstellen, Uber alle Experimeis &8ox-Plot in einem Diagramm aufgetragen
(Abbildung [IV-5). Grundsatzlich eignen sich Box-Blozur Visualisierung der Streuung von
Datenmengen. Neben dem Median-Wert (0,5-Quantilin @beren Quartil und unteren Quartil (0,75-
und 0,25-Quantil) der Datenverteilung werden auehecktremwerte abgebildet. Im folgenden Box-Plot-
Diagramm ist deutlich zu erkennen, dass die Sigadévaller Negativ-Kontrollen sehr gering sind und

auch die maximalen und minimalen Werte verteilt-ttxiegen.

1,8 Abbildung 1V-5 Verteilung der Signale aller
| = Negativ-Kontrollen.
1,6 - Uberblick der 120 tRNAantisenseSignale je

Experiment £ 720). Der Box-Bereich stellt das
0,25- bis 0,75-Quantil, das Kastchen in der Box

1,4 4
_ stellt das arithmetische Mittel und die gerade
] Linie stellt den Median dar. Digvhisker des
124 [ [ Box-Plot-Diagrammseprasentieren Ausreil3er.

Maximum und Minimum der Datenverteilung

Normalisierte Werte/Array Median

1,01 - ’ werden als Kreuze visualisiert. Aus den

l ] i J i maximalen Signalen der Negativ-Kontrollen

0,8 - wurden anschliel3end in jedem Experiment die

. , . I ' ' spezifischen Standard-Schwellenwerte

Ohne  Hitze Kalte Diamid NaCl H,0, ermittelt, oberhalb derer ein Signal fir
Stress transkriptionelle Aktivitdt angenommen wird.

° Sowohl die Rohdaten der Oligonukleotidsignalealsh die Werte nach Normalisierung (ber alle Expenie
befinden sich zusammengefasst in den Dateien Eigghrisx und Ergebnisse Kontrollen.xlsx im Ordner
.Geniom-Microarrays* auf der beiliegenden CD.
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Im experimentellen Design ist es nicht vorgeseldia, verschiedenen Experimente aufeinander zu
beziehen und eine davon als Referenz zu betradmevalidierungsexperiment mi. coli wurden gute
Ergebnisse erzielt, wenn fur die Signale oberha@b haximalen Wertes aller tRNs#atisenseProben
transkriptionelle Aktivitdt angenommen wurde. Inl&mung daran wurden auf diese Weise auch die
Experiment-spezifischen Standard-Schwellenwerte Microarrayexperiment mit C. glutamicum
bestimmt (Tabelle IV-1).

Tabelle IV-1 Experiment-spezifische Standard-Sclemelerte ab der transkriptionelle Aktivitat angemoen wird.

Ohne Stress Hitze-Stress Kalte-Stress Diamid-StressNaCl-Stress bD,-Stress

1,75 1,75 1,65 1,55 1,65 1,65

2.4 Analyse der Signalverteilung zur quantitativen Eineilung der Ergebnisse

Die Ergebnisse aller Microarrays aufzufiihren wéater simfangreich, daher werden hier zur Validierung
nur die Signale im Experiment ohne Stress austilieti dargelegt. Die beschriebenen Beobachtungen
sind aber mit den Ergebnissen der tbrigen Expetieneargleichbar. In der folgenden Abbildung IV-6
(n&chste Seite) ist die Verteilung der intergerasclignale im Wachstumsexperiment ohne Stress fir
beide Replikate, allerdings ohne Kontrollen, datgiis Zur einfachen Ubersicht werden die
normalisierten Werte an dieser Stelle in der hawgwendeten logarithmischen Skalierung eines
ScatterPlots visualisiert. Dabei ist zu erkennen, dase diehrheit der Werte im niedrigen
Intensitatsbereichen liegt und dass sich die Waerte guter Reproduzierbarkeit entlang der
Winkelhalbierenden verteilen. Das starkste Sigeajtlim Bereich der Sattigung (1964816,83 = 15,98)
und stammt von dem Oligonukleotid mit der i&v_com_up_cg0294 aus der genomischen Region, in
der das Haushaltsgen 4.5S RNA kodiert ist. Die &igerte im blau-markierten Kasten entsprechen dem
Wertebereich unterhalb des Standard-Schwellenwattedem transkriptionelle Aktivitat angenommen
wird. Die Gesamtmenge der Signale oberhalb diesesd8rd-Schwellenwertes belauft sich auf 634. Die
hdchsten 10 % dieser Signale (63 von 634) liegearhatb eines Wertes, der dem vierfachen Standard-
Schwellenwert entspricht (als grin-gestrichelteid idargestellt). Die Grenze zu den hdchsten 25 £6 de
Signalwerte (158 von 634) ist ebenfalls in AbbildulvV-6 markiert und ist als blau-gestichelte Linie
dargestellt. Dieser Anteil ergibt sich oberhalb \ignalen, die dem doppelten Standard-Schwellenwert

entsprechen.
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Nach Analyse der Signalwerte der Ubrigen Hybridisigen wurde eine dhnliche Verteilung beobachtet
wie beim Experiment ohne Stress, so dass definwerde: Bei Erreichen des doppelten Standard-
Schwellenwertes fir transkriptionelle Aktivitat @ ~25 % des Signalanteils) wird ein ,deutliches
Transkriptsignal* angenommen. Bei Erreichen desfaihen Standard-Schwellenwertes (obere ~10 %
des Signalanteils) wird ein ,sehr deutliches Traipgkignal® festgelegt. Die daraus resultierende
guantitative Einteilung der Signale konnte in expentellen Validierungen kleiner RNAs tber Northern

Blot-Analysen (Kapitel IV.4.1) grof3tenteils bestitiverden.

16
15
14
13
12

11

Normalisierte Log-Werte

10

9 10 11 12 13 14 15 16
Normalisierte Log-Werte

Abbildung IV-6 Uberblick tiber die normalisiertergBale im Experiment ohne Stress.

Im Diagramm wurde eine logarithmische Skalierung Wéerte gewahlt. Der blau-markierte Kasten ents$pric
Signalen, die unterhalb des Standard-Schwellenserfiér transkriptionelle Aktivitat liegen und das
Hintergrundrauschen darstellen. Die gestricheltieeh reprasentieren die Grenzen der oberen 25Ws 12 % der
Signale. Diese entsprechen dem doppelten (blavigest) bzw. vierfachen Standard-Schwellenwertigr
gestrichelt).

Um einen mdglichst vollstandigen Blick auf die Dateu zeigen, werden nun auch die Ergebnisse der
Positiv-Kontrollen genseSignale der tRNAs) im Experiment ohne Stress dagye Die Werte der
Positiv-Kontrollen liegen alle im Bereich sehr dimer Transkriptsignale, da jeweils der vierfache
Standard-Schwellenwert (4 x 1,75) UberschrittendwiAllerdings ist eine Streuung der Werte zu
beobachten, und zwar zwischen 8,05 fur Glycin-tRHIB rev_com_tRNA 3587_Staris 74,51 fur
Cystein-tRNA (IDtRNA_3564 StartAnticodon GCA). Gleichzeitig wird eine hohe Reguaierbarkeit
Uber die Replikate mit nur geringen Standardabweigkn (arithmetisches Mittel 0,77) deutlich. E fal
auf, dass das geringste Signal von der Glycin-tRAticodon CCC) stammt, deren komplementare
Sequenz auf der DNA dem geringsten anteiligen Cgelorauch von 1 % i€. glutamicumzugeordnet
werden kann (Liwet al, 2010). Diese Auffalligkeit stellt jedoch eine gnahme dar, da sich aus dem

Vergleich der Signalstarken der tbrigen tRNAs uathdeweils zugehorigen anteiligen Codongebrauch
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keine Proportionalitat ergeben hat. Im Rahmen didgelyse wurden jeweils die Signalwerte Uber
tRNAs mit demselben Anticodon addiert (Daten nigdzeigt).

2.5 Erstellung einer Datenbank fiir regulatorische RNAsin C. glutamicum

Im Laufe der Experimente und bioinformatischen Amsah wurden die produzierten Daten immer
komplexer und zur besseren Ubersicht in eine Datehkingepflegt (Abbildung IV-7). Diese Datenbank
enthalt die normalisierten und reskalierten Micragsignale aller Experimente, und Uber flexible
Filterprozesse kdnnen schnell vergleichende Abfragger Verwendung der Standard- oder alternativer
Schwellenwerte in den spezifischen Microarrayexpenten erstellt werden. Zuséatzlich kdnnen
verschiedene Informationen der zugehdrigen Oligteaildproben abgerufen werden, sowie die Signal-
Standardabweichung Uber die Replikate, PositiorGemom, Namen und Orientierung und Funktionen
der umliegenden Gene und einige weitere Detailglila hinaus wurde Uber die Positionen aller
Oligonukleotide eine Verknipfung zu den Vorhersaden Rfam-Datenbank (Gardnet al, 2009), der
SIPHT-Analyse und der NAPP-Analyse erstellt. Zudsimd Verknipfungen zur RNAz-Vorhersage
regulatorischer RNAs und zur Liste von Rho-unabigamg Terminatoren inC. glutamicumin der
Datenbank enthalten. AuRerdem sind die in diesebeifir aufgefiihrten Ergebnisse der cDNA-

Sequenzierung kleiner RNAs integriert.

Bioinform. Vorhersagen
tber
Rfam-Datenbank &
SIPHT & NAPP
.
N Experiment-
RNAzjVorhersage — spezifische
kleiner RNAs Microarrays
(intergenisch) ) Y
N L5 | Microsoft®
Vorhersage 4 Access
Rho-unabhangiger Datenbank
L Terminatoren ) —>| (intergenisch)
~ . ) \ /
cDNA-Sequenzierung
kleiner RNAs
(Illumina)
& J

Abbildung V-7 Datenbankstruktur.

In der Datenbank sind alle Signale der Oligonuktgmbben und weitere Details enthalten. Zuséatzlicinden die
Signale mit den Informationen der Rfam-Datenban&rff@eret al, 2009) und den bioinformatischen Vorhersagen
fur kleine regulatorische RNAs und stromabwartsiégidn Rho-unabhéngigen Terminatoren verkniipft. ekd8m
kdnnen Vergleiche mit den Ergebnissen der cDNA-8egierung kleiner RNAs vollzogen werden.
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Uber die sechs Microarrayexperimente zusammendefasgen ca. 10 % (2143 von 21042) aller
intergenischen Oligonukleotide ein Signal oberhddis Standard-Schwellenwertes. Es ergibt sich, dass
~9 % (195 von 2143) dieser Signale mit RNAz-Kantedauberlappen und ~15 % (317 von 2143) in
intergenischen Bereichen mit phylogenetischer Kamseing nach NAPP-Analyse (O#t al, 2012)
liegen. Insgesamt treffen ~21 % (442 von 2143)ati&gnale Regionen, in denen auch uber die cDNA-
Sequenzierung kleine RNAs detektiert wurden. Didgdnde Datenbank-Abfrage stellt eine

Gesamtibersicht Uber die Signale in den einzelnierolstrayexperimenten dar (Tabelle 1V-2).

Tabelle IV-2 Oligonukleotidsignale tber alle Expeeinte (nach Standard-Schwellenwert)

Ohne Hitze- Kalte- Diamid- NaCl- H,0,-

Stres: Stres Stres: Stress Stres: Stres:

Signale gesamt 634 842 1151 1225 1024 1483
Signale 93 (15 %) 47 (6 %) 97 (8 %) 139 (11 %) 59 (6 %)  PBB%)

Experimen-spezifiscl
Signale auch in 541 (85 %) 404 (48 %) 576 (50 %) 627 (51 %) 450 (44 %) 702 (47 %)
anderen Experiment
Signale a#ch iSm Experiment - 391(46%) 487 (42%) 459 (37 %) 515(50 %) 52598
ohne Stres

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass die Anzahl vgnafen am geringsten im Experiment ohne Stress
(634) und am groften nach,®}-Stress (1483) ist. Insgesamt ist Uber die Experimeein hoher
Prozentsatz von Signalen vertreten (zwischen 358050 %), die auch ohne Stress detektiert wurden.
Der Experiment-spezifische Signalanteil ist eheingeund liegt in den Experimenten zwischen 6 % und
17 %.
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3 ldentifizierung kleiner RNAs mittels Hochdurchsatz-Sequenzierung in

C. glutamicum

Die Hochdurchsatzsequenzierung von RNA-Proben (F¢4) bzw. von den aus diesen Proben
generierten cDNA-Bibliotheken stellt seit einigeeiZeine sehr effiziente Methode zur Bestimmung
kleiner RNA-Elemente in Bakterien und anderen Oigjaen dar (Guielét al, 2011). Hierbei wird eine
Nukleotid-genaue Auflosung der kleinen RNAs erreicilber spezielle Methoden in der
Probenvorbereitung kann eine genaue Bestimmund derskriptionsstarts ermoglicht werden (Sharma
et al, 2010). In den folgenden Kapiteln werden die Brgese der strangspezifischen cDNA-
Sequenzierung zur Identifizierung kleiner RNAsGnglutamicumprasentiert. Die erhaltenen kleinen
RNAs wurden hierbei in die drei Klassen ,mRNA-LeHde transkodierte RNAs" und antisense
Transkripte* klassifiziert. Zuastzlich wurden Ubgie Sequenzierungs-Daten kleine putative Proteine
identifiziert. Im Rahmen dieses Kapitels werdeneadBm die Klassen ,mRNA-Leader" undntisense
Transkripte analysiert. Die Klassdranskodierte RNAs* wird erst im Kapitel 4 der Ergebrszur
Validierung kleiner RNAs genauer dargelegt und dabi# den vorangegangenen bioinformatischen

Analysen und Experiment-spezifischen Microarraygseh verglichen.

3.1 Erzeugung von zwei verschiedenen cDNA-Bibliothekerur Hochdurchsatz-Sequenzierung
kleiner RNAs und Kartierung der erhaltenen reads auf der C. glutamicum Genomsequenz
Fur die Hochdurchsatz-Sequenzierung kleiner RNAs @ glutamicum wurden wie im
Microarrayscreening die beschriebene@. glutamicuraKulturen verwendet, die wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase geerntet und zudatzdiuch verschiedenen Stressbedingungen
ausgesetzt waren. Im Gegensatz zu den Stressispleiirchgefihrten Microarrayexperimenten wurde
nach Isolierung der Gesamt-RNA ein Gemisch auslgbsi Teilen jeder RNA-Probe gebildet (Pool). Aus
diesem Gesamt-RNA-Pool wurden alle kleinen RNAsSS& @t zunachst Uber Prazipitation fraktioniert
(Abbildung IV-8, nachste Seite). Nach Abreicherw®y ribosomalen RNAs Uber eine Hybridisierungs-
Prozedur mit rRNA-bindenden magnetischerads wurde die kleine RNA-Fraktion in zwei gleichgrol3e
Ansatze aufgeteilt zur Erstellung von zwei versdbigeen cDNA Bibliotheken mit dem lllumina®
TruSegq™ Small RNA Kit. Dabei wurde nach dem dRNAY&@satz (Sharmat al, 2010) vorgegangen.
Dies bedeutet konkret, dass ein Ansatz in Vorhemgitfir cDNA-Bibliothek 1 enzymatisch auf
Primartranskripte angereichert wurde und zwar Uther Behandlung mit einer’-Monophosphat-
spezifischen Exonuklease, die speziell degradiertier prozessierte Transkripte abbaut. Nicht-

prozessierte primare RNA-Transkripte weisen annitfeEnde einen Triphopshat-Rest auf und bleiben
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von diesem enzymatischen Verdau unbeeinflusstRDIA flir cONA-Bibliothek 2 wurde dagegen nicht

enzymatisch behandelt und enthélt alle kleinen RISpszies?

Kultivierung von C. glutamicum
unter verschiedenen Stress-
Bedingungen (Schuttelkulturen)

J

Isolierung der Gesamt-RNA und
Generierung eines RNA-pools

y

Anreicherung der kleinen RNA-
Fraktion Uber Prazipitation

J

Abreicherung von rRNAs in der
kleinen RNA-Fraktion

N

Vorbereitung Vorbereitung

cDNA- cDNA-
Bibliothek 1 Bibliothek 2
von kleinen aus gesamter
RNA Primér- Fraktion
Transkripten kleiner RNAs

[ Hochdurchsatz-Sequenzierung ]
Read mapping zur C. glutamicum
Genomsequenz

Abbildung 1V-8 Schritte zur Erzeugung der RNA-Probéir die
Erstellung von zwei cDNA-Bibliotheken.

Die Sequenzierung der beiden cDNA-Bibliotheken efsttdem
lllumina GAIlIx-System wurde mit einer Leseldnge von 35 bp
durchgefiihrt, di@musgehend vom 5'-Ende aus gelesen wutten.
Die erhaltenen reads wurden anschlieRend auf der
Chromosomensequenz  vorC. glutamicum ATCC 13032
(Kalinowski et al, 2003) kartiertread mappinyund ergaben fur
die Primartranskript-angereicherte Probe 7.869.8%h%deutig
zuzuordnendeeads (Bibliothek 1; Tabelle V-3, nédchste Seite)
und 22.752.379 eindeutig zuzuordnendeads fur die
Gesamtfraktion kleiner RNAs (Bibliothek 2; Tabell-3). Fur
die meist reichlich abundantereads im Bereich von rRNA-
Genen konnte besonders in der enzymbehandelten €DNA
Bibliothek 1 ein hoher Grad an Abreicherung erreiaterden.
Von der Gesamtzahl deeadsin cDNA-Bibliothek 1 sind nur

3 % rRNA-Genen zuzuordnen. Au3erdem wurde in Bibék 1

im Vergleich zur Bibliothek 2 ein kleinerer Ant@ihreadsin senseRichtung von Kodierregionen (CDS)

erhalten. Dies lasst vermuten, dass die Anzahladisgnter oder bereits prozessierter grof3erer mRNA-

Transkripte durch die Enzymbehandlung verringertder konnte. Die restliche Anzahl voeads

konnte entwedecis-antisensezu Kodierregionen zugeordnet werden oder zu Regipom denen es

bisher keine Annotation gab. Degs-antisenseeadszeigen mit bis zu 3 % einen &hnlich hohen Anteil i

beiden Bibliotheken. Interessanterweise gehort ijewser grof3te Anteil vomeads zu Regionen ohne

bisherige Annotationen. In der Primartranskriptenegcherten Bibliothek 1 machen diese sogar 59 P6 de

Y Ein Uberblick tiber die Agilent Bioanalyzer Datem Beginn der Arbeiten (SRNA-Pool) und der beideriden
cDNA-Bibliotheken steht auf der Daten-CD zur Vendiag (Ordner ,Sequenzierung“, Datei Bioanalyzer.pptx

" Die Ergebnisse sind im Verzeichnis vol/rna-illuaiRun010 auf dem CeBiTec-Server gelisis Probe S6 bzw.
Name X1 (= nicht behandelt) und Probe S6 bzw. Nainé= Terminator Exonuklease behandelt).

82



Ergebnisse

Gesamtreads aus, was das Vorhandensein einer grof3en Anzalénpetler kleiner RNAs in

C. glutamicunmvermuten lasst

Tabelle IV-3ReadUbersicht iiber die Sequenzierungs-Ergebnissewigir@DNA-Bibliotheken

Primartranskripté Gesamtfraktion
Kategorie kleiner RNAs kleiner RNAs
(Bibliothek 1) (Bibliothek 2)
Reads [%0] Reads [%0]
rRNA-Gene 255.591 3,2 5.230.021 23,0
tRNA-Gene 1.050.962 134 2.130.360 9,3
MRNA-Gene (CDSsensg 1.686.575 21,4 7.134.344 31,4
Ubrige Verteilung vomeads
cis-antisensgCDS,antisensg 242.429 3,1 450.589 2,0
Regionen ohne Annotation 4.634.302 58,9 7.807.065 34,3
Gesamt 7.869.859 22.752.37¢

2 Primartranskripte kleiner RNAs wurden erhaltenrigiae 5-Monophosphat-spezifische Exonuklease sgaziell
Transkripte verdaut, die entweder prozessiert wuatker gerade degradiert werden

3.2 Filterungsprozesse zur Identifizierung von potenziden kleinen RNA-Genen

In den Sequenzierungs-Daten der Primartranskrigesaicherten cDNA-Bibliothek 1 wird aufgrund des
experimentellen Vorgehens jeweils an der 5 -Pasigmesread-Stapels ein TSS vermutet, wobei ein
read-Stapel eine bestimmte Anzahl an einer Positiomtestdenreads darstellt (Abbildung V-9A,
nachste Seite). Zur Berechnung der putativen TS8emcDNA-Bibliothek 1 wurde nach manueller
Analyse eine Mindestanzahl von 2@adStarts an einer Position als sinnvoller Schwellenw
angenommen® Vor Beginn der weiteren Analysen wurden die Datgefiltert, wobei alle
Transkriptionsstarts im Bereich von tRNA- und rRIenen und innerhalb annotierter
proteinkodierender Sequenzen (CB8&nseRichtung) entfernt wurden (Abbildung IV-9B). Di&shrte zu
einer Anzahl von 2899 Stapel (1304 Stapelantisensezu CDS und 1595 Stapel in Regionen ohne
Annotation). Ein weiterer Filterschritt bestandidadie Sequenzen stromaufwarts der vermuteten TSS
nach Promotoren zu analysieren (Abbildung IV-9Cit d&m Tool Improbizer (A@t al, 2004; Tompaet

al., 2005) wurde in den Sequenzen nach Ahnlichke#enden Konsensussequenzen des priméaren
Sigmafaktor SigA (Patek und NeSvera, 2011) oder Stesss-verwandten ECF-Familien-Sigmafaktors

12 Alle detaillierten Daten der Verteilung dezads auch umgerechnet in RPKM-Werteedds per kilo base per
million) sind auf der beiliegenden CD im Ordner ,Sequenzig” in Datei Expression.xlsx zu finden.

3 Die Gesamttabelle der daraus ermittelten TSS iNABibliothek 1 ist auf der CD im Ordner ,Sequenzieg*
in der Datei Transkriptionsstarts-Rohdaten.xIsxeatnehmen.
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SigH (Buscheet al, 2012) gesucht, wobei SigH eine bedeutende Rwoiter oxidativem Stress (Kirst

al., 2005) und unter Hitzestress-Bedingungen sidiiraet al, 2009). Dabei wurden 1267 putative TSS
gefunden, die stromaufwarts eine SigA-erkennbamnBtorsequenz tragen (58Is-antisensezu CDS
und 736 in Regionen ohne Annotation). Die Suchd ri&gigH-Promotersequenzen war stromaufwarts von
44 TSS erfolgreich (1tis-antisensezu CDS und 33 in Regionen ohne Annotation). FU dahskripte,
wurden Promotoren beider Typen detektiert, wasTaafiskriptvarianten mit unterschiedlichen 5’-Enden
hindeutet. Um die 3’-Enden der potenziellen kleirRNAs zu bestimmen wurden dreads beider
cDNA-Bibliotheken analysiert. Jedes startende Tkapswurde bis zu einer Position verlangert, an de
die Anzahl vonreads unter einen gesetzten Wert von 10 fiel, und diéssition wurde als 3"-Ende
definiert (Abbildung IV-9A)**

A ¢
Das 5’-Ende eines Readstapels L ' .
stellt putativen Transkriptionsstart Primértranskript-angereicherte
l/ (TSS) dar cDNA-Bibliothek 1
Reads Erntfernen von Reads
cDNA- >~ inrRNA/tRNA Genen
Bibliothek 1 und in CDS (sense)
Reads [ Potenzielle Fraktion kleiner RNAs ]
cDNA 2
Bibliothek 2 Identifizieren von
T Definition des 3"-Endes Transkriptionsstarts

(TSS) an 5°-Ende von
Readstapeln

B _ )
n = 1267 SigA (-10) K°"sensusseq“enz [ Putative TSS potenzieller kleiner RNAs ]
Identifizieren Enfernen von
C von Promotoren \> Transkripten
ZTC C? stromaufwarts der TSS ohne Promotor
SigH (-35) Konsensusseugnz ~ n=44  SigH (-10) Konsensussequenz [ Potenzielle kleine RNAs mit Promotor }
5 ) Identifizieren von
o
I A 3 C AA 3’-Enden (Bibliothek 2)
AL : 1 Ld
= S &a =—T==4R1 ‘?‘Cc/ [ Potenzielle kleine RNA Gene ]

Abbildung V-9 Definition von Start- und Stopp-Ptishen potenzieller kleiner RNA-Gene.

A cDNA-Bibliothek 1 (Primartranskripte) wurde zur 8enmung der Transkriptionsstarts (TSS) an denrile
von read-Stapeln verwendeB Workflow fur die Charakterisierung potenziellereikler RNA-Gene mithilfe von
bioinformatischer Promotoranalyse stromaufwartspigativen TSS in cDNA-Bibliothek 1 (Priméartrangke). Das
3’-Ende der potenziellen kleinen RNAs wurde mithilion cDNA-Bibliothek 2 bestimmiC Weblogo (Crookst

al., 2004) Prasentation der Konsensussequenzen derurigl —10-Regionen von SigA- und SigH-abhangigen
Promotoren, die mit dem Improbizer Tool (&bal, 2004; Tompaet al, 2005) detektiert wurden. Das prozentuale
Auftreten eines Nukleotids an einer bestimmten tRwsist durch die GroRe des Nukleotidsymbols (A,GC T)
reprasentiert.

14" Die Daten hierzu befinden sich im Ordner Seqigznng in Datei Definition_3"-Enden.xlsx
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Zusatzlich wurde um die ermittelten 3"-Enden herimmerhalb von 60 nt nach Rho-unabhéangigen
Terminatoren gesucht, da diese haufig die Transkkfeiner bakterieller RNAs terminieren (Livret
al., 2008). Hierfur wurden die bereits bestimmten Rhabhéngige Terminatoren 1@. glutamicum
eingesetzt, und der Vergleich lieferte 69 potefeiekleinen RNAs Rho-unabhangige Terminatoren in
diesem Bereich (¢is-antisensezu CDS und 65 in Regionen ohne Annotation). In Ea@len folgten
putative Transkriptionsstarts dicht aufeinanders waf multiple Promotoren hindeutet. Daher wurden
alle angenommenen multiplen TSS innerhalb von J00dm auRRersten 5°-Ende aus und mit demselben

3’-Ende zu einer Region zusammengezogen und alsesahnotiert®

3.3 Klassifizierung von kleinen RNA-Genen in Abhangigké von ihrer Position zu den
benachbarten CDS
Um die noch im Set enthaltenen putativen untraiestan Regionen (UTRs) von mRNAs zu
identifizieren, wurden alle potenziellen kleinen RN entsprechend ihrer Position und Richtung im
Vergleich zu den umliegenden CDS gruppiert. Insgeesaurden 298 Transkripte als “mRNA Leader”
gekennzeichnet, auf deren TSS in weniger als 1@stanz stromabwarts im gleichen Strang eine CDS
folgt.’® Beim Vergleich mit der Rfam-Datenbank (Gardmgral, 2009) konnten zusétzlich das gut
konservierte mraW-Motiv (bei cg2377, das cspAMotiv (bei cg0215 und neun vorhergesagte
Riboswitches Genen zugeordnet werden, deren 5 -WBRst Ianger als 100 nt sind (Tabelle 1V-4).

Tabelle IV-4 Liste der detektierten und Rfam-vodesagteris-regulatorische Motive i€. glutamicum

Rfam Nr. Rfam Gen Rfam  Rfam Sequenzierung Rfam  Sequenzierung
Name score  Start Start Stopp Stopp
RFO0050 FMN-Ribosw. cg0083 111,76 66442 66438 66279 66406
RF01766 CSpA cg0215 60,19 186399 186327 186766 186500
RF00059  TPP-Ribosw. ¢g0825 63,54 742654 742651 742547 742535
RF00059  TPP-Ribosw. cgl1227 51,03 1127774 1127765 1127883 1127860
RFO00059  TPP-Ribosw. ¢cgl1476 55,87 1373213 1373210 1373103 1373154
RF00634 SAM-IV-Ribosw. ¢g1478 70,47 1374007 1374005 1374123 1374114
RF00059  TPP-Ribosw. cg1655 52,1 1544490 1544485 1544383 1544419
RF00080 yybP-ykoY cg1660 43,71 1550030 1550101 1550196 1550136
RF00080 yybP-ykoY €g2157 49,13 2043157 2043151 2042989 2043038
RF00059  TPP-Ribosw. ¢g2236 62,55 2120271 2120271 2120383 2120303
RF01746 mraW cg2377 56,64 2267021 2266969 2266916 2266877

> Eine Ubersicht uber alle potenziellen kleinen RNAen& nach Filterung ist in der Datei
Potenzielle_kleine_ RNA_Gene.xIsx auf der CD im @mdsBequenzierung” zu finden und stellt Informagareur
Sequenzierung (z.Bread coun), alle zugehdrigen Promotorsequenzen und Rho-@mipen Terminator-
Positionen zur Verfligung.

' Die Datei Klasse_ mRNA-Leader.xIsx befindet sichder CD im Ordner Sequenzierung.
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Hierbei konnten wir die Rfam-vorhergesagten Thigymophosphat (TPP)-abhéngigen Riboswitches
stromaufwarts von Genen des Thiamin-Biosynthesesvelgi€ (cg1476, thiM (cg1655 und thiE
(cg223§ validieren. Zwei TPP-Riboswitches wurden stromairfs voncg0825 (putative B-Ketoacyl
Carrier-Protein-Reduktase) ued1227(putatives Membranprotein) gefunden. Ein Flavinowaurkleotid
(FMN)-abhangiger Riboswitch wurde bei der putativikotinamid-Mononukleotidaufnahme-Permease
(cg0083 identifiziert und ein S-Adenosylmethionin  (SAMp@ENgiger Typ IV-Riboswitch
stromaufwarts voncgl478 (annotiert als hypothetisches Protein). Zusammaéin zmei Riboswitch-
ahnlichen RNA-Motiven (beide yybP-ykoY) (Barriek al., 2004) und sieben weiteren Transkripten, die
putative kleine Proteine kodieren, wurden insges@&b® Regionen der Klasse “mRNA Leader”

zugeordnet.

Die Klasse antisenselranskripte” enthalt 543 Regionen und besteht @nes Untergruppen (icis-
antisenseRNAs (asRNA), die innerhalb einer gegentberliegen@DS starten, (ii) Transkripte, die in
antisenseRichtung zu einer 5°-UTR liegen und innerhalb @0 nt des BSEndes dieser CDS starten
(as5’-UTR) und (iii) Transkripte, die iantisenseRichtung zu einer 3 -UTR liegen und innerhalb von
60 nt des 3Endes dieser CDS starten (as3"-UtR)uf diese Weise wurden 464 Regionen als asRNAs,
63 als as5"-UTRs, und 16 als as3"-UTRs eingetsiibildung 1V-10, ndchste Seite). Aufgrund spezielle
CDS-Anordnungen wurden 8 as5"-UTRs auch als asRdJUInd 48 mRNA Leader auch als as5-UTRs
gezahlt. Alle (ibrigen 262 Regionen wurden als Kdagsanskodierte kleine RNAs* definierf Hierzu
zahlen auch die RNA-Haushaltsgene tmRNégb 09183 M1 RNA (cgb_2453% und 4.5S RNA
(cgb_02933 Zur Vorbereitung auf eine Aktualisierung derglutamicumGenomannotation wurden alle
antisenseTranskripte undtranskodierte RNAs mit neuen Locus-Tags versehen. Im deuen
Nomenklatur werden die Locus-Tags jeder CDS migrirachfolgenden Null erweitert (z.B. alg0001;
neu: cgb_0001D Die letzte Ziffer der Nummer wird dazu benutzh uneue Gene zwischen die alten

einzufugen.

" Die Datei Klasse_antisense-Transkripte.xIsx befirgich auf der CD im Ordner ,Sequenzierung®.
'8 Die Datei Klasse_trans-kodierte_ RNAs.xIsx befinsieh auf der CD im Ordner ,Sequenzierung®.
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Abbildung 1V-10 Klassifizierung der kleinen RNAs Abhangigkeit von ihrer Position zu den benachlva@®sS.
Alle neuen Gene der Klassemjsensefranskripte* und transkodierte RNAs" werden einem neuen Locus-Tag
zugeordnet.

3.4 Suche nach putativen kleinen Proteinen

Einige der detektierten kleinen RNAs konnten auéNAs reprasentieren, also kleine Peptide kodieren.
Daher wurde im ersten Schritt das Tool “ORFfindeiigesetzt, um aus den Sequenzen aller kleinen
RNA-Gene ORFs im multiplen FastA-Format zu extredme AnschlieBend wurde nach ribosomalen
Bindestellen (RBSs) stromaufwarts der extrahie@®F Sequenzen mit dem RBSfinder (Sueglal,
2001) mit einer Fenstergrof3e von 15 bp und dend&tdrRBS Einstellungen gesucht. Dabei wurden nur
ORFs mit einer minimalen Lange von 15 Aminosaursterein Betracht gezogen, die entweder eine RBS
besitzen oder mRNAs ohne Leader darstelleaderless transcripjs Insgesamt wurden acht kleine
MRNAs erhalten (Tabelle V-5, nachste Seite). Aldchstes wurde nach Konservierung dieser
Peptidsequenzen in anderen bakteriellen Genomedeanittblastx-Algorithmus des NCBI Web Portals
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) gesuctdabei wurde eine Konservierung in sieben Fallen
gefunden.’® Die 4&hnlichen kleinen Proteine (E-Werte <%0 wurden zumeist in anderen
CorynebacteriunBpezies, aber auch auRerhalb von Corynebakteeimkttbrt. Am weitesten verbreitet
scheint der gut konservierte tmRNA-Peptid-Tag zun séPeptidsequenz AEKSQRDYALAA in

C. glutamicurp Dieser C. glutamicum tmRNA-Peptid-Tag korrespondiert gut mit den bekann
Sequenzen eines breiten phylogenetischen Spek{Eumisb et al, 1999). Neben diesem, wurde nur das
durch cgb_08775(cg4014 kodierte Peptid auRerhalb d€&orynebacteriunBpezies als konserviert
gefunden und war auch als Candidate_15 NC 0069%8 das SIPHT-Tool (Livnyet al, 2008)
vorhergesagt. Das kleinste konservierte Pegpgiol 14345(cg401§ wurde mit 15 Aminosauren Lénge

% Die Datei Liste_putative-Peptide.xIsx befindetsiwf der CD im Ordner ,Sequenzierung®.

87



Ergebnisse

kodiert gefunden und ist bereits bekannt als Viediches Leaderpeptid vor deitvBNC-Operon
(Morbachet al, 2000). Weitere Leaderpeptide moglicher Attentsttokturen wurden besgb_33575
(cg4013 vor trpE (cg3359 des Tryptophan-Operons identifiziert, logb_03035cg4015 vor demleuA
Gen €g0303, das als Isopropylmalat-Synthase den erstentSehder Leucin-Biosynthese darstellt, und
vor aroF (cg1129, das als DAHP-Synthase den ersten Schritt irBgathese aromatischer Aminoséuren
darstellt. Die vermutete Funktionalitat der genrianrPeptide wird unterstutzt durch das Auftreten vo
drei aufeinanderfolgenden Tryptophanresten im paatLeaderpeptid stromaufwarts des Tryptophan-
Operons, aufeinanderfolgenden Codons verzweigteindséduren im vermuteteleuA Leaderpeptid
(2x Isoleucin-, 3x Valin- und 2x Leucin-Codons) uden drei Aminosaureresten Phenylalanin-Tyrosin-
Phenylalanin im Fall desroF Leaderpeptids. Interessant ist, dass die mRNA&s atigenommenen Falle
transkriptioneller AttenuatiorleaderlessTranskripte sind. Eine Konservierung der Sekurtdaksur
mittels RNAz wurde fir alle putativen LeaderpeptiRNAs bis aufcgb 33575vor trpE und fir
cgb_0877%rhalten.

Tabelle IV-5 Putative Peptide

Seq.- Seq.- Strang ORF ORF ORF RBS Neuer Bisher  Mdglicher
Start Stop Lange  Start Stopp Locus- Locus- Attenuator fur
[nt] Tag Tag

57 268137 268081 Leaderless cgb 0303t cg4015 cg0303 (leuA)
75 806893 806819 AGGAG cgb_ 0877t cg4014

268137 268081
806926 806809

848500 848922  + 39 848642 848680 - cgb_09185 tmRNA

1047891 1048044 + 78 1047891 1047968 Leaderless cgh 11282 cg4017 cg1129
1339309 1339356 + 48 1339309 1339356 Leaderless cgb_1434F cg4016 cg1435 (ilvB)
1367696 1368633 + 93 1367818 1367910 AGGAG cgb_ 14697 cg4019

2399351 2399146 - 108 2399280 2399173 AAGAG cgb_2519t cg4018

3206459 3206519 + 54 3206459 3206512 Leaderless cgb 3357t cg4012 cg3359 (trpE)

3.5 Betrachtung voncis-antisense RNA-Genen und ihre Verteilung auf funktionelle CDS
Klassen

Mehr als die Halfte aller kleinen RNA-Regionen (548n 807) fallen in die Klasseaftisense-
Transkripte” (Abbildung IV-10, CD-Datei Klassantisenselranskripte.xIsx). Fir die Unterklasse von
asRNAs (464), die direkt gegenuber einer CDS Isieati sind, wurde eine mittlere Gré3e von 55 nt
berechnet. Diese sehr kleine Gréf3e insbesonderasf®INAs im Vergleich zu den Transkriptgréf3en in
den anderen Klassen wird in einem Box-Plot-Diagradeutlich (Abbildung IV-11, néchste Seite). Fir
das Set detranskodierten RNAs wurde dagegen eine mittlere Grofde 90 nt erhalten und eine nicht

symmetrische Verteilung in Richtung gré3erer Traipdd.
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Abbildung IV-11Vergleich der Langenverteilung fur asRNAsnskodierte RNAs und mRNA Leader.

Die Box Plots zeigen das arithmetische Mittel (kées Quadrat) und den Median (gerade Linie) fir die
unterschiedlichen Klassen. Das untere Ende undobese Ende der Boxen stellen jeweils das 0,25- Qii8-
Quantil dar und digvhiskerzeigen die Ausreil3er der Verteilung.

Alle asRNAs verteilen sich auf 409 unterschiedli€igS, und davon existieren 44 CDS, die mehr als ein
antisenselranskript besitzen. Es ist anzumerken, dass Krgni®n in antisenseRichtung nicht nur an
den 5-Enden der zugehdrigen CDS zu beobachtesoistlern oft auch am 3"-Ende oder in der Mitte der
entsprechenden Kodierregion. Um die Funktionen @amen mit kodierten asRNAs zu vergleichen,
wurden diese klassifiziert nach dem eggNOG-Kldsaifonssystemelvolutionary genealogy of genes:
Non-supervised Orthologous Grojyddenseret al, 2008). Im Fall von 264 von 464 asRNAs sind die
entsprechenden CDS iber die eggNOG-Klassifikatioh ajparakterisiert (Abbildung IV-12, néchste
Seite). FUr die tbrigen 200 asRNAs wurden entwkdigre Kategorie oder nur Kategorien mit schlechter
Charakterisierung erhalten. Eine normale Verteildeg 464 asRNAs Uber alle aktuell annotierten CDS
in C. glutamicumwuirde wohl darin resultieren, dass ~15 % der Nétigr einer eggNOG-Klasse eine
asRNA enthalten. Daher wurden eggNOG-Klassen, irenlanehr als 20 % oder weniger als 10 % der
Mitglieder eine asRNA enthalten als tber- bzw. tnefgrésentiert bezogen aaftisensel ranskription
betrachtet. Der geringste Anteil von asRNAs wurde Gene in den Klassen Zellteilung (“D”, 0 %),
Coenzym-Transport und Metabolismus (“H”, 1 %), Whiption (“K”, 7 %) und anorganischer
Transport und Metabolismus (“P”, 9 %) gefunden. é&malseits wurde ein héherer Anteil von asRNAs in
der funktionellen Klasse Zellhullen-Biogenese (“N85 %) beobachtet. Aul3erdem zeigte sich ein hoherer
Anteil von asRNAs fir die Klasse von Proteinen, the Sekretionsprozesse und Vesikeltransport
involviert sind (“U”, 32 %) (Abbildung 1V-12). In @r letztgenannten funktionellen Klasse sind diel&ei
bekannten Mechanismen der Proteinsekretion mit &sRiprasentiert und zwaecY(cg0647, das fur
eine Preprotein-Translokase-Untereinheit des S&reienssystems kodiert, undtC (cg1684, das fur
eine Twin-Arginin (Tat) Translokase-Untereinheitdiert. Die tatC antisenseRNA (cgb_1683% wird
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offenbar von einem SigA-abhdngigen Promoter reguligvobei die secY asRNA ¢€gb_0647%

wahrscheinlich von einem SigH-kontrollierten Proordranskribiert wird.

g Zellhiillen (-wand/-membran) Biogenese (34 von 98) | . . | 35%
§ Sekretion und Vesikeltransport (7 von 22) | : : | 32%
= Replikation, Rekombination und Reparatur (33 von 154) | | i 1 21%
ey Nukleotidtransport und Metabolismus (13 von 65) | | { 20%
= Translation, Ribosomen Structure (27 von 140) | } 1119%
> Abwehr Mechanismen (9 von 48) | i ] i9%
[ Energie-Produktion und Umwandlung (28 von 154) | I J 1iB%
§ Sekundarmetabolit Biosynthese (9 von 50) | ' ] 1#%
= Lipid Transport und Metabolismus (10von 63) | : ] 16%!
E Signaltransduktion Mechanismen (9 von 59) | ! | 15% I
o Aminosaure Transport und Metabolismus (26 von 188) | ! 1 14%
[©) Carbohydrate Transport und Metabolismus (19 von 147) :!] 13% :
g Posttranslationale Modifikation (9 von 78) :;\ 12% I
o Anorganischer lonen Transport und Metabolism (18 von191) [ ] 19% i
& Transkription (12von 163) [ ] 7% |
E Coenzym Transport und Metabolismus (1von 102) [ 1% | |
=) Zellteilung (Ovon17) | 0% [ [
0% 10% 20% 30% 40%

Abbildung 1V-12 Funktionelle Klassikation vdD. glutamicuntsenen mit kodiertenis-antisenseRNAs (asRNAS).
Fir 264 von 464 asRNAs konnten die entsprechenddielenden Gene eggNOG Klassen (Jereteal, 2008)
zugeordnet werden. Es werden die Haufigkeiten uadéidung von asRNAs Uber alle eggNOG Klassen ggzei
Klassen mitcis-antisenseRNA Anteilen zwischen 10 % und 20 % stehen fleaiormale Verteilung. Die roten
gestrichelten Linien stellen die Grenzwerte dardaben eggNOG-Klassen mit asRNAs unterreprasefier® %)
oder Uberreprasentiert (> 20 %) sind.

In diesem Zusammenhang wurde auch der Anteil vone@emit asRNAs berechnet, die flr eine
Transmembranhelix oder fiir ein Signalpeptid zurr&isn kodieren. Uber eine bioinformatische Suche
wurden 165 von 464 asRNAs (~35 %) fur solche eatdprnden Gene detektiert. Statistisch gesehen ist
dieser Anteil nicht signifikant unterschiedlich vemer Normalverteilung, da i@. glutamicun®74 Gene
entweder fur ein Signalpeptid zur Sekretion (30h&)eoder fur mindestens eine Transmembranhelix

(670 Gene) kodieren, was ~ 32 % der aktuell anrietigGene entspricht.
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4  Validierung, Charakterisierung und funktionelle Analysen kleiner RNASs in

C. glutamicum

Die Identifizierung von kleinen RNAs i€. glutamicum(Mentzet al, 2013) stellt erst den Beginn der
Analyse von RNA-Regulationen in diesem Bakteriunt. da den folgenden Jahren gilt es nun die
Transkriptgrofien und Experiment-spezifische trapsknelle Aktivitat der neu definierten kleinen
RNAs im Detail zu validieren, Sekundarstrukturen analysieren und naturlich die entsprechende(n)
Funktion(en) zu bestimmen. Die Uber diese Arbeltakenen Daten der bioinformatischen RNAz-
Vorhersage und Experiment-spezifischen Microarrsiden intergenischer kleiner RNAs liefern in
diesem Zusammenhang eine groRen Menge von Infaneati und kdnnen einen Ausgangspunkt far
funktionelle Analysen vortranskodierten RNAs darstellen. Im Rahmen dieser Arhweitrden die
Transkripte von vietranskodierten RNAs mit einer hohen Anzahl erhalteresds mittels Northern
Blot-Analyse untersucht. Fir eine dieser vier RNis der Klassetrans-kodierte RNAs" ¢gb_1611%
werden anschliel3end Ergebnisse prasentiert, diegdige Hinweise auf eine mdgliche Ziel-mRNA bzw.
eine putative Funktion liefern. Zudem haben dieeBrgsse dieser Arbeit zur Identifzierung der klaine
RNA cgb_15805aus der Klassecjs-antisenseRNAs" gefiihrt, die gegentiber dem 5’-Ende \amgC
(cg1580Q liegt und in Anlehnung daraasaC (antisense_argCbenannt wurde. Analysen mit dieser
kleinen RNA haben ergeben, dass ihr Wirkmechanistnasskriptionelle Interferenz ist und die
Transkription vonargC negativ beeinflusst (Petet al, Manuskript in Vorbereitung) (Daten nicht
gezeigt). Im letzten Kapitel wird auerdem aus Klasse ,mRNA-Leader” die peptidkodierende RNA
cgb_11283 stromaufwarts vonaroF (cgll29 vorgestellt, Uber die ein neuer Mechanismus
transkriptioneller Attenuation in der Synthese aatiather Aminoséauren validiert werden konnte (Mentz

et al, Manuskript in Vorbereitung).

4.1 Analyse vontrans-kodierten RNA-Genen in Bezug auf Sekundarstrukturlonservierung und
ihre differenzielle Expression
Um die Klasse transkodierte RNAs" genauer zu charakterisieren, wurdge 8et dieser 262 RNAs mit
der bioinformatischen RNAz-Vorhersage und den Engeden der intergenischdiling-Microarrays
verglichen. Insgesamt gibt es #anskodierte RNAs, die sowohl eine RNAz-Vorhersageitaea als
auch in den Microarrayexperimenten detektiert waordeazu gehdren alle drei RNA-Haushaltsgene
tmRNA (cgb_09183 M1 RNA (cgb_2453%und 4.5S RNAcgb_02933 Die Abbildung IV-13 (nachste
Seite) kartiert einen Langenvergleich der RNA-Halisigene nach allen in dieser Arbeit durchgefiihrten
Analysen zur Identifizierung kleiner RNAs i@. glutamicumim Vergleich zu den Rfam-Vorhersagen
(Gardner et al, 2009). Es wird eine hohe Ahnlichkeit der Ergebai (iber die verschiedenen
Bestimmungsmethoden deutlich, insbesondere bea&sting der Ergebnisse der Microarrays (griin)

und der cDNA-Sequenzierung (rot).
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Abbildung 1V-13 RNA-Haushaltsgene @. glutamicumim Langenvergleich Uber alle Methoden.
Es sind alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Me#modur Detektion kleiner RNAs i@. glutamicumm Vergleich
zur Rfam-Datenbank Vorhersage (Gardekeal, 2009) gezeigt.

Der Gesamtvergleich der RNAz-Vorhersage mit dente&izgskodierten RNAs lieferte in der Summe 77
transkodierte RNAs (~ 30 %), die eine konservierte Seléustruktur aufzeigen (bei RNAz>p0.5). Ein
ahnlicher Wert von 83 Ubereinstimmungen wurde (dem Abgleich mit Bereichen phylogenetischer
Konservierung tber die NAPP-Pipeline (@ttal, 2012) bestimmtinsgesamt 4%ranskodierte RNAs
wurden unter sehr stringenten Bedingungen (RNAZ®) erhalten, und davon sind 18 gleichzeitig auch
in den NAPPeontigsvertreten (Tabelle V-6, nachste Seite).
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Tabelle IV-6 Transkodierte kleine RNA-Gene mit Uberlappender RNAzhasage (> 0.9) und Vergleich mit
NAPP-Daten furC. glutamicun{Ott et al, 2012).

Neuer Strang Sequenzierung Sequenzierung Benachbarte Gene RNAz RNAz RNAz NAPP

Locus Tag Start Stopp Start Stopp max.

p-

score
cgb_00105 - 10053 9921 ¢g0010(-)/cg0012(-) 10073 9921 0.95 v
cgb_00925 + 74286 74320 ¢g0092(+)/cg0095(+) 74297 74476 0.99
cgb_03505 - 307582 307548 ¢g0350(-)/cg0352(-) 307558 307474 0.95 v’
“cgb_03605 + 314679 314787 c¢g0360(-)/cg0362(+) 314611 314792 0.99 v’
cgb_03995 - 346945 346882 ¢g0399(-)/cg0400(-) 346922 346590 0.96 v’
cgb_05085 + 452359 452408 c¢g0508(-)/cg0510(+) 452321 452622 0.99 v
cgb_05716 + 509744 509990 cg0571(+)/cg0572(+) 509724 509981 0.99 v
cgb_05756 + 512702 512814 c¢g0575(+)/cg0576(+) 512744 512906 0.99 v
cgb_08496 + 782757 782836 cg0849(+)/cg0850(+) 782647 782889 0.99
cgb_08785 - 807467 807331 c¢g0878(-)/cg0879(+) 807563 807292 0.92 v’
cgb_09095 - 842812 842715 ¢g0909(-)/cg0910(-) 842945 842791 0.97
cgb_09097 - 842983 842911 ¢g0909(-)/cg0910(-) 842945 842791 0.97
bcgb_09185 + 848500 848922 cg0918(+)/cg0919(+) 848444 848993 0.90 v
cgb_09483 + 878863 878996 ¢g0948(-)/cg0949(+) 878852 879125 0.99 v
cgb_13305 - 1237440 1237333 ¢g1330(+)/cg1332(-) 1237507 1237208 0.90
cgb_14495 + 1351975 1352041 cg1449(+)/cg1451(+) 1351833 1352246 0.99
cgb_17355 - 1626662 1626596 c¢g1735(-)/cg1736(-) 1626885 1626583 0.95 v’
cgb_17735 + 1665705 1665791 cg1773(-)/cg1774(+) 1665657 1665835 0.99
cgb_17805 - 1672717 1672673 c¢g1780(+)/cg1781(-) 1672744 1672565 0.92
cgb_18405 - 1734383 1734304 c¢g1840(-)/cg1841(-) 1734440 1734264 0.99 v
cgb 18415 - 1736390 1736347 ¢cg1841(-)/cg1842(+) 1736478 1736333 0.96
cgb_21516 - 2039580 2039466 c¢g2151(-)/cg2152(-) 2039656 2039493 0.98
cgb 21673 - 2055867 2055764 ¢g2167(-)/cg2168(-) 2055929 2055750 0.99 v
cgb_22185 - 2108839 2108800 c¢g2218(-)/cg2221(-) 2109027 2108748 0.98
cgb_22215 - 2110108 2109924 ¢g2221(-)/cg2222(-) 2110102 2109913 0.99 v’
cgb_22285 - 2116294 2116236 ¢g2228(-)/cg2229(-) 2116297 2115998 0.96
cgb_22405 - 2124418 2124384 ¢g2240(+)/cg2241(-) 2124504 2124285 0.92
cgb_23783 - 2267593 2267546 ¢g2378(-)/cg2380(-) 2267720 2267551 0.93 v
cgb_24455 - 2331195 2331116 cg2445(-)/cg2446(-) 2331257 2331109 0.99 v
‘cgb_24535 - 2343003 2342592 ¢g2453(-)/cg2455(-) 2343050 2342650 0.95
cgb_24775 - 2362678 2362640 cg2477(-)/cg2478(-) 2362704 2362548 0.94 v’
cgb_25636 + 2447380 2447441 ¢g2563(+)/cg2564(-) 2447231 2447490 0.94
cgb_25955 - 2476453 2476419 ¢g2595(-)/cg2597(-) 2476484 2476295 0.92 v’
cgb_26475 - 2530082 2530004 cg2647(-)/cg2648(+) 2530150 2529972 0.91
cgb 28315 + 2693243 2693292 ¢g2831(-)/cg2833(+) 2692958 2693349 0.99
cgb_28685 - 2730160 2730126 ¢g2868(+)/cg2869(-) 2730432 2730065 0.97
cgb_29606 - 2816731 2816535 ¢g2960(+)/cg2962(-) 2816711 2816532 0.99
cgb_30116 - 2863994 2863960 ¢g3011(-)/cg3012(-) 2864045 2863846 0.95
cgb_30685 - 2928726 2928634 ¢g3068(-)/cg3069(-) 2928804 2928585 0.99
cgb_31375 - 2997519 2997485 c¢g3137(-)/cg3138(+) 2997679 2997500 0.94
cgb_31785 - 3041252 3041154 cg3178(-)/cg3179(-) 3041427 3041124 0.97
cgb_33045 - 3156331 3156287 ¢g3304(-)/cg3306(-) 3156621 3156254 0.91
cgb 33325 + 3179928 3180066 ¢g3332(-)/cg3334(+) 3179728 3180003 0.99
cgb_34325 - 3282122 3282086 c¢g3432(-)/cg3434(+) 3282124 3281877 0.95
#RF01066; 6C b RFO00023; tmRNA © RF00010; RNaseP
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Ein Microarraysignal nach Standard-Schwellenwertrite fur 130transkodierte RNAs detektiert
werden (~ 50 %j3° Mithilfe der in dieser Arbeit erstellten Datenbawkirden 32trans-kodierte RNAs
erhalten, die mindestens in einem der Microarragergente einen vierfachen Standard-Schwellenwert
erreichen, also ein sehr deutliches Transkriptsigrgeben haben, und sind in Form eines Signalmauste
dargestellt (Abbildung 1V-14, nachste Seite). Miughahme der M1 RNA zeigen die anderen RNA-
Haushaltsgene in allen Experimenten sehr deutlicla@skriptsignale. Der Grof3teil der Ubriggans
kodierten RNAs wurde Uber die Experimente mit wtbiedlichen Signalen detektiert, was in der

Abbildung Uber verschiedene Farben visualisiertiwir

AulBerdem wurde verglichen, ob die sielteanskodierten RNAs, fur die SigH-abhangige Promotoren
detektiert wurden, auch uUber die Microarrays im aéfosienhang mit oxidativen Stressbedingungen
(Diamid oder HO,) oder bei Temperatur-Stress mit deutlichen odlr deutlichen Transkriptsignalen
beobachtet wurden. Bis acfib_1125%onnte dieser Zusammenhang fir die tbrigen seblfssRjezeigt
werden (Tabelle [V-7). Wie schon oben beschriebést, cgb_16115 zusatzlich auch nach

hyperosmotischem Stress mittels NaCl mit einem debtlichen Transkriptsignal vertreten.

Tabelle IV-7Transkodierte RNAs mit SigH-/ECF-ahnlichem Promotor

Transkodierte RNA Mindestens deutliches Transkriptsignal/
(SigH-/ECF-ahnlicher Promotor) doppelter Standard-Schwellenwert tberschritten
cgb_06075 Hitze-,Kalte,-Diamid-, HO,-Stress
cgb_01363undcgb_31005 Diamid-, Kélte-, HO,-Stress

cgb_16115 Diamid-, NaCl-, HO,-Stress
cgb_20916 Diamid-, H,O,-Stress
cgb_31375 Diamid-Stress
cgb_11253 -

2 Alle Ubereinstimmungen mit RNAz, NAPP und Micraays wurden in der Datei Trans-kodierte RNAs.xIsx
entsprechend gekennzeichnet (CD-Ordner ,Sequemgjéru
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Neuer
Locus-Tag

Ohne Stres

Hitze

Kalte

Diamid
NaCl

H 202

RFAM Name

cgb_00105

cgb 01363

cgb_02675

cgb_02933

4.5S RNA; Bacteria_small SH

cgb 03605

6C

cgb_05835

cgb 09185

tmRNA

cgb_09366

cgb 09483

cgb 11283

cgb_ 12905

cgb 14697

cgb_ 15626

cgb 16115

cgb_ 17805

cgb_18945

cgb 19385

cgb 20417

cgb 20715

cgb_ 21945

cgb 22535

cgb 23366

cgb 23395

cgb 23485

cgb 23783
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Abbildung IV-14 Expressionsmuster
Uber 32transkodierte RNAs mit sehr
deutlichem Transkriptsignal.

(weiR = kein Signal/ unterhalb des
Standard-Schwellenwertes; gelb =
Transkriptsignal/ Standard-
Schwellenwert  erreicht; rosa =
deutliches Transkriptsignal/ doppelter
PStandard-Schwellenwert erreicht;
orange = sehr deutliches
Transkriptsignal/ vierfacher Standard-
Schwellenwert erreicht).
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4.2 Spezifische Transkriptanalyse am Beispiel von vidrans-kodierten kleinen RNAs

Zur Validierung der Sequenzierungsergebnisse wurden transkodierte RNAs ausgewdahlt und
anschlieBend Utber Northern Blot-Experimente anatysund auch mit den entsprechenden Stress-
spezifischen Microarraysignalen verglichen (Abbildan siehe néchste Seiten). Es sind die aus vielen
Actinomycetale$attungen bekannte 6C RNAgp_0360% (Weinberget al, 2010) (Abbildung IV-15a)
und drei andere RNAs mit einer hoher Anzahl veads (> 1000) an ihrem Transkriptionsstart. Hierfur
wurdecgb_0010%als Beispiel fur eine kleine RNA mit Vorhersage iB&NAz (und NAPP) ausgesucht
(Abbildung IV-15b). Als Beispiele ohne Sekundarktuwmkonservierungivurden cgb_20715innerhalb
und cgb_16115aulRerhalb der Prophagen-Region CGP3 ausgewattildfbg 1V-15¢ und Abbildung
IV-16). Die zugehdrigen RNA-Sekundarstrukturen begatiber eine RNAshapes-Analyse (Steffeal,
2006) unter MFE-Bedingungen jeweils hohe Faltungsacheinlichkeiten shape-probabilities von
~90 %. Um Stress-spezifische Signalmuster zu emmalurden in den Northern Blot-Analysen jeweils
gleiche Mengen isolierter Gesamt-RNA aus einem Empt pro Spur aufgetragen. Hierbei korreliert
jeweils die Grolie der obersten Bande einer kleiRBIA im Northern Blot mit der Grof3e, die Uber
Sequenzierung bestimmt wurde (~100 nt fir 6C RNA30-nt furcgb_00105,~95 nt und ~70 nt fir
cgb_20715;-140 nt und ~95 nt flocgb_1611%.

Im Vergleich zur Rfam-Vorhersage (Gardmegral, 2009) der 6C RNA mit Start-Position 314705 zeigt
diese in der Sequenzierung am 5 -Eeilee 27 nt Erweiterung (Sequenzierung Start-PosiBip4679).

Die erweiterte 5°-Region scheint zumindest in deory@ebakterien-Spezie<C. efficiens und

C. diphtheriae konserviert zu sein, da diese so auch Uber dienfbionatische RNAz-Analyse
vorhergesagt war (Start der RNAz-Vorhersage PosiBib4679). Die 6C RNA urspringlich nach ihren
zwei Schleifen benannt, die in Actinobakterien beldiufig sechs aufeinanderfolgende Cytosin-Reste
enthalten. InC. glutamicumbesitzt die 6C RNA interessanterweise zwei Abgtdmit jeweils acht
aufeinanderfolgenden Cytosin-Resten (Abbildung B&)L Die Funktion der Cytosin-Homopolymere in
der 6C RNA ist bislang nicht bekannt, daher blall# Relevanz dieses Unterschiedes unklar. Eine
Analyse der Signalstarken im Northern Blot ergabdié 6C RNA keine Anderung in den verschiedenen
Experimenten, aber jeweils eine sehr deutlich baet Bande. Die entsprechenden Ergebnisse der
intergenischen Microarrays sind in Abbildung IV-i&aind Abbildung 1V-16 unterhalb der Northern
Blot-Bilder jeweils mit eingezeichnet. Die NortheBiot Banden der kleine RNAgb_20715sind im
Verhaltnis zur Bande der 6C RNA zwar schwacherr deanoch deutlich und unterscheiden sich kaum
in den Signalstarken untereinander (Abbildung N&1ie quantitativen Aussagen wurden fur die

beiden genannten RNAs &hnlich tiber die Auswertwgdezifischen Microarrayexperimente erhalten.
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Abbildung IV-15 Sequenzabdeckung, Validierung duihddrthern Blot und Sekundéarstrukturvorhersage voai d

trans-kodierten kleinen RNAs.

Validierung der kleinen RNAs (ajgb_036056C RNA), (b)cgb_00105und (c) cgb_20715Linke Spalte: Zeigt
die Visualisierung und Sequenzabdeckungrdads(Hilker et al, Manuskript submittiert) in cDNA-Bibliothek 1,
wobei die x-Achse die Lokalisierung im Genom abdildVeiRe Pfeile reprasentieren die kleinen RNA&gnaue
Pfeile die Nachbargene, braune Haarnadelstruktutien Rho-unabhangigen Terminatoreklittlere Spalte:
Northern Blot-Ergebnisse unter allen Bedingungem denen die Zellen geerntet wurden. £phne Stress
(ODegpo 10), Hitze-, Kalte-, Diamid-, Salz- und ,B,-Stress. Zusatzlich sind die Ergebnisse intergémpisc
Microarrayexperimente aufgefuhrt (gelb: Signal; acogddeutliches Transkriptsignal, orange: sehr dehuti
Transkriptsignal) Rechte Spalte Sekundarstrukturen erzeugt Gber RNAShapes ($teffeal, 2006) bei MFE-
Bedingungen (minimale freie Energie). Sequenz-CédBlau; C-Grin; G-Rot; U-Gelb.
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Ein vergleichbares Ergebnis mit den Microarrayexpenten zeigt auch dass das Transkript von
cgb_00105(Abbildung 1V-15b), das bei Hitze-Stress im Norhdlot nicht detektiert werden konnte.

Auch das entsprechende Microarrayexperiment lidfert Hitze-Stress nur ein Signal im Bereich des
Standard-Schwellenwertes, wogegen sonst mindeskeuttiche Transkriptsignale erhalten werden. Es
fallt auf, dass der Northern Blot vagb_2071%aufRerdem eine zweite, deutliche und kiirzere Baede

~70 nt zeigt. Da in der entsprechenden Region keisétzlicher Promotor detektiert wurde, kann
vermutet werden, dass das zweite Transkript digk#nen RNA Uber enzymatische Prozessierung

generiert wird.

Auch die kleine RNAcgb_16115(Abbildung 1V-16, nachste Seite) liegt in Form vonndestens zwei
unterschiedlichen Transkriptgrof3en vor und ergiathn hyperosmotischem Stress mittels NaCl ein
auffallig verandertes Bandenmuster. Anders alsathder kleinen RNAcgb_20715wurde ein um 52 bp
versetzter zweiter TSS fucgb_16115detektiert und zwar tber die Suche nach SigH-aipbén
Promotoren. In der Tat zeigt die Promotorregionsese zweiten TSS (-35: TGGATGA und -10:
CGTTGTG) eine Ahnlichkeit zur SigH-KonsensussequeBz: gGGAAta und -10: YGTTgaa) (Busche

et al, 2012)** Insgesamt besteht aber eine Ahnlichkeit zur Kosisesequenz von ECF-Sigmafaktoren
(Patek und NeSvera, 2011). Fur SigH-abhangige P ist bekannt, dass sie Gene im
Zusammenhang mit oxidativem Stress oder unter FBtress regulieren (Kirat al, 2005; Ehireet al,
2009). Unter diesen Stressbedingungen sind im MortBlot voncgb 16115allerdings kaum starkere
Signale festzustellen. Zudem ist SigH ist untemmaden Wachstumsbedingungen ohne Stress durch den
Anti-SigmafaktorrshA (cg0877 inaktiviert (Buscheet al,, 2012). Das kleinere Transkript der schwachen
Bande knapp unter 100 nt kann wohl diesem zwei®® Zugeordnet werden, wird aber auch ohne Stress
detektiert. Unter hyperosmotischem Stress wird esmezifische Prozessierung der Transkripte
angenommen, die zu dem veranderten Bandenmustidpithern Blot fuhrt. Die Ergebnisse der Stress-
spezifischen Microarrayexperimente sind an dieselléSnicht direkt vergleichbar, sie liefern eirhse
deutliches Transkriptsignal unter,®-Stress (9,2) und ergeben interessanterweise dadAlmsiand
hdchste Signal unter NaCl-Stress (22,8). Vergleidee RT-gPCR Experimente waren wegen zu

schwacher Signale nicht auszuwerten.

21 Dabei kann Y fiir ein C oder T stehen. NukleotidésroRbuchstaben treten mit mehr als 80 % Einzéhotik-
Wahrscheinlich auf.
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Abbildung IV-16Transkodierte RNAcgb_16115

Die Abbildung wurde in Analogie zu Abbildung IV-1%&saerstellt, zeigt hier aber eine vergroRerte Sdustruktur
mit den Details zu den zwei TranskriptionsstartS$) dieser kleine RNA. Der 1. TSS steht in Abhakegigvon
einem SigA-Promotor und der 2. TSS von einem EQ#iétien éxtracytoplasmic functigriPromotor.
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4.3 Funktionelle Analyse dertrans-kodierten RNA cgb_16115

Die oben vorgestellte kleine RNégb_16115vurde im Rahmen dieser Arbeit genauer untersuehsjel
viele charakteristische Eigenschaften besitzt,ddiuf hinweisen, dass es sich um eine regulab@risc
transkodierte RNA handelt. AuRBerdem stellt die Abhahkgig von einem zweiten ECF-&hnlichen
Sigmafaktor, der speziell zur Transkription derngtaSchleife 2 vorcgb_16115fiihrt, eine besondere
und noch nicht beschriebene Art der Regulationrditegnen RNA dar. Zusammenfassend sei hier noch
einmal erwahnt, dassgb 16115 unter bestimmten Stress-Bedingungen vermutlichferdihziell
exprimiert ist und in der Geamtlange (140 nt) estabile Sekundarstruktur mit zwei Stamm-Schleifen
zeigt, gefolgt von einem Rho-unabhangigen Termindborekt stromaufwarts der kleinen RNA liegt
SCpA (cgl61) und scpB (cgl614)in der naheren Umgebung, welche als Proteine béide
Wechselwirkung mit dem SMC-Proteistiuctural maintenance of chromosome proféiaten und damit
eine wichtige Rolle bei der Kondensation und Segfieg der Erbinformation spielen (Volkaat al,
2003). Direkt stromabwarts auf die kleine RMgb_16115folgt in entgegengesetzter Orientierung das
Gencgl612 Zu diesem Gen sind bisher keine experimentelidorinationen vorhanden, aber anhand
einer Datenbank von konservierten Domanen (MardBdereret al, 2011) wird angenommen, dass es
sich bei dem Produkt voogl612um eine Acetyltransferase handelt. In den nachisagiteln werden
Ergebnisse zur funktionellen Analyse dieser kleiRNA prasentiert, die sowohl tber bioinformatische

als auch mithilfe von experimentellen Methoden kemawurden.

4.3.1  Zuganglichkeitsanalyse vorcgb 16115 und verschiedene bioinformatische Methoden zur
Vorhersage von Ziel-mRNAs diesetrans-kodierten RNA
Transkodierte kleine RNAs bewirken Gber ihre Bindung Bareich der UTRs von Ziel-mRNAs haufig
eine posttranskriptionelle Regulation. Hierlber rkaentweder die Translation dieser Ziel-mRNAs
reguliert und/oder deren Stabilitat verandert wer@8torz et al, 2011). Bei der Bestimmung der
Funktion einer regulatorischen RNA kdnnen bioinfatische Programme hilfreich sein und kdnnen
Hinweise auf eine putative Interaktion liefern. Semriedene bioinformatische Programme erleichtern
mittlerweile Vorhersagen von RNA-RNA-Interaktioném Bakterien. Das Tool TargetRNA (Tjaden,
2008) dient zur genomweiten Suche von mdglichernediesiner kleinen RNA und berechnet im
Standardmodus irdividual basepair modQs einen Hybridisierungseore bei dem das
Basenpaarpotenzial fiir die interagierenden RNA-M ik bewertet wird. Die Tools RNAup (Mickstein
et al, 2006) betrachtet aul3erdem intramolekulare Siraktsowie thermodynamische Eigenschaften und
integrieren damit Zuganglichkeitagcessibility Berechnungen fiir zwei interagierende Sequenzen. |
RNAPredator (Eggenhofet al, 2011) wurde diese Art von Zuganglichkeitsprofifér diverse Genome
vorberechnet. Daher kann auch mit diesem Prograeim schnell nach mdglichen Interaktionen einer

kleinen RNA in einem Genom gesucht werden. Einamliéliren Ansatz stellt die Software CopraRNA
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(Wright et al, 2013) dar, der auch auf genomweiten distinkteganglichkeitsanalysen basiert, aber
zusatzlich phylogenetische Informationen aus amd&nomen mit einbezieht, in denen die kleine RNA

ebenfalls kodiert ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit den OnlinesiBoTargetRNA und RNAPredator fur dieans
kodierte RNAcgb_16115angepasste Suchen innerhalb einer angenommengarenit5 -UTR-Lange
von 60 bp furC. glutamicumund bis +20 bp aller annotierten Genstarts durftinge Das Ergebnis
wurde anschlieBend mit einer Analyse Uber das TmgiraRNA verglichen. Da der Algorithmus von
CopraRNA fir die phylogenetischen Sequenzvergleghen gréReren Suchbereich benétigt, wurde hier
der Standardbereich von -200 bp bis +100 bp beduigliler annotierten Genstarts ausgewahlt. Fur die
CopraRNA-Analyse musste auf die sehr @hnlichen &spn der Stamm@. glutamicumR (Yukawaet

al., 2007) undC. glutamicumATCC 13032 (lkeda und Nakagawa, 2003) zurtickgmgrifverden, weil
uber direkte BLASTn-Suchen (Altschett al, 1990) keine homologen Regionen vogb_16115in
anderen Bakterienspezies gefunden wurden. Insgesarden tber TargetRNA 21, tber RNAPredator
40 und mit CopraRNA 155 Vorhersagen erhalten, wodi Vorhersagen innerhalb des direkt
vergleichbaren 5"-UTR-Suchbereichs bestimmt wui@esgesamt wurden nur Kandidaten mit p-Werten
< 0,05 gewertet, also <5 % Irrtumswahrscheinlidil)l%éln den Ergebnissen der beiden Methoden, die
die Zugéanglichkeit voregb_1611%erticksichtigen, werden drei distinkte Regioneindau kleinen RNA

fur Interaktionen vorhergesagt (Abbildung IV-17AduB, nachste Seite), und zwar am Beginn der
Stamm-Schleife 1 (Position 1-17), im Bereich zwestiStamm-Schleife 1 und 2 bzw. nach dem 2. TSS
(Position 52-62) und im Bereich der Stamm-Schi2i{®os. 87-95). Uber ein RNAup (Miickstahal,
2006) erzeugtes Zuganglichkeitsprofil vagb_16115ist in den Bereichen mit einer Haufung von
Interaktionsvorhersagen zu erkennen, dass die endfigergie AG;, um vier aufeinanderfolgende
Nukleotide in der Struktur zu 6ffnen, jeweils sgjering ist (Abbildung IV-17A). Die starkste Haufung
von Interaktionen wird fir den Beginn der Stammi8iéd 1 beobachtet, der Zwischenbereich ab dem

2.TSS wird am seltensten fir Interaktionen vorheage

2 Alle detaillierten Ergebnisse sind der Datei Zahversagen_cgb_16115.xIsx auf der Daten-CD zu bnias.
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Abbildung 1IV-17 Zugéanglichkeitsprofil voogb_16115und drei haufig vorhergesagte Interaktionsregionen

A Es existieren drei Regionen in denen sich Integgakvorhersagen tber CopraRNA (Wrigttal, 2013) haufen.
In diesen Bereichen ergibt das RNAup (Micksteinal, 2006) erstellte Zuganglichkeitsprofil, dass diiige
EnergieAG;, um vier aufeinanderfolgende Nukleotide in deultur zu 6ffnen, jeweils sehr gering iBt.Ermittelte
Interaktionsregionen (rot) in der Sekundarstruldarstellung voncgb_16115(verandert nach RNA-Shapes,
Steffenet al, 2006).

Ein Vergleich tber alle Vorhersagen ist in einemmi®iagramm visualisiert (Abbildung 1V-18, nachste
Seite). Es existieren jeweils wenige Ubereinstimgam zwischen den erhaltenen Kandidaten, aber
insgesamt stimmen nur zwei davon in allen drei ¥mhgen Uberein und betreffen die Region
stromaufwarts vorcg3138 (ppmA) annotiert als Membran-Protease Untereinheit, StimProhibitin
Homolog) undcg2618(vanK annotiert als Vanillin-Transporter, Merkeasal., 2005). Das Geng3138

ist dabei als Ziel von Interaktionsregion 1 wwg2618als Ziel von Interaktionsregion 3 vorhergesagts Da
Gencg3138wird dabei sogar Uber alle Methoden an der erstelleSler Vorhersagen berechnet. Dieses
Gen ist als Membran-Protease-Untereinheit (StorRrimibitin-Homolog) annotiert und in einer
Transkriptions-Einheit mitg3139 (hypothetisches Protein) unmy3140(tagl) kodiert (Paulinget al,
2012). Uber dieses Operon wurde bisher wenig piebljzs ist aber bekannt, dass die Membran-Preteas
Untereinheit ¢g313§ in einer Studie der Arbeitsgruppe von A. Poetsts reichlich abundantes
integrales Membranprotein detektiert wurde (furStelle in Bezug auf die relative Haufigkeit) (Fiech

et al, 2006). AuBBerdem wurde gezeigt, dass die Gerg3138-cg3139 vom dualen
Transkriptionsregulator CysRed015§ des Schwefel-Metabolismus reprimiert werden (Riickt al,
2008).
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A B TargetRNA RNAPredator CopraRNA
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Abbildung 1V-18 Venn-Diagramm Uber die Ergebnisgarformatischen Zielsuche vargbh 16115

A In der direkt vergleichbaren Suchregion (-60bp 428 bp bezogen auf den TLS) wurden tber CopraREA 3
Vorhersagen erhalten, alle anderen 120 Kandidagen aul3erhalb davon, aber innerhalb des Sta@tgchRNA
SuchbereichsB Die Tabelle zeigt jeweils die Schnittmengen vomheogesagten Ziel-mRNAs, die Uber die drei
verschiedenen Programme figh_1611%rhalten wurden.

Die verschiedenen Regionen mit Haufung von Intésakivorhersagen lassen vermuten, dass die kleine
RNA cgb_16115 auf mehrere Ziel-mRNAs inC. glutamicum regulatorisch wirken kann. Die
Interaktionsregionen 2 und 3 sind dabei wahrsclodirdusatzlich von einem ECF-&hnlichen-Promotor
abhangig und besitzen damit wohl eine unterscluledliFunktion als die Interaktionsregion 1. Die
Ubereinstimmenden Vorhersagen der erhaltenen Eggbuleuten klar auf mindestens eine putative
Interaktion mit der mRNA vorg3138und/odercg2618hin. Es sind jedoch experimentelle Analysen zur

Bestatigung und Validierung dieser bioinformatistéelvorhersagen notwendig.

4.3.2  Gezielte Deletionen verschiedener Interaktionsregien voncgb_16115 tiber GeneSOEing
Experimentell kdnnen Hinweise auf post-transkriptite Regulationen durch eine kleine RNA erhalten
werden, wenn vergleichende Analysen auf Transkmptoene zwischen dem Wildtypstamm und einer
Mutante durchgefuhrt werden, in der die Expressienregulatorischen RNA verandert ist (Vogel und
Wagner, 2007). Ein kleiner Teil der folgenden Ermgebe und Methoden wurde in der Masterarbeit von
A. Neshat beschrieben (Neshat, 2010), die untemeneAnleitung erfolgt ist. Hierbei wurde in
C. glutamicumATCC 13032 nahe des 5-Endes vagb_16115mittels GeneSOEingine 93 bp lange
Deletion (Position 1502226-1502318) erzeugt, walhei drei Interaktionsregionen entfernt wurden, der
Rho-unabhangige Terminator aber erhalten wufdid®iese Deletionsmutante wird fortan als

Acgb 16115 Regl2Bezeichnet. Spater wurde i@ glutamicurWildtypstamm eine zweite Deletion

% Die friihere Bezeichnung vaxcgb_16115_Regl2Bach einer alten Nomenklatur lauteseg_291
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erzeugt und zwar von derselben Position an, aberimnerhalb von Stamm-Schleife 1 bis Position
1502266 (41 bp). Im Detail wurde dabei die Intei@idregion 1 mitsamt der ECF-Sigmafaktor-ahnlichen
Promotorsequenz deletiert, womit die Interaktioggneen 2 und 3 in dieser Mutante nun ,speziell* von
einem SigA-abhangigen Promotor transkribiert werddase Mutante wird fortan alscgb 16115 Regl
bezeichnet. Aus praktikablen Grinden wurde beimelgen dieser sehr kurzen Deletion zur
Uberpriifung von Mutanten eine Schnittstelle fir &estriktionsendonukleasdindlll kloniert. Ein

Uberblick tiber die Konstrukte der erzeugten Staristia Abbildung IV-19 dargestellt.

SigA ’% ECF ’% cgb_16115 (WT)
: D

1 2 3

SigA ’—> Acgb_16115_Reg123

| Deletion

Hindlll
SigA]_> Acgb_16115_Reg1
4 Deletion >

2 3

Abbildung IV-19 Uberblickegb_16115m Wildtypstamm im Vergleich zu zweirzeugterDeletionskonstrukten.
Oben: C. glutmicumWildtyp (WT) von cgb_16115mit Interaktionenregionen 1-3 und Darstellung devei
verschiedenen Transkriptionsstarts, die abhangigeinem SigA-Promotor bzw. ECExracytoplasmic functign
ahnlichen Promotor transkribiert werdeMitte : Konstrukt der Gesamt-Deletion aller Interakti@tgonen (Rho-
unabhangiger Terminator erhalte)nten: Konstrukt mit Deletion von Interaktionsregion yobei die
Interaktionsregionen 2 und 3 nun speziell von dég@\&bhangigen Promotor exprimiert werden. Zusékeilvurde
eineHindlll -Restriktionsschnittstelle kloniert.

Es soll erwdhnt werden, dasacgb 16115 Regl23kein verandertes Wachstumsverhalten in
Minimalmedium gezeigt hat (Neshat, 2010), ebensadewufir Acgb 16115 Reglunter diesen
Bedingungen keine Anderung in der Teilungsrate Bigtterien beobachtet. Auch ein mikroskopischer
Vergleich aller Stamme ergab bei verschiedenen rigedigen (HO und 1 M NaCl-Losung) keine

phanotypisch aufféalligen Unterschiede. Hierbei veurdron derC. glutamicumZellen sowohl Hellfeld-
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als auch Fluoreszenzaufnahmen mit dem Mikroskofp&eI80i (Nikon Instruments) gemacht. Fir die
Fluoreszenzaufnahmen wurden die Zellen mit einenmbdtaff markiert, der in die Zellmembran
interkaliert (Molecular probes FM 4-64, Life Techogies, Darmstadt) (Vida und Emr, 1995).

4.3.3  Vergleichende cDNA-Microarrayanalysen zwischen dernt. glutamicum-Wildtypstamm

und den MutantenA4cgb_16115 Regl und Acgb 16115 Regl23
Liegt ein Deletionsstamm einer bakterielleanskodierten RNA vor, kann es aufgrund dieses fehdand
Regulationselementes bei entsprechenden Bedingung&bweichungen in der relativen Expression der
putativen Ziel-mRNAs gegeniuber Wildtypstamm komnfktasséet al, 2005). Diese Abweichungen
konnen primar auf einer verdnderten Stabilitdt bawf einem ver&nderten nukleolytischen Verdau
beruhen, die entweder direkt auf die fehlende &MBon zurtickzufiihren ist oder indirekt abhangig is
von der Anwesenheit translatierender Ribosomen def Ziel-mRNA. Aber auch sekundére
regulatorische Effekte der Deletion auf das Traipsém werden sichtbar und kénnen einen Hinweis auf
den generellen funktionellen Zusammenhang eineinéde RNA geben. Eine verénderte relative
Expression kann global tber vergleichende Micrgaitradien detektiert oder fur einzelne putative Ziel
MRNAs Uber RT-gPCR-Analysen validiert werden. Unt&rwendung isolierter Gesamt-RNA aus
Kultivierungen mit den beschriebenen Mutantscgb_16115 Reg128nd Acgb_16115_RegWurden
jeweils gegen derC. glutamicurWildtypstamm ATCC 13032 als Referenz vergleichera@ENA-
Expressionsanalysen Uber Zweifarben-cDNA-Microanagch der Standardmethode (Hieteal., 2003)
durchgefuhrt. Nach LOWESS-Normalisierung (Yaeg al., 2002) der Hybridisierungsrohdaten und
Einstichproben-t-Tediber die biologischen Replikate wurden alle GeneMrWerten> +0,6 odek -0,6
bei signifikanten p-Werten < 0,01 (Irrtumswahrscliehkeiten < 1 %) als signifikant erhéht oder
erniedrigt in der Deletionsmutante gegeniiber d€mglutamicurAWildtypstamm gewertet”® Im
Folgenden soll nicht auf die Details der Microagaebnisse eingegangen werden, sondern die Tendenz

wiedergegeben werden, die sich aus besonderslmgfaErgebnissen ergeben haben.

Aufgrund der Northern Blot-Validierung und den imgenischen Microarrayanalysen ist eine
differentielle Regulation durch die kleine RNA&gb 16115 besonders unter hyperosmotischen
Stressbedingungen zu vermuten. Daher wurde zunéittesvergleichende cDNA-Microarrayanalyse mit

Gesamt-RNA vomC. glutamicuraWildtypstamm gegen die Deletionsmutantdegbh 16115 Regl23

24 Die Bilder der mikroskopischen Aufnahmen befindgch auf der CD im Ordner ,Analyse_cgb_16115“ im
Unterordner ,Mikroskopie*.

% Alle Ergebnisse zu den Zweifarben-cDNA-Microarrgyerimenten befinden sich auf der CD im Ordner
»Analyse_cgb_16115"im Unterordner ,EMMA2-cDNA-Migarraydaten®.
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(Deletion aller Interaktionsregionen) wie in den lidigrungsexperimenten jeweils nach
hyperosmotischem Stress mittels NaCl durchgefiNathfolgend ist die Streuung der Microarraydaten
in einem M/A-Diagramm visualisiert (Abbildung IV-20wobei die M-Werte (y-Achse) das Verhaltnis
der Log-Intensitaten und die A-Werte (x-Achse) die dur¢imsttliche Log-Intensitat fir einen Punkt
abbilden. Insgesamt ergibt sich in diesem Experim@ne hohe Anzahl von Genen mit signifikant
differenziellen M-Werten (~300 Gene), wobei extréierte eher in negativer Richtung erhalten werden.
Einzig das Gerg3138 fur das eine dreifache Interaktionsvorhersagéebésweist mitsamt den tbrigen
Genen dieses Operong3139undcg3140M-Werte > +1,5 auf und zeigt damit eine besonder$illig
erhohte relative Expression in der Deletionsmutante

cg3138
2 A
AA A, A
3277,
1 4 A 4a A »‘c‘g 4 A 2962 argl A
.. %A y\ g‘ taahatsl 4 }“m a ““‘Ag“ ch8Q9A “‘C93144
k A ‘ u, Aagh _ & L. =
- ..:'lw i a8 o g 1 ; \‘,- "‘. . ol LA
e e - N : """"" :'.'j Y
- u . . [} ..}l H [
2 s & E ) fra.
! $ o P AN AR AR "o o rpsP ‘cysN ¢
= ) JOIE rpot cg0448 o .

A-Wert

Abbildung 1V-20 M/A-Diagramm fir die Microarrayanalyse v@h glutamicuniAcgb_16115-Reg12n Vergleich
zum Wildtypstamm nach hyperosmotischem Stress.

Signale mit MWerterr+0,6 oder< -0,6 gelten als signifikant erhéht oder ernieddggentber dem Wildtyp und
sind farblich hervorgehoben (griin: starkere Signaté: schwéchere Signale, schwarz: keine AnderuAdp
Gennamen mit vorhergesagter Interaktion sind nmhitvseczer Schrift bezeichnet, weitere Extremwertedegarin
grauer Schrift gekennzeichnet. Eingekreiste Gend $keil des RipA-Regulons und dapA-Gen ist von einem
Viereck umrandet.
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Es entsteht der Eindruck, dass sich die Zellen igdnm einem Prozess groéRerer Umstrukturierung
befinden, da 17 Transkriptionsregulatoren, in dethkahl putative Regulatoren, signifikant diffetieie
M-Werte zeiger’r.6 Hierunter befindet sich mit einem leicht erhohtdANert von +0,9 auch der AraC-
Typ-Repressor von Eisenproteinen Ripy1120Q (Wennerholdet al, 2005). Insgesamt ergeben sich in
diesem Experiment mitcgb_16115-Regl123ach hyperosmotischem Stress viele Ahnlichkeiten z
Regulation durch RipA (ebd.), da fur fast alle Gehieses Regulons signifikant negative M-Werte
erhalten werden. Hierzu gehéren die Genesdd€ DABOperons, die GenearGHJI (Nitrat Reduktase),
catA (Catechol 1,2-Dioxygenasepta (Phosphotransacetylasgjcn (Aconitase),ackA (Acetat Kinase)
und daskatA Katalase-Gen. Bis auf die TranskriptionseinheitCD, die in diesem Experiment keine
differenzielle Expression zeigt, stimmt die Antwatm RipA-Regulon dberein (Wennerhodd al,
2005). Nebercg3138werden in der Summe noch 21 weitere Gene detekfiertlie eine Interaktions-
Vorhersage mit derans-kodierten RNA besteHt’ Hierunter befindet sich auch das GemK (cg2618,

fur das ebenfalls eine dreifache Interaktions-Vosage besteht. Die Bezeichnungen dieser Gene wurden
im M/A-Plot in schwarzer Schrift gekennzeichnettehessant ist, dass fir einige Gene des Stimulons
nach RipA-Deletion (Wennerhokt al, 2005) ebenfalls Interaktionen naigh_16115vorhergesagt sind.
Dies ist der Fall fur die membrangebundene Sucddeditydrogenase UntereinheilhB(cg04495, narG
(cg1344 und katA (cg031Q. Zudem ist auffallig, dass eine Interaktion nuatA2 (cgl31l
Hydroxyquinol 1,2-Dioxygenase) vorhergesagt wurlfeWert -0,7) undcatA (cg2363,Catechol 1,2-
Dioxygenase) den signifikant geringsten M-Wert w3l aufweist. Zusatzlich zeigen acht ABC-Typ
putative Eisen-Siderophore Transporter-Untereiendiicht erhdhte M-Werte bei +0,6g0590 cg0591
€g0926 0927, ¢g0769 cg0771 cg0777 cg0778. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse ist es mbg|
dass nach hyperosmotischem Stres&dgb_1611%in Eisenmangel entsteht. Es ist bekannt, das& Rip
durch den DtxR-dualen RegulatargP103 bei Eisentberschuszprimiert wird (Wennerholdet al,
2005; Bruneet al, 2006), wobei der M-Wert voditxRim vorliegenden Experiment allerdings unauffallig
bleibt.

Das Microarrayergebnis flicg3138 konnte Uber RT-gPCR Experimente mit Gesamt-RNA &mob
validiert werden (Abbildung 1V-21, nachste Seitegthat zu einer ~6-fach starkeren relativen Exjpoass
in der Deletionsmutantécgb_16115-Reg12@egeniber der@. glutamicuraVildtypstamm als Referenz

jeweils nach hyperosmotischem Stress mittels Naflrgt.

% Alle Ergebnisse befinden sich im CD-Ordner ,Analysgb 16115 im Unterordner ,EMMA2-cDNA-
Microarraydaten®.

%" Eine Ubersicht dazu befindet sich in Datei Micragrtrifft-Vorhersagen.xlsx, CD-Ordner ,Analyse dgii15“.
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Abbildung 1V-21 Validierung der erhéhten relativErpression flicg3138in 4cgb_16115-Regl28ezogen auf den
C. glutamicumwildtypstamm (WT) als Referenz jeweils nach NaGkSs$ (RT-qPCR-Messung mit Gesamt-RNA).

Zum Vergleich werden die Tendenzen der HybridisigaiErgebnisse dargelegt, die mithilfe von
isolierter Gesamt-RNA nach Zellernte bei expondletie Wachstum ohne Stress durchgefuihrt wurden,
wobei nun die Hybridisierungs-Ergebnisse beidereBehsmutanten jeweils gegen dénglutamicum
Wildtypstamm als Referenz betrachtet werden. Ime@sgtz zum Experiment miicgb_16115_Reg123
nach hyperosmotischem Stress zeigt sich im cDNArdlicayexperiment ohne Stress mit
~30 signifikant differenziellen Genen eine wesehtlschwachere Auswirkung auf das Transkriptom.
Allerdings werden in der vergleichenden cDNA-Miam@ganalyse vonC. glutamicurdWildtypstamm
gegenAcgb 16115 Regliber 300 Gene mit signifikant abweichenden M-Wertva gleichverteilt in
positiver und negativer Richtung erhalten. Somitigizedas Deletionskonstruktin dem die
Interaktionsregionen 2 und 3 SigA-abhangig expnimigind, auch ohne Stress-Bedingungen einen
enormen Einfluss auf das TranskriptéfnFur einen ubersichtlichen Vergleich iber die Genie
besonders auffallig dhnlicher bzw. unterschiedligiéativer Expression in beiden Experimenten warde
Gencluster Uber die signifikant differenziellen @ein beiden Experimenten mit dek+Means
Algorithmus (Tavazoieet al, 1999) Uber das Programm Genesis (Stetrnal, 2002) berechnet.
AnschlieRend wurden diese auf funktionelle Anrefahg nach Gen-Ontologie (GO) System (Ashburner
et al, 2000) uber das David-Tool (Denmisal, 2003) untersucht.

Nach der Clusteranalysé&-fleans 8) wurden die Gencluster (C1-C8) mit GroReischen 2 und 154
Genen erhalterf? Dabei ergab sich nur ein Gencluster mit tendehpiesitiven M-Werten in beiden

Experimenten (bis +1,9), und zwar das C6-Clustde€be). Hier ist interessanterweise das Gg3138

% Alle Ergebnisse befinden sich im CD-Ordner ,Analysgb_16115“ im Unterordner ,EMMA2-cDNA-
Microarraydaten

% Die Datei k-Means-Gencluster.xls befindet sichG®-Ordner “Analyse_cgb_16115".
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enthalten, fur das die dreifache Interaktionsvashge besteht, mitsamt den anderen Genen der
Transkriptionseinheit @39 und c@14Q Dieses von der Tendenz her Ubereinstimmende Bigét
beiden Deletionsmutanten ist daher moglicherweisé die Auswirkung der in beiden Mutanten
gleichartigen Deletion von Interaktionsregion 1 tmkzufiihren. In einer Analyse Uber akeMeans-
Cluster nach dem Gen-Ontologie (GO) System konnte fir eines der acht Gencluster (C7) eine
signifikante funktionelle Anreicherung detektiererden gcore >1,3 bzw. p-Wert < 0,5). Dieses C7-
Cluster stellt mit 154 Genen das groRtbleans-Cluster dar und zeigt als Einziges auffatieggative
M-Werte nur im Experiment mit der Mutantegb 16115 RegINach der GO-Terminologie tber 100
zugeordnete DAVID-IDs wurde eine signifikant furtkielle Anreicherung fur zwei Annotations-Cluster
erhalten: Mit dem hochstestore5,5 (p-Wert < 0,00001) wurden die Gruppen Metatido-, Kationen-,
lonen-Transport in GO-Kategorie BP (biologischeZ@sse) erhalten, gefolgt von den Gruppen di-, tri-
valenter anorganischer Kationen-Transport, hoadherffi Eisen-Transport, Eisen-lonen-Transport,
Transmembran-Transport mit einesnore 3,6 (p-Wert < 0,0005) in den GO-Kategorien BP ol
(molekulare Funktion). Die folgende Tabelle IV-&gpentiert einen Ausschnitt aus diesem C7-Cluster
und zeigt beispielhaft die enthaltenen ABC-Typ Braortergene, wobei viele der Gene bzw. Operons im
Zusammenhang mit dem Metall-lonen Transport stehrmgesamt sind 30 der 154 Gene aus dem C7-
Cluster (~20 %) im Modul Makroelement- und MetalhiHoostase (Paulingt al, 2012) vertreten.

Tabelle 1V-8 Ergebnisse von ABC-Typ Transportergerm k-Means Gencluster C7 aus den vergleichenden
Microarrayexperimenten der beidercgb 16115 Deletetionsmutanten vs.C. glutamicurdWildtypstamm
(Kultivierung ohne Stress)

Locus-Tag Gen- Annotation Acgb_16115-Regl Acgb_16115-Regl123
Name

€g0405 - ABC-type putative iron(l1l) dicitrate transporter, substrate-binding lipoprotein -1,79 0,16

cg0467 - ABC-type putative hemin transporter, substrate-binding lipoprotein -1,27 0,35

{ €g0469 - ABC-type putative hemin transporter, ATPase subunit -1,26 0,37

[ €g0506 - ABC-type putative spermidine/putrescine/iron(Ill) transporter, ATPase subunit -1,33 0,11

1 ¢g0507 - ABC-type putative spermidine/putrescine/iron(lll) transporter, permease subunit -1,42 0,41

L ¢g0508 - ABC-type putative spermidine/putrescine/iron(lll) transporter, -1,13 -0,09

¢g0589 - ABC-type putative iron-siderophore transporter, ATPase subunit -0,78 0,21

¢g0590 - ABC-type putative iron-siderophore transporter, permease subunit -0,72 -0,10

€g0591 - ABC-type putative iron-siderophore transporter, permease subunit -0,81 1,38

¢g0748 - ABC-type putative iron-siderophore transporter, substrate-binding lipoprotein -0,87 0,56

cg0832 - ABC-type putative sugar transporter, permease subunit -0,81 0,09

r ¢g0924 - ABC-type putative iron-siderophore transporter, substrate-binding lipoprotein -1,25 0,36

cg03926 - ABC-type putative iron-siderophore transporter, permease subunit -0,69 0,43

1 cg0s27 - ABC-type putative iron-siderophore transporter, permease subunit -0,77 0,20

€g0928 - ABC-type putative iron-siderophore transporter, ATPase subunit -0,70 0,31

1 cg1229 - ABC-type putative cobalt transporter, permease subunit -1,84 -0,23

cg1281 - ABC-type putative multidrug transporter, ATPase and permease subunit -0,78 0,50

cg1380 ssuA ABC-type aliphatic sulfonate transporter, substrate-binding lipoprotein -1,53 -0,54

{ cg2136 gluA ABC-type glutamate transporter, ATPase subunit (TC 3.A.1.3.9) -0,79 0,16

cg2137 gluB ABC-type glutamate transporter, substrate-binding lipoprotein (TC 3.A.1.3.9) -0,62 0,33

€g2234 - ABC-type putative iron(l11) dicitrate transporter, substrate-binding lipoprotein -1,41 0,03

cg2911 - ABC-type putative Mn/Zn transporter, substrate-binding lipoprotein -0,68 -0,15

{ cg2912 - ABC-type putative Mn/Zn transporter, ATPase subunit -0,83 0,35

€g2939 - ABC-type putative dipeptide/oligopeptide transporter, ATPase subunit -0,62 0,15

a ~- . . .
Die geschweiften Klammern fassen Gene in einem @peusammen
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Nebencg3138wurden im Microarrayexperiment mkcgb_16115 Reg(lohne Stress) weitere 28 Gene
mit signifikant differnziellen M-Werten ermittelfiir die auch eine Interaktions-Vorhersage mittdens
kodierten RNA besteht. Hierunter befindet sich aechputative Transkriptionsregulatog2462 (TetR-
Typ) *° An dieser Stelle soll erwahnt werden, dass aucteran Transkriptionsregulatoren ohne
Interaktionsvorhersage auffallige M-Werte zeigerr RipA-Repressor von Eisenproteinendy1120Q
AraC-Typ) (Wennerholeet al, 2005) und der GntR-Typ Regulatog1935 der im Zusammenhang mit
dem Glukonat-Stoffwechsel bekannt ist und die Géekdufnahme reguliert (Frunzket al, 2008).
Daneben sind neun putative Regulatoren differein@guliert, tber die noch nichts oder nur sehrigien

bekannt ist.

4.3.4  Hypothesen zum Regulationsmodell der Interaktiorcgb_16115 mit ppmA (cg3138)

Aufgrund der Ubereinstimmenden Vorhersage uber dils bioinformatischen Methoden und der
Ergebnisse der vergleichenden cDNA-Microarrayareadysvird besonders die Interaktion deans
kodierten RNAcgb_16115mit cg3138als sehr wahrscheinlich angenommen. Daher wird folygnd
versucht, ein putatives Regulationsmodell aufzlestelGenerell gilt: Wird im Zuge der Deletion einer
kleinen RNA bei vergleichenden cDNA-Expressionsgsath gegentiber dem Wildtypstamm eine erhéhte
relative Expression der putativen Ziel-mRNA (wie Fall voncg313§ festgestellt, so ist als Ursache
eine hohere Stabilitat dieser Ziel-mRNA aufgrund éehlenden Regulation durch die kleine RNA
moglich. In dem hier untersuchten System konnte Biiedung der kleinen RNAcgb 16115im
Wildtypstamm somit eine direkte destabilisierendekhg auf diecg3138mRNA haben und/oder die
Instabilitat wird aufgrund einer geringeren Frequewn translatierenden Ribosomen auf dieser Ziel-
MRNA hervorgerufen. Dies liegt daran, dass einhsgt@acktes” Transkript ohne Ribosomen generell
einem erleichterten nukleolytischen Verdau ausgessit Somit ist auf Basis der experimentellenddat
eine Blockade der RBS vorg3138durch Bindung der kleinen RNAgb 16115im Wildtypstamm
denkbar.

Eine bioinformatische Sekundarstrukturanalyse déiT® voncg3138soll helfen, die oben aufgestellten
Vermutungen zu bestéarken, jedoch ergibt sich eklames Bild. Die Sekundarstruktur der 5°-UTR von
cg3138ergibt sich aus einer relativ kurzen 5" -UTR mitezi Lange von 41 bp (Moket al, 2004) und
faltet sich mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einaarhadelstruktur fmpe probability99 %, Abbildung
IV-22A, néchste Seite). Es scheint so, als ob @& Roncg3138schon im nativen Zustaralich ohne
Interaktion voncgb_16115durch tberwiegend komplementare Adenin-Uracil Bpaarungen blockiert

ist. Kommt es nun zur Bindung mit der kleinen RM4b_16115werden fir diese bioinformatisch

% Eine Ubersicht dazu befindet sich in Datei Micragrtrifft-Vorhersagen.xlsx, CD-Ordner ,Analyse dgii15“.
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Komplementaritdten mit der Anti-RBS vorhergesagblifdung IV-22A). So kénnte Uber die Interaktion
der beiden RNA-Molekile die RBS voog3138 moéglicherweise fir den Eintritt von Ribosomen
freigelegt werden. Diese Hypothese spricht eheegatie aus den Experimenten abgeleitete Annahme,
dass die Bindung der kleinen RNAyb_161152u einer RBS-Blockade varg3138fihrt. Es ist natlrlich
auch mdglich, dass der Effekt der RBS-Blockade ldutie Interaktion mit der RNAgb 16115noch
verstarkt wird. Fir ein solches Regulationsmodejeben sich zusatzlich Hinweise Uber die Berechnung
der Sekundarstruktur mit beiden interagierenden RWAekilen Uber das Programm RNAcofold

(Gruberet al, 2008). Diese hat ergeben, dass wahrend eiremakiton bei MFE-Bedingungen weiterhin
eine blockierte RBS voog3138vorliegen konnte (Abbildung IV-22B), in diesem Falber hauptséachlich

Uber komplementére stabile Guanin-Cytosin-Paarunyéie sich schon ulber die bioinformatischen
Zielvorhersagen und die cDNA-Microarrayanalysenebem hat, ist vermutlich Stamm-Schleife 1 von
cgb_16115fur die putative Interaktion mit dexg3138mRNA verantwortlich und wurde so auch Uber

RNAcofold (ebd.) erhalten.
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Abbildung 1V-22 Sekundarstrukture der 5"-UTR vagB138und Visualisierung der Interaktion ntigh_16115.
A Die Sekundarstruktur der 5"-UTR vaig3138berechnet tiber RNAShapes (Steffnal, 2006). In Rot bzw.

Grin sind die entsprechenden Nukleotide markiértdfe eine Interaktion mit derans-kodierten RNAcgb_ 16155

Uber TargetRNA (Tjaden, 2008) bwz. RNAPredator @Edwpferet al, 2011) und CopraRNA (Busadt al, 2008)
vorhergesagt ist.B Sekundarstruktur der Interaktion berechnet UberA&dfbld (Gruber et al, 2008) und

visualisiert mit PseudoViewer3 (Byun und Han, 2009)
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Die Uberlegung, dass moglicherweise ein dreidinmraier Pseudoknoten bei der Interaktion eine Rolle
spielt, konnte Uber eine Analyse mit dem ProgrankmofsRG (Reedeet al, 2007) nicht bestatigt
werden. Darliber hinaus kann auch eine weitere Hgset aufgestellt werden, und zwar, dass die
Expression vorcg3138 uber einen komplexen regulatorischen Prozess enhisd. Hier ist z.B. ein
Feedbackmechanismus denkbar, weil das RBS-fretscitl Regulationselement fég3138 mit der
Deletion voncgb_16115ehlt.

AbschlieRend soll erwéhnt werden, dass im RahmesediArbeit versucht wurde, die vorhergesagte
Interaktion von cgb_ 16115 mit ¢g3138 Uber ein bereits etabliertes heterologes 2-Plas@a
Expressionssystenin vivo in E. coli mittels GFP-Translationsfusion (Urban und VogeD0?
nachzuweisen. Die erhaltenen Ergebnisse habendialigr keine neuen Anhaltspunkte Uber den
Wirkmechanismus ergeben. Es bleiben also die viedehen Hypothesen tber das Regulationsmodell
bestehen. AuRRerdem wurde eine vergleichende 2Digk&l@phorese mit den cytosolischen
Proteinfraktionen der erzeugten Deletionsmutantegb 16115 Reg$owie 4cgb_16115 Regl12Gnd
demC. glutamicurdWildtypstamm durchgefihrt. Auch hierbei haben dieine neuen Hinweise auf die
oben untersuchte bzw. andere putative Interakti@mgaben. Die dazugehorigen Daten werden daher in

der vorliegenden Arbeit auch nicht prasentiert.

112



Ergebnisse

4.4 Validierung eines neuen Attenuationsmechanismus ider Synthese aromatischer

Aminoséauren
Als letztes Beispiel soll eine kleine RNA aus delasée ,mRNA-Leader* genauer untersucht und
validiert werden. Unmittelbar stromaufwérts von de@en aroF, das als 3-Deoxy-d-Arabino-
Heptulosonat-7-Phosphat-(DAHP)-Synthase annotsgrbiefindet sich ein peptidkodierendes Transkript
cgb_11283RNA (cg4017 (Abbildung IV-23A, nachste Seite). AroEg1129 und das homologe AroG
(cg239) sind in C. glutamicumverantwortlich fir den ersten Schritt in der Biodese aromatischer
Aminosauren (lkeda, 2006) und synthetisieren Eogéf4-Phospat zu DAHP. Das im
Sequenzierungsexperiment identifzierte Transkrighb 11283 zeigt mit dem Rho-unabhéngigem
Terminator eine Lange von 154 nt und wurde zuetsér Ueine Northern Blot-Analyse validiert
(Abbildung 1IV-23b). Interessanterweise hat die Hert Blot-Analyse zusatzlich ein sehr viel langeres
Transkript ergeben, vergleichbar mit der zu erwatém GréRe demroF mRNA (~1.1 kb). Das
vorhergesagte Peptid agb_11283st 25 Aminosauren lang und enthélt ein Cluster gcei Codons flr
die aromatischen Aminosauren Phenylalanin und Tiyr@sY-F). Diese Tatsache und die Ergebnisse der
nachfolgenden Analysen lassen auf einen Attenustti@shanismus schliel3en, weshalb dieses Peptid
AroR benannt wurde. Uber Sequenzvergleiche wurdausgefunden, dass die Peptidsequenz von AroR
in verschiedenenC. glutamicum Isolaten und in den nah verwandten Spezi&sefficiens und

C. pekinensgut konserviert ist (Abbildung 1V-23c).

Um den Attenuator-Mechanismus varoR als Leaderstruktur voaroF zu validieren, wurde eingheA
Transposon-Mutante vdd. glutamicunpheA::1S6100 (Mormanat al, 2006) verwendet. DagheAGen
von C. glutamicumkodiert fur eine Prephenat-Dehydratase und istEasym verantwortlich fir den
letzten Schritt in der Biosynthese von PhenylalaBiie erzeugtgpheAMutante ist daher auxotroph fur
Phenylalanin. Um die intrazellulare PhenylalanimEentration kontrollieren zu kdnnen, wurde bei
Anzucht von C. glutamicumpheA::IS6100 in CGXII-Minimalmedium (Keilhauegt al, 1993) mit
Alanyl-Phenylalanin (Ala-Phe) Dipeptid supplemeritieFur limitierende Bedingungen wurde eine
Konzentration 0,1 mM Dipeptid gewahlt und im Ubdwsss wurde 1 mM Dipeptid eingesetzt. Nach
Isolierung der Gesamt-RNA aus beiden Kulturen, wardRT-qgPCR-Analysen mit drei verschiedenen
Primerpaaren durchgeftihrt, um den Effekt von Praeagin auf die Transkription demoF-Gens zu
messen. Diese Primerpaare befinden sich (i) intterther Leader-mRNA, die die Kodiersequenz von
AroR umfassen (i) innerhalb des GearsF, das die DAHP-Synthase kodiert und (iii) in einBereich,
der die AroR- und AroF-kodierenden Regionen Ubgtgpbbildung 1V-23d).
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Abbildung IV-23 Transkriptionelle Attenuation fuad DAHP-Synthase kodierende GaoF (cg1129.

A Die Visualisierung dereads (Hilker et al, Manuskript submittiert) aus cDNA-Bibliothek 1 ier Region
stromaufwarts voraroF zeigt dasaroR Transkript mit Rho-unabhangigem Terminator. Dienmerierten blauen
Linien reprasentieren die Regionen fir drei vermsgéne Primer-Amplifikate (i) in dearoR Region (ii) innerhalb
deraroF kodierenden Region (DAHP-Synthase) und (iii) im Begion, diearoR undaroF tberbriicktB Northern
Blot-Detektion der Leader-mRNAroR und der langemroF mRNA (~1.1 kb) Uber eine Digoxigenin-markierte
RNA-Sonde furaroR (cgb_11293in einem Gesamt-RNA-Pool von verschieden gedeas3. glutamicumATCC
13032 KulturenC Resultat und Alignment einer BLASTn-Suche mit deoR PeptidsequenD Validierung einer
transkriptionellen Attenuation varoF Gber RT-qPCR-Analysen. Die Experimente wurdenisalierter Gesamt-
RNA einer Phe-auxotrophen Mutante pheA::1S6100 v@rglutamicumATCC 13032 durchgefuhrt. Fur die
Kultivierungen in CGXII-Minimalmedium wurde unteinlitierenden Bedingungen mit 0,1 mM Ala-Phe Dipdpti
supplementiert und mit 1 mM Ala-Phe im Uberschuss.

Die RT-gPCR-Messungen haben gezeigt, dass die usttermRNA unter limitierenden Bedingungen
dieselbe Konzentration aufweist wie bei Ala-Phe{Bementation im Uberschuss. Dagegen waren die
relativen Mengen voaroF-Transkripten und voaroR- undaroF-tberbriickenden Transkripten geringer
als bei Supplementation im Uberschuss, was aufEiaeskriptionstermination in der Attenuator-Region

hinweist.
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Eine bioinformatische Strukturanalyse hat potefei®ukleotidkomplementaritaten vorhergesagt, die
eine Anti-Terminator Struktur begunstigen und dieihg der Rho-unabhéangigen Terminator-Stamm-
Schleife verhindern kénnten (Abbildung IV-24B). Dignimale freie Energie flr die Attenuatorstruktur
mit Rho-unabhangigem Terminator wurde mit 18 kcal/Mverechnet und die Faltung des Anti-
Terminators mit 22 kcal/Mol. Uber Faltung der hoowen Attenuator-Region i@. efficienswurden sehr

~

ahnliche Strukturen erhalten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung [V-24 Potenzielle Terminator-/Antiterminatorstruktur imtténuator stromaufwarts vomroF in

C. glutamicum

Die aroR Leader-mRNA ist in verschiedenen Sekundarstruktigezeigt. Nukleotide, die mit einem schwarzen

Balken unterstrichen sind reprasentieren das TF@blster der Codons Phenylalanin (F), Tyrosin (M)du

Phenylalanin (F). Nukleotide, die in Rot markieiids stellen das Stopp-Codon des AroR LeaderpeptatsA

Uberschuss von Phenylalanin fiihrt zur FormationegiRho-unabhéngigen TerminatoB. Mogliche Anti-

Terminator-Struktur bei Phe-Limitierung. Beide miégen Sekundérstrukturen wurden unter MFE-Bedingang

mit RNAShapes (Steffeet al, 2006) berechnet.

AAGGGUAGAGGGGCUGCUUUUUU

DNA
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V. Diskussion

1 Die Kombination verschiedener bioinformatorischer und experimenteller
Methoden fuhrt zur umfassenden Identifizierung vonkleinen RNA-Genen in

C. glutamicum
Seit einigen Jahren nimmt das Wissen lber die em@&adeutung von Regulationen durch kleine RNA-
Molekile in Bakterien zu. Das meiste Wissen Ubgulagorische kleine RNAs besteht fur die Klasse von
y-Proteobacteria und hier besonders flUrE. coli- und SalmonellaSpezies. Mithilfe dieser
Dissertationsarbeit wurden zum ersten Mal kleineARBENe in dem industriell bedeutenden Bakterium
C. glutamicumuber eine Hochdurchsatz-Sequenzierung (RNA-Sesptifiziert. Dieses Gram-positive
Bakterium stellt gleichzeitig auch einen Modellarganus fir die nah verwandten Gattungen der
Corynebacterinegewie z.B.MycobacteriumoderNocardiadar. Um ein mdglichst umfangreiches Bild
Uber die inC. glutamicunmkodierten kleinen RNA-Gene zu erhalten, wurdedigser Arbeit auch noch
weitere Methoden angewendet. Hierbei sind einenfsanatischein silico-Vorhersage regulatorischer
RNAs und auch Transkriptanalysen tber intergenisiting-Microarrays zu nennen. Da die Techniken
zur Hochdurchsatz-Sequenzierung von RNAs in Badterrst im Laufe dieser Dissertationsarbeit
etabliert wurden (Sittkat al, 2008; Sharmat al, 2010) ist die RNA-Seq zeitlich betrachtet eilst a
letzte Methode zur Bestimmung kleiner RNAs @ glutamicumangewendet worden (Men&t al,
2013). Zu Beginn dieser Arbeit hat die erfolgreidfadidierung der Methode von intergenischéimg-
Microarrays inE. coli (siehe Anhang) darauf schlie3en lassen, dassntidcielte Prozedur zusammen
mit dem Java-Applet IRMA (Schroeder, 2007) eineigieete Methode ist, um kleine RNAs in Bakterien
schnell und kosteneffizient zu detektierdiling-Microarrays verschiedener Auflésung und Dichtedsin
auf anderen Microarrayplattformen bereits in desbglen Studien miE. coli zur Identifizierung kleiner
RNAs zum Einsatz gekommen (Seling¢ral, 2000; Wassarmaet al.,, 2001; Tjaderet al,, 2002; Zhang
et al, 2003) und werden bis heute auch in anderen Baktg@ubliziert inCaulobacter(Landt et al,
2008), inListeria (Toledo-Aranaet al.,, 2009), inMycobacterium tuberculosi@Viotto et al, 2012), in
StreptococcugKumaret al, 2010; Patenget al, 2012) und irVibrionaceae(Ahmadet al, 2012). Der
technologische Vorsprung von RNA-Seq zur exaktemti&ang kleiner RNAs wurde jedoch schnell
deutlich (Schluteet al, 2010; Mraheilet al, 2011; Vockenhubest al, 2011; Wilmset al, 2012) und
stellt heute diestate-of-the-arTechnologie zur Identifizierung nach kleinen RNéer. Schon vor der
Durchfiihrung der RNA-Seg-Methode zur Identifizieguron kleiner RNAs irC. glutamicunmhaben also
die Ergebnisse der intergenischidimg-Microarrays auf eine rege Transkriptionsaktivitéit~10 % der
intergenischen Regionen schliel3en lassen. AuRendeem mittels einer RNAz-Vorhersage (Washettl
al., 2005) zur Suche nach konservierten Sekundataterk mit thermodynamischer Stabilitat ~600
regulatorische RNA-Kandidaten in dieser Arbeit \veydesagt, die auf Basis eines multiplem Genom-

Aligments mit den verwandte@. efficiensundC. diphtheriaeerhalten wurden.
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Im Rahmen der experimentellen Analysen mittels RIBIA-Seq- und Microarraytechnologien wurde
jeweils Gesamt-RNA au€. glutamicurZellen isoliert und weiterverwendet, die zum Zeitgt der
Probenahme in der Uberzahl Stress-Bedingungen setzgavaren. Auf diese Weise sollten so viele
kleine RNA-Transkripte wie moglich detektiert wendeda eine starke, differenzielle Expression
regulatorischer RNAs besonders in Folge von Stiessdéung auf Bakterienzellen beobachtet worden
ist (Hoe et al, 2013). Obwohl fur beide Analysemethoden jew&issamt-RNA aus gleichartigen
Kultivierungsexperimenten eingesetzt wurde, ergadh diber die vergleichbaren Signale in den
intergenischen Regionen, wie beispielsweise ftianskodierte RNAs, keine vollstandige
Ubereinstimmung zwischen den beiden experimentdiechniken. Dieses Ziel ist jedoch auch wenig
realistisch aufgrund der vielen technischer Vamgnbei der Durchfiihrung und wurde selbst zwischen

vergleichbaren RNA-Seq Experimenten verschiedelatf@men erreicht (Schlitet al, 2010).

In anderen Studien zeigte die (vergleichende) Gégenstellung von Microarraytechnologie und
Hochdurchsatz-Sequenzierung jeweils eine hoherasitBai@t im RNA-Seq-Experiment und dies vor
allem fur schwach exprimierte Gene (8ual, 2011; Sirbiet al, 2012). Schon in Vorbereitung auf die
Microarrayhybridisierungen kann die Effizienz déundfeszenzmarkierung durch die Riickfaltung kleiner
RNAs zu stabilen Sekundarstukturen negativ beessfluverden. Allerdings kénnen sich durch diese
stabilen Strukturen auch Verzerrungen in den RNA-Baten ergeben. So sind besonders die
Adapterligation, die cDNA-Synthese und die Amplifilon zur cDNA-Bibliothek von elementarer
Bedeutung. Kommt es zur Hinderung oder Bevorzuglieger Reaktionen, kann dies die tatsachliche
Hohe der Transkript-Level verfalschen. So weisemgha Transkripte eine extrem hohe Anzahl von
reads auf und erscheinen besonders gut amplifizierteenaind dagegen nur schlecht zu detektieren
(Raabeet al, 2013). Im Rahmen der intergenischen Microarrajygen in dieser Arbeit wurde die
markierte kleine RNA-Fraktion ohne cDNA-Synthesearwdirekt hybridisiert, allerdings ist hier
zusatzlich mit nicht-spezifischen Kreuzhybridisiggen zu rechnen. Im Vergleich zu den sehr kurzen
25-mer Proben auf Affimetrix ,,GeneChip“-Microarrayad einen kritischen Punkt dieser Technologie in
Bezug auf die Bindespezifitat darstellen (Vét al, 2005), ermdglichen die verwendeten 50-mer
Oligonukleotidproben wohl hhere BindespezifitdtBnsatzlich ist die Bindeeffizienz der kleinen RNA-
Transkripte an die Oligonukleotidproben auf Micrags aber auch abhéngig von den
Schmelztemperaturen der Proben, und diese varimréden verwendetetiling-Microarrays. Wahrend
fur die Signal-Variation unspezifischer Bindungersbnders die Schmelztemperaturen eine Rolle
spielen, sind fiur spezifische Bindungen auch dieamolekularen Strukturen und thermodynamische
Eigenschaften der Molekile von Bedeutung, wie zagi@éh fir NimbleGen Microarrays gezeigt wurde
(Mueckstein et al, 2010). Insgesamt konnten fir die geniom®one tBlah stabile

Reaktionsbedingungen, eine hohe Genaugkeit und, aueh in dieser Arbeit, eine hohe
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Reproduzierbarkeit nachgewiesen werden (Baetmal, 2003). Da die Reproduzierbarkeit und die
Genauigkeit haufig ein grof3er Nachteil von Micregstudien waren, wurde im Jahr 2006 das
MicroArray Quality Control(MAQC) Konsortium (Shi unekt al, 2006, 2010) gegrundet. Hier wurden
Kriterien der Qualitdts-Kontrolle anhand der Analygerschiedener Microarrayplattformen entwickelt,

um eine Standardisierung von Microarraydaten zuighehen.

Ein weiterer technischer Unterschied zwischen dgreémentellen Ansatzen der RNA-Sequenzierung
und der in dieser Arbeit gewdahlten Microarrayptatti ist folgender: Wahrend im
Sequenzierungsexperiment @ glutamicumauch cis-antisenseRNAs detektiert wurden, war dies mit
den verwendeten intergenischen Microarrays nichgliti. Die geniom®one-Plattform bietet nur fur
eine kleinere Anzahl von Oligonukleotidproben Platds andere hochauflésende Einfarben-
Microarrayplattformen (Affymetrix ,Gene Chip", llmina ,Bead Chip", Agilent ,SurePrint-Arrays").
Verglichen mit Microarraystudien, in denen nur dExpression eines reduzierten Sets von
hochkonservierten intergenischen Regionen anatysiewrde, wie beispelsweise iStaphylococcus
aureus (Pichon und Felden, 2005), geben die Microarragarpente aus dieser Arbeit jedoch einen
umfangreichen Uberblick iiber die Transkriptionsakit in allen intergenischen Regionen und kénnen
damit viele Stamm-spezifische regulatorische RNArEdnte detektieren. Insgesamt lasst sich
zusammenfassen, dass die erhaltenen Transkriptidzgenindest fur starke Signale Uber beide
experimentellen Analysemethoden gut vergleichband,siwie fir die RNA-Haushaltsgene in
C. glutamicumgezeigt wurde. Auch die Langen der bioinformatisth/orhersagen waren an dieser

Stelle gut vergleichbar.

Auf Grundlage verschiedener bioinformatischer Toalsirden immer wieder bioinformatische
Vorhersagen kleiner RNAs in verschiedenen Baktenaeternommen, irE. coli beginnend im Jahr
2001(Rivas und Eddy, 2001) und zuletzt in 2009 ftaal, 2009). Innerhalb der letzten zehn Jahre sind
dafir verschiedene bioinformatische Vorhersagen®damplementiert worden (Sridhar und
Gunasekaran, 2013). Die Ubereinstimmung der akeih vivo-Expression kleiner RNAs mit
bioinformatischen Vorhersagen war in anderen Studied anderen Bakterien dabei meist eher gering
(Arnvig und Young, 2009; Perezt al, 2009; Vockenhubeet al, 2011). Auch in dieser Arbeit ist die
Schnittmenge der mittels RNA-Seq detektierteanskodierten RNAs und gleichzeitigen RNAz-
Vorhersagen nicht besonders hoch, betragt aberimim80 %. Eine Erklarung hierfir kann sein, dass e
grundséatzlich unmdglich ist, in einem Experimeng auslésenden Umweltfaktoren zu treffen, die die
Expression regulatorischer RNAs bewirken. Andeitgsexistiert wohl auch eine gréRere Anzahl

Stamme-spezifischer regulatorischer RNAs, die aus @&@wohnen einer 6kologischen Nische eines
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Bakterien-Stammes zurtickzufihren ist bzw. diesest ermoglicht. In diesen Fallen sind
bioinformatische Vorhersagen auf Basis komparatieguenzanalysen nicht mdglich. Neben den rein
vergleichenden Genomanalysemethoden existiereneveabe-Programme, die kleine RNAs auf Basis
von Transkriptionsmerkmalen identifizieren. Hieelln die sRNAPredict-Algorithmen (Livngt al,
2005; Livny et al, 2006) bekannte bioinformatische Tools dar, dieink RNAs in konservierten
Primarsequenzen stromaufwérts von Rho-unabhandigeminatoren vorhersagen. Die SIPHT-Analyse
auf Basis des sRNAPredict Algorithmus (Livayal, 2008) ergab fu€. glutamicumjedoch nur wenige
kleine RNA-Kandidaten. Die erst vor kurzem entwitkeNAPP-Pipeline (Otet al, 2012) hat Hunderte
phylogenetisch konservierter intergenischer RegioneC. glutamicumergeben, aber nur ungefahr ein
Drittel der RNAz-Vorhersagen liegen auch in diesstiels NAPP identifizierten Regionen. Im Abgleich
mit den Sequenzierungsdatéranskodierter RNAs wurde allerdings eine vergleichb#@mezahl an
Ubereinstimmungen wie fiir die RNAz-Vorhersagen kena(ebenfalls ~30 %). Es kann also sinnvoll
sein, fur Vorhersagen kleiner RNAs in einem Bakieriverschiedene bioinformatische Methoden
anzuwenden. Weiterhin sollte mdglichst immer eixpeeimentelle Validierung zur Bestatigung der
potentiellen kleinen RNAs vorgenommen werden und Emmittlung der exakten Start- und Stopp-

Positionen.

2  RNA-Seqg-Daten erlauben aufgrund ihrer Einzelnukleoid-Auflésung die

prazise Bestimmung von Eigenschaften kleiner RNA#iC. glutamicum

Ein bedeutende Eigenschaft der RNA-Seq-TechnikAnalyse von Transkriptomen ist, dass sie sich zur
Bestimmung von Transkriptionsstarts eigenet (Shareta al, 2010). Die Anreicherung von
Primartranskripten wird mittels enzymatischer Bettang der isolierten RNA-Proben erreicht. So fuhrt
die RNA-Seqg-Technologie zur simultanen und exaBestimmung von Tausenden Transkriptionsstarts,
die fruher Uber 5 RACE répid amplification of cDNA endls (Frohman, 1993) einzeln und
arbeitsaufwendig bestimmt werden mussten. Der &nsath Sharmat al. wurde auch in dieser Arbeit
in C. glutamicumdurchgefiihrt. Trotzdem ergeben sich in der Priradsgkript-angereicherten cDNA-
Bibliothek noch eine Vielzahl voreadskleiner RNA-Transkripte, die wahrscheinlich Gbazgmatische
Prozessierung entstanden bzw. aus Degradierungssez hervorgegangen sind und nicht effizient
genug Uber die enzymatische Exonuklease-Behandhurg Anreicherung von Primartranskripten
abgebaut wurden. So werden beispielsweise nur gsrée und degradierte Transkripte durch das
verwendete Exonuklease-Enzym abgebaut, die eiMoBophosphat-Gruppe aufweisen, Transkripte mit
einer 5"-Diphosphat-Gruppe dagegen nicht. Aus di€aginden mussten in der vorliegenden Arbeit zur

Bestimmung der putativen Transkriptionsstarts ldelRNAs einige Filterschritte auf die erhaltemeads
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der Sequenzierungs-Daten angewendet werden. Hietvibede ein an die GroRe des Datensets
angepasster Anstieg vaeadStarts von einer Position auf die nachste als &tbawert fir einen
putativen TSS eingesetzt. Im Anschluss daran wgtdemaufwarts aller putativen TSS Uber eine
silico-Analyse nach zugehdrigen Promotoren gesucht. Eiieviorde die bereits bekannte priméare SigA-
Promotorsequenz verwendet (Patek und NeSvera, 20Dl erweiterte und besonders gut
konservierte -10-Region dieser SigA-Konsensussegugarde gerade kirzlich in einer Gesamt-
Transkriptom-Sequenzierung bei Uber 2000 GenendtigisiPfeifer-Sancaet al, 2013). Zusatzlich
wurde nach Ubereinstimmungen mit der SigH-Prometprenz (Buschet al, 2012) gesucht, denn von
diesem ECF-Sigmafaktor liegen bisher die meistdartmationen tber Promotorsequenzen vor. Da die
Erkennungssequenz von SigH-Promotoren eine hohelichkeit zu den der vier anderen ECF-
Sigmafaktoren inC. glutamicumaufweist (Patek und NeSvera, 2011), ist eine exaktordnung der
Promotor-Abhangigkeit nicht méglich. Es lasst siebtstellen, dass die Anzahl regulatorischer kleine
RNAs, die von einem ECF-ahnlichen Sigmafaktor algeéinsowonhl flrcis-antisensals auch flitrans

kodierte RNAs sehr gering ist.

Zum Zeitpunkt der RNA-Seg-Auswertung kleiner RNAs €. glutamicumlag noch keine Gesamt-
Transkriptom-Sequenzierung mit definierten UTR-Lémgler proteinkodierender Gene vor, diese wurde
erst vor kurzem publiziert (Pfeifer-Sancetr al, 2013), wobei allerdings speziell fuir RNAs > 200
untersucht wurden. Daher wurden die putativen kleRNAs flr diese Arbeit Gber ihre relative Positio
zu den annotierten CDS trans und cis-antisenséodierte RNAs klassifiziert. Ein &hnliches Vorgahe
wurde auch in in anderen Studien gewahlt (DiChatral, 2010; Schliteet al, 2010). Wie in dieser
Arbeit wurden kleine RNAs bisher #is- undtrans-kodierteantisensdRNAs eingeteilt bzw. klassifiziert,
und die daraus abgeleitete Funktionalitat der kieiRNAs war zumeist eindeutig. Vor kurzem aber
wurde zumindest in Archaeen das Paradigma einenggn Grenze zwischaris- und trans-kodierten
kleinen RNAs Uberraschenderweise in Frage gesHilit: wurden inMethanosarcina mazealie ersten
Funktionen einer kleinen RNA in Archaeen aufgek(@tassect al, 2013). Diese Studie hat ergeben,
dasssRNA162mit den 5"-Bereichen von zwei Ziel-mRNAs interagjiend dabei in einem Fall atgs-

antisenséRNA und im anderen Fall imansauf eine entfernte mRNA wirkt.

Auch bei der Bestimmung der 3"-Enden mithilfe deg&nzierungs-Daten fir die cDNA-Bibliothek 2

wurde ein manueller Schwellenwert zur Detektionegts Nach einer anschlieenden Langen-Analyse
reprasentiert die Klasse der mRNA-Leader wie emtalie langsten Transkripte. Dieses resultiert wohl
auf der fortlaufenden Polymerisation bis in die eudrige CDS beim Zeitpunkt eines Abbruchs der

Transkription. Interessanterweise wurde in deni@genden Daten flgis-antisens&NAs (asRNAS), die
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direkt gegeniber der CDS von mRNAs kodiert sindediesonders kurze Transkriptlange festgestellt.
Dieser Unterschied wurde in der Studie von Schlited Mitarbeitern nicht beobachtet, wobei die
Sequenzierung hier auf dem 454-System (Roche, B8shkiveiz) durchgefuhrt wurde (Schllral,
2010). Verglichen mit kleinen RNA-Genen in andeBakterien wurde irC. glutamicumeine kiirzere
Durchschnittslange fir kleine RNA-Gene erhalten,swihnlich auch inStreptomyces coelicolor
festgestellt wurde (Vockenhuberet al, 2011) und im Gegensatz zum vorliegenden
Sequenzierungsexperiment in dieser Arbeit (lllumi@a lIx-System) ebenfalls auf Basis des 454-
Systems von Roche erhalten wurde. Die geringe AnaahVorhersagen mit dem SIPHT-Tool (Livey

al., 2008) hat dies schon vermuten lassen: Der Vietglger in der Sequenzierung detektierten kleinen
RNAs mit einer Vorhersage Rhp){unabhangiger Terminatoren ergeben, dass wenige2s% der
trans-kodierten kleinen RNAs von einer solchen Termingttaktur gefolgt werden (Mengt al., 2013).
Besonders die Anzahl der asRNAs, auf die ein Rrabbangiger Terminator folgt, ist marginal. Eine
ahnliche Beobachtung wurde auch in einer Studievitbitio splendiduserhalten (Toffano-Niochet al,
2012). Diese Tatsache passt zu der BeobachtundPetars und Kollegen im Jahr 2009, die in einer
genomweiten Analyse i&. coli p-abhangig terminierte Bereiche in mehreren hungalien beobachtet
haben, und zwar intergenisch am 3"-Ende von klemegulatorischen RNAs, fir stabile tRNAs und
intragenisch fur kleinantisenseFranskripte (Peterst al, 2009). Vor kurzem wurde ebenfallskn coli
gezeigt, dass dgsProtein in der Tat die Hauptrolle in der umfassanétUnterdriickung voantisense
Transkription spielt und dies in Abh&ngigkeit voairem Cofaktor NusG (Peteet al, 2012). Die
Termination des kleinen RNA-Transkriptegb_00105 das keine eindeutige Terminatorstruktur zeigt
und damit mdglicherweise in Abhangigkeit vgnaProtein terminiert wird, konnte in dieser Arbehdi

eine Northern Blot Analyse bestatigt werden.

Es wird deutlich, dass die erhalteneadsnach einem durchgefiihrten RNA-Seq-Experiment sgte
groBe und komplexe Menge von Informationen beiehalt Dies beruht darauf, dass der
Transkriptionsmechanismus in Bakterien wesentliomfilexer ist als lange Zeit angenommen wurde
(Thomason und Storz, 2010). Daher sollten RNA-SehelRten zur Detektion kleiner RNAs immer
sorgfaltig analysiert werden, um die relevantenn&ig von moglichen Falsch-Positiven-Signalen
abgrenzen zu konnen. Man muss allerdings davonehasg dass aufgrund der angewendeten
Filterschritte auch einige echte kleine RNAs mitypmschen bzw. unbekannten Promoren verloren

gehen.
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3  Die Verknupfung der Ergebnisse verschiedener Tranglptanalysemethoden
eignet sich zur Bestimmung spezifischer Expressiomaister trans-kodierter
RNAs

Die mithilfe der neuen NGS-Sequenzierungstechnetogiroduzierten Daten weisen den bisher grof3ten
Informationsgehalt fir die Transkriptom-Forschunigefihaupt auf. Dem fundamentalen Aspekt des
experimentellen Designs sowie der statistischenlyseaund Auswertung der produzierten RNA-Seg-
Daten wurde jedoch einige Zeit lang wenig Aufmenkkeit geschenkt, und besonders die Schritte zur
gquantitaven Auswertung sind bisher nicht standadisDie entsprechenden Methoden werden aber
zunehmend entwickelt (Cheat al, 2011; Garbeet al, 2011). Ein statistisches Modell zur Abschéatzung
der Transkriptmengen wurde von Trapnell und Mitddre aufgestellt und in dem Programm Cufflinks
implementiert (Trapnekt al, 2010). Aus der Microarraytechnologie ist ein atlzsbekannt, der externe
spike-inKontrollen zur Normaliserung von Transkriptmengesrwendet (Yang, 2006). Dieser Ansatz
wurde auf RNA-Seq-Experimente Ubertragen und hanitdezur quantitativen Auswertung von
Sequenzierungs-Daten sowohl in Eukaryoten (Mortagtal, 2008) als auch in Prokaryoten (Waetg
al., 2011) gefuhrt. Zur Analyse der differenziellexpEession kleiner RNAs ist es aus den oben
genannten Grinden aber weiterhin sinnvoll, auche@ne@tablierte Methoden anzuwenden. In diesem
Zusammenhang sind aber auch die vergleichsweisenhidbsten als wesentliches Kriterium zu nennen,

die bei der Durchfiihrung von RNA-Seq-Experimentamer noch entstehen.

Als eine gut etablierte Methode zur Transkriptasalist die Northern Blot-Methode zu nennen, die fiir
einigetrans-kodierten RNAs auch in dieser Arbeit durchgefiirde und bisher zur stichprobenartigen
Validierung in nahezu jeder Analyse zur Suche nétinen RNAs auch in anderen Bakterien
durchgefuhrt wurde. Northern Blot-Analysen fur alleu detektierten kleinen RNAs durchzufihren wére
jedoch sehr zeitaufwendig. Wie auch in dieser Arlggizeigt, werden heute relativ kostengunstige
Microarrayanalysen  mit  RNA-Seq-Experimenten  komdnipi um  Experiment-spezifische
Expressionsmuster der kleinen RNA-Transkripte atelien (Schltteet al, 2010; Phillipset al, 2013).

In dieser Arbeit wurden kleine RNAs mittels Sequenmg aus einem RNA-Gemisch detektiert, das aus
Zellen  verschiedener Kultivierungsexperimente sté&gnm Um  die  Experiment-spezifische
transkriptionelle Aktivitat speziell der intergecislokalisierten kleinen RNAs in grof3erem Umfang zu
untersuchen, wurden die Sequenzierungsergebnisse den Experiment-spezifischertiling-
Microarrayanalysen verglichen. Wie im Ergebnisiiéser Arbeit gezeigt, kbnnen Uber Datenbank-
Abfragen nun speziell fur die intergenisch detelgie kleinen RNAs Expressionsmuster aufgestellt
werden. Um dies zu verdeutlichen, wurden an diStetle 106 transkodierte kleine RNAs mit

mindestens deutlichen Transkriptsignalen in mirglesteinem Experiment in das Netzwerk-Tool
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NodeXL (http://nodexl.codeplex.com) zur Erstellueines Graphen importiert, was eine nutzliche
Methode zur Visualisierung groRerer und vergleiceb@atenmengen darstefftzur Erstellung der
folgenden Abbildung V-1 wurde ein Algorithmus vendet, der einen ungerichteten Graphen mit
Mehrfachkanten visualisieren kann (Harel und Ko2890). Die Menge der Knoten ist definiert Uber die
transkodierten RNA, wobei jeweils die Anzahl abgehenHanten dartiber Auskunft gibt, in welchen
Experimenten die kleine RNA aufgetreten ist. Zurfathen Darstellung wurden die Knoten je nach
Anzahl der abgehenden Kanten farblich markiert. Netzwerk-Graph wird deutlich, dass in dieser
Untermenge von 106 RNAs mit deutlichen Transkriptaien auffallig wenige spezifisch in einem
Experiment auftreten (schwarze Knoten). Die Expenta mit Diamid- und Kéalte-Stress zeigen jeweils
mit einer Anzahl von 11 schwarzen Knoten die meisteinskodierten RNAs mit spezifischer
Expression auf. Insgesamt sind 24 der kleinen RMAallen Experimenten vertreten (rote Knoten), zu
denen auch alle RNA-Haushaltsgene gehdren. Intaressveise finden sich die meisten gemeinsamen
Signale zwischen zwei Experimenten (jeweils gruneotén) mit 14transkodierte RNAs in den

Experimenten bD,- und Diamid-Stress.
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Abbildung V-1 Netzwerk-Graph einer Untermenge vimanskodierten RNAs, die in den durchgefuhrten
Experimenten transkriptionell aktiv waren.

Der Graph nach D. Harel und Y. Koren (Harel undéfgr2000) zeigt Knoten, die stellvertretendtfans-kodierte
RNAs stehen. Die abgehenden Kanten zwischen denemeprasentieren dabei die Anzahl von verschieden
Experimenten, in denen die kleine RNA mit mindeste@mem deutlichen Transkriptsignal aufgetreten 4sir
Visualisierung wurden die Knoten farbig markierth@arz: Signal spezifisch fur ein Experiment; grizmei
Experimente; blau: drei Experiment; gelb: vier Bxpente; lila: funf Experiment; rot: alle Experinten Das
Diagramm wurde mit NodeXL (hodexl.codeplex.com}eaits

3 In der Graphentheorie ist ein Gragh (V, E) eine abstrakte Struktur, die eine Menge WsnObjekten
(Knoten oder Ecken) mit den zwischen diesen Objekistehenden Verbindunger(Kanten) reprasentiert, wobei
die Kanten gerichtet oder ungerichtet sein kdnnen
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Bakterienzellen sind in ihrer Umwelt haufig® oder anderen reaktiven Sauerstoff-Spezies auggieset
Dieser oxidative Stress bedeutet fur die Zellergssdiam den Proteinen Cysteine zu Disulfid-Briicken
oxidiert werden, und dies fuhrt zur InaktivierungnvProteinen. Aber auch DNA und Lipide kdnnen
geschadigt werden (Stoet al, 1990). Daher gibt es in Bakterien ein kompleS8gstem der zellularen
Redox-Homdostase, das die Expression von Antiosida@nen wie Superoxid-Dismutasen (SOD),
Peroxidasen und Katalasen reguliert (Aslund undk®ah, 1999). Das in dieser Studie verwendete
Diamid reagiert generell mit freien Thiolen in d8akterienzellen. Die Produkte dieser chemischen
Reaktion erzeugen nichtnatirliche Disulfid-Bricksowie ein Hydrazin-Derivat im Cytoplasma und
stellen somit Disulfid-Stress fiir die Zellen dars{dnd und Beckwith, 1999). Da Thiol-oxidativer Sge
als eine Unterkategorie von oxidativem Stress lobneit werden kann, sind die erhaltenen
Gemeinsamkeiten fur die Expression kleiner regutber RNAs in den beiden Experimenten mit
Diamid und HO, nachzuvollziehen. Unter oxidativen Stressbedinganm E. coli spielt neben dem
Redox-sensitiven Protein SoxR auch OxyR eine bedelet Rolle (Aslund und Beckwith, 1999). OxyR
stellt gleichzeitig einen Transkriptions-Aktivataus der LysR-Familie von Regulatorproteinen dar,
vermittelt als solcher die oxidative Stress-Antwaind induziert auch die kleine RNA OxyS (Altuea
al., 1998). Uberraschenderweise wurde vor kurzemigezatass OxyRdg2109 in C. diphtheriaeund

C. glutamicumals Repressor fungiert (Kim und Holmes, 2012)dieser Arbeit konnte zudem kein

OxyS-Homolog inC. glutamicungefunden werden.

Das Homolog der aus Actinomyceten bekannten 6C Ridiyte jeweils starke Bandensignale im
Northern Blot und wurde mittels déifing-Microarrays mit sehr deutlichen Transkriptsignaierallen
Experimenten detektiert (abgelsldak roter Knoten in Abbildung V-1). Bis heute gibt ms$ wenige
Hinweise auf die Funktion der 6C RNA [@. glutamicum wogegen inStreptomyces coelicolagine
gesteigerte Transkription der 6C RNA wahrend desr@pation ermittelt wurde (Swiercet al, 2008).
Vor kurzem wurde allerdings gezeigt, dass die 6CARN C. glutamicumin das GIxR-regulatorische-
Netzwerk involviert ist (Jungwirtlet al, 2013). GIXR ist als globaler Regulator des Kokteffquellen-

Metabolismus und von Energie-Umwandlungsprozesskarint.

Aufgrund der Ergebnisse der Microarrayexperimeatees nun mdaglich, die spezifische Expression fur
die Halfte aller klassifiziertetrans-kodierten RNAs zu Uberprifen. Die Tatsache, dasgarbereitung
auf die Hybridisierung der intergenischilimg-Microarrays ohne reverse Transkription gearbeitaide,
kann fur die quantitative Auswertung der erhalteSBegnale vorteilhaft sein. Es soll an dieser Staber
erwahnt werden, dass sich quantitative AussagendibeMicroarraysignale als problematisch erweisen.
Aus statistischer Sicht wurden nicht ausreicheredevMicroarrayreplikate hybridisiert, bzw. es wurde
keine Referenz-Probe oder extespke-inKontrollen mitgefuhrt (Yang, 2006). So konnte auehne
statistische Analyse der erhaltenen Signale enfol@eim Vergleich von Microarraysignalen einzelner

trans-kodierter RNAs mit den Northern Blot-Signalestarkewurde unter den vergleichbaren
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experimentellen Bedingungen meist eine ahnliched€en erhalten. Insgesamt wird angenommen, dass
sich die Ergebnisse défing-Microarrays aus dieser Arbeit zumindest zur ergp@ben Einschatzung

Uber quantitative Aussagen zur Experiment-speriéiadExpression kleiner RNAs eignen.

4  Cisantisense RNAs sind inC. glutamicum zahlreich vorhanden und bei
proteinkodierenden Genen bestimmter funktioneller Kassen haufiger

anzutreffen
In den Daten der intergenischéfing-Microarrays erschienen die vielen Signale, diacyleeitig in
beiden Strangen im Bereich der 5-UTRs und 3"-UV&s CDS auftraten zunachst noch ratselhaft und
wurden zum Teil auf Kreuzhybridisierungen zurtckipet. Solch &hnliche Beobachtungen wurden auch
in anderen Studien zur Detektion kleiner RNAs nstt#ling-Microarrays auf anderen Plattformen
gemacht, beginnend filt. coli (Wassarmaret al, 2001) bis zuletzt ilisteria monocytogengd oledo-
Aranaet al, 2009). Eine extensive Transkription entisenseStrang proteinkodierender Gene konnte
aber dann Uber RNA-Seq-Experimente in verschiedddakterien bestatigt werden, und heute ist
bekannt, dassis-antisensé&RNAs einen grundséatzlicher Bestandteil der Trapskn in Bakterienzellen
darstellen (Lasat al, 2011). Auf Basis der Ergebnisse dieser Arbedritbeine RNAs irC. glutamicum
kann zusammengefasst werden, dagsantisense RNA-Gene auch in diesem Gram-positiven
Actinobakterium zahlreich vorhanden sind und in 9d43ller annotierten proteinkodierenden Gene zu
finden sind (Mentzt al, 2013). Dieser Wert gibt allerdings nur den Anten kleinen RNAs wieder, die
direkt entgegengesetzt zu einer CDS starten undieiser Arbeit sicher alsis-antisensddentifiziert
werden konnten (asRNAs). In vorhergegangenen Studiiierte der Anteil von Genen, die durch
asRNA-Transkription gekennzeichnet sind, in vemsdbéhen bakteriellen Genomen recht stark und war
am gréf3ten mit >46 % iRlelicobacter(Sharmaet al, 2010). Die erste asRNA i@. glutamicumwurde
stromaufwarts voncgl935 detektiert (Zemanovaet al, 2008) und Uberlappt die mRNA des
Regulatorproteins der GntR-Familie &mtisenseRichtung. In dieser Arbeit wurden weitere asRNAS i
C. glutamicum identifiziert, die gegentber von Transkriptionsregoren lokalisiert sind, z.B. in
antisenseRichtung voncysR (cg015¢ und sufR (cg1756) die in die assimilatorische Sulfatreduktion
involviert sind (Ruckertet al, 2008) und eine Rolle bei der Abwehr von Thioldativem Stress
(Nakunstet al, 2007) spielen. AuRerdem wurden asRNAsaamRGen €g173§ (Krug et al, 2005) und
anderen Mitgliedern der TetR-Familieg686; cgl30B beobachtet. Ebenso wurden die folgenden
Regulatorgene mitintisenselranskription identifiziert: SugRc@2115 als Regulator der Gene des
PEP:Zucker-Phosphotransferasesystems (Engels uneli¥¢h, 2007; Gaigalaet al, 2007), NdrR
(cg2113 als Regulator der Desoxyribonukleotid-Reduktidochmanret al, 2009), PcaOcg2627)als
Aktivator der Gene des Ketoadipat-Metabolismus (Ztzal, 2010), FarRqg3203 als transkriptioneller
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Regulator der Gene des Stickstoff-Metabolismus gdkmet al, 2007) und zwei Mitglieder der HTH_3-
Familie €g1392; cg204p

Basierend auf dem eggNOG-Klassifikationssystem diihologe Gene (Jensest al, 2008) hat die
Analyse von asRNAs dieser Arbeit ergeben, dassedi@sinskripte inC. glutamicumanscheinend
haufiger in Genen auftreten, die eine FunktionanBiogenese der Zellhille und im Prozess der Prote
Sekretion haben. Es existieren jedoch Hunderte kigren Transkripten irantisenseRichtung von
proteinkodierenden Sequenzen @ glutamicum,und ihre Funktionen mussen im Einzelnen noch
aufgeklart werden. Bisher konnte herausgefundemeaverdass asRNAs den Level von Transkriptions-
Regulatoren, metabolischen, toxischen und Virulemigmen beeinflussen sowie Transposasen
reprimieren kdnnen (Thomason und Storz, 2010). dirne@nnenantisensel ranskripte in Bakterien die
Stabilitéat ihrer Ziel-mRNAs verandern, und zwar veeder tber Erzeugung oder Blockierung von
Ribonukleasen (Gerdest al, 1992; Opdykeet al, 2004; Lee und Groisman, 2010). In diesem
Zusammenhang konnten Lasa und Mitarbeiter fir Wedene Gram-positive Bakterien zeigen, dass
UberlappendantisenseTranskripte doppelstrangige Substrate flr den Albba RNaselll erzeugen und
dadurch viele kleine RNAs (~20 nt) generieren (Lessal, 2011). Dieser Prozess stellt moglicherweise
einen genomweiten posttranskriptionellen Mechanssdar, um mRNA-Level anzupassen (ebd.). Andere
Studien haben ergeben, dass asRNAs durch ihre Bindur Termination der Transkription flhren
kénnen (Brantl und Wagner, 1994; Stark al, 2007) oder dasantisenselranskription an der Ziel-
MRNA einen veranderten Zugang zur ribosomalen Bitedle bewirken und damit die Translation
regulieren kann (Hernandezt al, 2006). Im Prozess der transkriptionellen Intenfie kommt es
aufgrund der simultandn vivo-Aktivitat der Promotoren bzw. der konvergentenriBiaiption imsense
und antisenseStrang zur Konkurrenz der RNA-Polymerasen, wodutizh Aktivitdt des schwécheren
Promotors durch die des Starkerertimunterdrickt wird (Callert al, 2004, 2005). Auf Grundlage der
vorliegenden Arbeit wurde eir@s-antisenseRNA detektiert, fur die ein Mechanismus transkapeller
Interferenz auch irC. glutamicumgezeigt werden konnte, und zwar firgC (cg158Q (Petriet al,
Manuskript in Vorbereitung). Im Bereich nahe de€hdes deargC mRNA liegt imantisenseStrang

die asRNAcgb_15805 die in Anlehnung daraasaC RNA benannt wurdeafitisensezu argC) und
~90 nt lang ist (ebd.). Die in entgegengesetzteht®ing liegenden Promotoren vargC und vonasaC
fiihren zu Transkripten mit einer Uberlappung vomefiahr 90 nt, was der erhaltenen GroRe fiir die
asRNA entspricht. Transkriptionelle Analysen nachr Zerstérung desantisenseRromotors und
Uberexpression von AsaC auf einem Vektottrams haben ergeben, dass die Transkription aogC
durch Transkription von AsaC beeintrachtigt wirdduhass der Mechanismus dahinter transkriptionelle
Interferenz ist (ebd.). Auch in anderen Organismestieren Beispiele transkriptioneller Interferena
Regulation der Genexpression: In Bakteriophagerd{Dad Egan), in Prokaryoten (Waegal., 1998),

in Hefen (Hongat al, 2006) und Saugetieren (Martianetval, 2007).
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5  Funktionelle Analysen dertrans-kodierten RNA cgb_16115 lassen auf eine
Interaktion mit ppmA (cg3138) schlieRen und deuten auf weitere Regulationen

Im Zusammenhang mit Metall-lonen-Transport hin
Der Untersuchung einigaranskodierter RNAs mittels Northern Blot-Analyse hathweise zwei oder
mehr Signale ergeben. Im Fall vargb _20715ist Reifung oder Degradierung Uber Endo- oder
Exoribonukleasen wahrscheinlich, da kein zusatelicRromotor identifiziert wurde. Flogb 16115
wurde allerdings ein zweiter Promotor detektierd fiihrt speziell zur Expression von Stamm-Schigife
bzw. der Interaktionsregionen 2 und 3. Bisher &ktamnt, dastranskodierte RNAs wie DsrA irkE. coli
mit verschiedenen Ziel-mRNAs spezifisch durch wibiedlichen Substrukturen bzw. Stamm-Schleifen
interagieren konnen (Leas¢ al, 1998). Die Expression einer einzelnen Substrusdier kleinen RNA
von einem zusatzlichen Promotor wurde aber nochtreobachtet. Dartiberhinaus steht der zweite
Promotor voncgb_16115nicht wie der erste in Abhéngigkeit von dem priemaSigmafaktor SigA aus
C. glutamicumsondern besitzt Ahnlichkeiten mit einem SigH bBCF-ahnlichen Promotor. Gene, die
eine Abhéngigkeit von SigH-Promotoren zeigen, worden Zusammenhang mit der Antwort auf
oxidativen Stress oder Hitze-Stress beobachtetdEhial, 2009; Buschet al, 2012). Da unter diesen
genannten Bedingungen kein auffllig starkes Basideal im Northern Blot-Experiment beobachtet
wurde, ist also eher eine Abhangigkeit von einemeaen ECF-Sigmafaktor zu vermuten, fur welche
recht ahnliche Erkennungssequenzen beobachet wengiiPatek und NeSvera, 2011). Diese Annahme
wird verstarkt durch die Tatsache, dass der hoddmrerte Bereich mit Uber 80 %
Nukleotidwahrscheinlichkeit in der -35-Region miGGAT" anders lautet als fur SigH-abh&ngige
Promotoren (,GGAA®) und damit von der bekanntenF&igromotor Konsensussequenz leicht abweicht.
Erst kirzlich wurde von Busche und Mitarbeiternmetet, dass gerade eine Anderung an dieser vierten
Position zur spezifischen Erkennung eines ande@f&gmafaktors beitragt. So wird an dieser Pasitio
ein ,C" fur Promotoren vermutet, die in Abhangigkebn SigE stehen (Tobias Busche, personliche
Mitteilung). Wie in dieser Arbeit durchgefihrt, nidces furcgb _16115im Rahmen funktioneller
Analysen Sinn, nicht die gesamte regulatorische Rig#. alle ihre Interaktionsregionen zu deletieren,
sondern einzelne Interaktionsregionen zu deletjemem so mehr Informationen Uber die Funktion(en)
dieser speziellen kleinen RNA zu erhalten. In deeegten partiellen Deletionsmutacgh 16115 Regl
wurde dabei der SigA-abhangige Promotor erhalted €ithrt nun speziell zur Expression der

Interaktionsregionen 2 und 3.

Aktuell werden immer wieder neue bioinformatiscliedgfamme entwickelt, die sich zur Vorhersage von
Ziel-mRNA regulatorischer RNAs eignen. Verlasslicie silico-Vorhersagen erweisen sich als
kompliziert, denn im Gegensatz zu eukaryotischenRNWis mit definierter L&nge und

vollkomplementéren seedPaarungen weisen bakterielle regulatorische RNAise e extreme
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Heterogenizitat in ihrer Grol3e sowie Struktur aofl ibesitzen nur teilweise Komplementaritaten mit
ihrer Ziel-mRNA (Papenforet al, 2010). Die aktuellen Vorhersage-Tools basienetweder nur auf
Basenpaarkomplementaritaten (Tjaden, 2008) odeitzilish thermodynamischen Modellen (Buseth
al., 2008; Eggenhofest al, 2011) und seit kurzer Zeit auch auf Kriterierylpigentischer Konservierung
(Wright et al, 2013). Trotz kontinuierlicher Verbesserung deworhérsage-Algorithmen, wie
beispielsweise die Beriicksichtigung der Zugangkdahé#ter Interaktionsregion, werden jeweils aucleein
Anzahl falschpositiver Vorhersagen berechnet. Soaisch in dieser Arbeit die hohe Anzahl von
Vorhersagen flicgb_16115zu erklaren, die auf verschiedenen Algorithmeruben. Sicherlich findet
nur ein Bruchteil der in dieser Arbeit erhalteneielbrhersagen flicgb _16115auchin vivo statt.
Mdglicherweise gibt ein vivo auch Interaktionen, die Uber die bioinformatissharhersage gar nicht
oder nur mit schlechten p-Werten berechnet wurddh,weil fiir die entsprechende Interaktion noah ei
unterstitzdes Helferprotein wie Hfq (Valentin-Hamsé al, 2004; Sopeet al., 2010), StpA (Waldsicbkt

al., 2002), HU51 (Balandinat al, 2002) oder H-NS (Deighaet al, 2000) bendétigt wird. In dieser
Arbeit wurde speziell nach putativen Interaktioggpeen in den 5-Bereichen von mRNAs gesucht.
Mdglicherweise kommt es aber auch zu Interaktiongh anderen Bereichen von mRNAs. Solche
Mechanismen wurden allerdings fiiians-kodierte RNAs noch nicht beschrieben. Insgesargjt z&ch,
dass ein groRerer Teil bereits bekannter und expatiell bewiesener RNA:RNA-Interaktionen von den
Programmen exakt berechnet wird (Buseh al, 2008; Tjaden, 2008). Daher konnen sich Uber
sorgféltiges Analysieren der bioinformatischen \@dagen Hinweise auf eine bisher unbekannte
RNA:RNA-Interaktion ergeben wie beispielsweisefigrobacteriumtumefaciengezeigt (Wilmset al,
2011). Die Tatsache, dass in dieser Arbeit die 2ZwBNAs vanK und ppmA mithilfe von allen drei
Zielvorhersage-Programmen detektiert wurden, ddunteliesen Fallen besonders auf eine tatsachliche

in vivo-Interaktion mitcgb_16115in.

Die transkodierte RNAcgb_16115st in einer genomischen Region lokalisiert, im dee umliegenden
Gene fir Proteine kodieren, die eine besondereeRmdi der Zellteilung spielen. Das stromaufwarts
liegende GenparA2 (cgl61Q kodiert fiur ein Protein, welches in Abhangigkein ATP an der
Verteilung der genetischen Information vor der @dling beteiligt ist (Bignell und Thomas, 2001).
AulRerdem liegscpA(cgl61) direkt stromaufwarts der kleinen RNA uadpB (cg1614jn der ndheren
Umgebung, welche als Proteine beide in Wechselwgh. subtilismit dem SMC-Proteinstructural
maintenance of chromosome projeireten und damit eine ebenso wichtige Rolle leeikKlondensation
und Segregation der Erbinformation spielen (Vollaival, 2003). Direkt stromabwarts auf die kleine
RNA cgb_16115folgt in entgegengesetzter Orientierung das Ggt612 Zu diesem Gen sind bisher
keine experimentellen Informationen vorhanden, ahehand einer Datenbank von konservierten
Doménen (Marchler-Bauet al, 2011) wird angenommen, dass es sich bei demuRredncgl612um

eine Acetyltransferase handelt.
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Vermutlich ist aber eine Funktion der kleinen RNgb_16115nicht direkt von ihrer Lokalisierung im
Genom abzuleiten, denn die erzeugten Deletionssgaaergten keine Veranderung im Zellwachstum
und auch keine sichtbaren Veranderungen der Zg#lader Zellteilung auf den Mikroskopiebildern, die
in dieser Arbeit aufgenommen wurden. Trotzdem sthgie Auswirkung des Fehlens der kleinen RNA
auf das Transkriptom in den meisten durchgefiilcBNA-Microarrayexperimenten enorm grold zu sein.
Multiple Regulationen durctrans-kodierte RNAs wurden schon beschrieben. Fir cdéenkl RNA GebV

in Salmonellawurde ein beeindruckend grof3es post-transkripiesmidregulon aufgedeckt, das in die
Regulation von ~1 % aller Salmonellen-Gene invahigt (Sharmaet al, 2007; Sharmat al, 2011). In
den Ergebnissen der cDNA-Micorarrayexperimenteelassich jedoch primare Effekte durch direkte
Interaktionen mit der kleinen RNAgb_16115nicht von sekundaren Effekten unterscheiden, iie s
beipielsweise durch Auswirkung auf Proteinregulamoergeben kdénnen. Deutlich wird jedoch, dass in
allen prasentierten Microarrayexperimenten der fimestamme im Vergleich zur@. glutamicum
Wildtyp das GenppmA (cg313§ mit erhohten M-Werten aufgefallen ist, wobei jdwealie gesamte
Transkriptionseinheit mit den Geneg3139und cg3140auch signifikant verandert war. Hiermit wird
also zusatzlich zu den bioinformatischen Zielvoshgen ein weiterer Hinweis fiir eine Interaktion von

cgb_16115und wie vorhergesagt mit deren Stamm-Schleifaifldercg3138mRNA geliefert.

Genfunktionen konnen fippmA anhand von Sequenzhomologien mithilfe d&onserved Domain
Database(Marchler-Bauert al, 2011) vorhergesagt werden. So kann eine HomwlpgischerppmA
und einer Doméne Flotillin-&hnlicher Proteine idkziert werden. Viele dieser Proteine sind als
Mikrodoménen in der Zellmembranlipfd rafts) lokalisiert und koénnen als Bestandteile von
Multiproteinkomplexen an einer Vielzahl von physigischen Prozessen beteiligt sein (Langhetstl,
2005). In einer Studie von Fischer und Mitarbeitaus der Arbeitsgruppe von A. Poetsch wurde die
Membran-Protease UntereinhgipmA als reichlich abundantes integrales Membranprotitektiert
(funfte Stelle in Bezug auf die relative HaufighdiFischeret al, 2006). Zudem haben vorangegangene
Microarrayanalysen haben ergeben, dagsl38vom dualen Transkriptionsregulator Cysi®/@156 des
Schwefel-Metabolismus reprimiert wird (Ruckest al, 2008). Es ist aul3erdem Uber verschiedene
Stimulons mit stark erhéhten M-Werten (bis +3,9jgetallen, und zwar (i) nach Deletion des Zur-
Regulators inC. glutamicum(cg2502 Untergruppe Fur-Regulatoren), das den Schligpdaor der
Zink-Homd@ostase darstellt (Schroddral, 2010), (ii) nach Deletion des dualen Transkoipsregulators
DtxR, der in das globale regulatorische Netzwerk Hesen-Metabolismus involviert ist (Brum al,
2006), und (iii) nach Deletion des Zwei-Komponestgiems MtrAB (Mokeret al, 2004). Alle
M-Werte dieser genannten regulatorischen Proteind 1 den Microarrayexperimenten allerdings
unauffallig geblieben. Zu dem Gexg3139und seiner Funktion konnten keine Informationemitelt
werden. Das Gencg3140 (tagAl kodiert laut CCD-Analyse fir eine 3-MethylademNA-

129



Diskussion

Glykosylase I. Dieses Enzym ist an der Reparatar DbIA-Schéaden durch alkylierende Verbindungen
beteiligt, indem es mit hoher Effizienz 3-Methylade aus der DNA entfernt (Bjelland und Seeberg,
1996).

Im vergleichenden Microarrayexperiment zwischen @erglutamicurWildtypstamm und der erzeugten
Deletionsmutante cgb 16115 Regl23 (Verlust aller Interaktionsregionen) zeigte diese
Transkriptionseinheit cg3138-cg3139 nach hyperosmotischem Stress eine besonders ligeffal
differenzielle Expression. Bakterien und besond@srdenbakterien sind haufig hyperosmotischen Stress-
Situationen ausgesetzt. Man unterscheidet hierchwis hyperosmotischem Stress, wenn aufgrund von
hoher Osmolaritat in der Umgebung ein Efflux von 8& aus den Zellen heraus stattfindet, und
hypoosmotischen Stress, wenn aufgrund von nied@genolaritat in der Umgebung Wasser in die Zellen
hineinfliet. Um das dynamische Gleichgewicht wrelderzustellen, kommt es unter hyperosmotischen
Bedingungen zur kontinuierlichen Aufnahme osmotiaktiver geloster Stoffe. Unter hypoosmotischen
Bedingungen dagegen sind chemosensitive Kanaléngettind es werden kleine geldste Stoffe aus den
Zellen heraustransportief. glutamicumst mit mindestens zwei, MscL (Cg1001) und YggRj1@34),
dieser chemosensitive Kanéle gegen hypoosmotisstiess ausgestattet (Nottebrathal, 2003). Unter
hyperosmotischen Stressbedingungen werden GlydiaiBeEctoin und Prolin mittels Aufnahme oder
Biosynthese akkumuliert. Zu den osmosensitiven §partern inC. glutamicungehoéren BetP (Cg1016),
EctP (Cg2539), LocP (Cg2563) und ProP (Cg3395),omoBetP den aktivsten darstellt und Betain im
Cotransport mit zwei Nalonen aufnimmt (Kramer, 2009). Als Sensorsystem die Antwort auf
hyperosmotischen Stress wurde im Jahr 2004 von Mdké Mitarbeitern das Zweikomponentensystem
MtrAB in C. glutamicunbeschrieben (Mokest al, 2004). Alle diese Komponenten der Osmoregulation
zeigen im  vergleichenden cDNA-Microarrayexperimentnit Acgb_ 16115 Regl23 nach
hyperosmotischem Stress keine signifikant erhoMeNerte. So steht aus dieser Sicht die differeteiel
Expression detrans-kodierten RNAcgb_16115die besonders im Zusammenhang mit hyperosmotische
Stress beobachtet wurde, vermutlich nicht direkt Zmsammenhang mit der Osmoregulation in
C. glutamicuminteressanterweise ist aber geraddBmit einem signifikant negativen M-Wert von -2 im
cDNA-Microarrayexperiment miticgb_16115 Regbhne Stress detektiert worden. ZudembistP in
dem grolenk-Means Cluster C7 enthalten, fir das eine aufilli@gnreicherung von Genen der
funktionellen Klasse Metall-lonen-Transport mitkilles Gen-Ontologie (GO) Systems (Ashbuatel.,
2000) erhalten wurde.

Insgesamt kann vermutet werden, dass ein Grof&eikahlreich erhaltenen signifikant differenziellen
Gene in den cDNA-Microarrayexperimenten nicht direkif eine Interaktion mit der kleinen RNA
zuriickzufuhren ist. Der Effekt der putativen Int¢ian mit der MembranproteasppmA konnte

moglicherweise aber verschiedene sekundare Effaktedas Transkriptom auslésen. Insgesamt zeigen
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auch viele Proteinregulatoren eine auffallig vegitel relative Expression in den cDNA-
Microarrayexperimenten, wobei die meisten davoratpeg Regulatoren darstellen, Gber die noch nicht
sehr viel bekannt ist. MitipA (cg112Q wurde im vergleichenden Microarrayexperiment mhdm
Deletionsstamnegb_16115_Regl23ach NaCl-Stress jedoch ein bekanntes Regulat@eeaffen, das

fur den AraC-Typ-Regulator zur Repression von Eiseteinen kodiert (Wennerhokt al, 2005). Fast
alle Gene des RipA-Regulons zeigen deutlich negdiWerte und erscheinen reprimiert. Von diesen
Genen stimmen auch einige mit Interaktionsvorhemsaiperein. Zuséatzlich zeigen verschiedene Eisen-
Transporter leicht erhdhte M-Werte. Augrund dieBegebnisse konnte vermutet werden, dass in der
Deletionsmutanteegh 16115 Regl2B8ach hyperosmotischem Stress ein Eisenmangeltauftr dem
ebenfalls Gram-positiven BodenbakteriurB. subtilis konnte gezeigt werden, dass erhohte
Salzkonzentrationen in der Umgebung zu Eisenmangién Zellen fuhren (Hoffmanet al, 2002; Steil

et al, 2003). Eisen ist ein essentielles Element nicht fir Bakterien, sondern alle Organismen und
spielt als Cofaktor in Eisen-Schwefel-Proteinewiglen biologischen Prozessen eine Rolle (Andretvs
al., 2003). InE. coliist mit RhyB eine kleine RNA bekannt, die neben dam-Regulatorférric uptake
regulator) einen Einfluss auf die Eisen-Homdoostase zu hamdeint und zusatzlich selbst durch Fur

reguliert wird (Masseét al., 2005).

Die genaue Funktion der kleinen RNzgb_16115in C. glutamicumbleibt unklar. Zusammengefasst
deuten die komplexen Ergebnisse der vergleicheo@®iA-Microarrayanalysen im weiteren Sinn auf
einen Zusammenhang mit der Regulation der MetakkheHomoostase hin und speziell der von
membranstandigen (Transport-) Proteinen. Zur pugatilinteraktion voncgb 16115und derppmA
MRNA wurden in dieser Arbeit verschiedene Hypotheagm Regulationsmodell aufgestellt. Nach den
bioinformatischen Vorhersagen ist eine Translaa@tigierung durch Bindung der kleinen RNA zu
vermuten. Die MFE-Faltung der 5-UTR vgopmA zeigt deren RBS Uber selbst-komplementéare
Bindungen blockiert, undgb_16115nteragiert nach den Vorhersagen mit dem Bereah/Adhti-RBS.
Aus experimenteller Sicht ist im Wildtypstamm allieigs eine geringere Frequenz der Ribosomen auf
der mRNA durch Bindung vorcgb 16115 anzunehmen, da die M-Werte vgopmA in den
Deletionsmutanten jeweils erhéht sind. Wenn keimiteven Transkriptionsfaktoren involviert sind, ist
von einer hoheren Stabilitat depmAmMRNA ohne Bindung der kleinen RNA auszugehen. Diésde
dann auf eine erhoéhte Translationsfrequenz und egengere Zuganglichkeit fur Exo- und

Endonukleasen in den Deletionsstammen hinweisen.

Interaktionen kleiner RNA nahe der RBS einer mRNArden in der Literatur insgesamt haufiger
beschrieben und bewirken meistens eine Blockiedergzugehorigen RBS und eine Reprimierung der
Translation (Interaktionsbeispiele RylsBdB Tjadenet al, 2006, Sgr$tsG Kawamotoet al, 2006,
Spot42galK Mgller et al, 2002 undscvB-dppAPulvermacheet al, 2009). Die Bindung kleiner RNAs
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in mehr als 100 nt Entfernung von der RBS hat in Begel den Effekt einer thermodynamischen
Umstrukturierung der gesamten 5-"UTR zur Folge bedirkt tber Offung der RBS eine Translations-
aktivierende Wirkung (Interaktionsbeispiele DappeS Majdalaniet al, 1998 und RprApoSMajdalani

et al, 2002). Aufgrund der vorhergesagten Bindung egin_16115ahe der RBS voppmAkdnnte man
nach diesem Modell eher auf eine Blockierung disséfiel3en, was auch zu den erhaltenen Ergebnissen
der cDNA-Microarrayanalysen passt. Insgesamt wedtlich, dass das Wissen tber RNA-Regulationen
in C. glutamicumim Allgemeinen noch sehr gering und nicht ausrmchist, um die regulatorischen
Vorgange und die Bedeutung der Regulationen dogth 16115im Detail zu verstehen. Vermutlich

spielen hierbei auch bisher unbekannte KomponegitenRolle wie z.B. RNA-Helferproteine.
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6  Transkriptionelle Attenuation ist ein Mechanismus air Regulation
verschiedener Aminoséuresynthese-Gene @ glutamicum und wurde hier fir
das Gen der DAHP-Synthetaseaf oF) validiert

Ein verbreiteter Mechanismus zur Regulation der eé@pression ist die transkriptionelle Attenuation
(Merino und Yanofsky, 2005). Hierbei erfahrt dasEside einer mRNA eine Strukturdnderung, die zur
Bildung eines Rho-unabhéangigen Terminators fuhd dadurch ein verfriihtes Ende der Transkription
bewirken kann (Naville und Gautheret, 2010). Derdieser Strukturédnderung fihrende Mechanismus
kann von der Ribosomenaktivitat in einem kurzendezpeptid abhdngen (Yanofsky, 1981; Vitrescbik
al., 2004) oder auch von anderen regulatorischen afgrgn in 5°-UTRs von Genen wie vom Binden
kleiner Metabolit-Liganden an Aptamer-SequenzerbdRiitches) (Henkin, 2008) oder ungeladener
tRNAs an T-Box-Sequenzen (Henkin, 1994; Vitrescledkal, 2008). Auch Temperaturanderungen
kénnen eine Rolle bei der Attenuation spielen (RN#fermometer) (Naville und Gautheret, 2010).
Vorhersagen indizieren, dass in Bakterien bis z®el@er Gene stromaufwérts Terminations-/Anti-
Terminationsregulationen aufweisen (Henkin und Ysky 2002). Es gibt Hinweise, dass das Histine-
Biosynthese-OperohisDCB-orfl—orf2—hisHA-impA-hiskih C. glutamicumAS019 lber einen T-Box-
vermittelten Attenuationsmechanismus reguliert wihdnget al, 2010). Die Sequenzierungs-Ergebnisse
dieser Arbeit haben i€. glutamicumATCC 13032 zwar ein kurzes (Abbruch-) Transkriptr isD
(cg2305 Klasse mRNA-Leader) ergeben, aber aktuelle Engsbrvon Kulis-Horn und Mitarbeiter haben
einen solchen Mechanismus fir diegenglutamicurdStamm nicht zeigen konnen (Kulis-Hoet al,
2014).

Als cisregulatorische RNA-Motive sind transkriptionelletténuatoren generell auch in der Rfam-
Databank (Gardneet al, 2009) gelistet und konnen Uber diese mithilfen W@ovarianzmodellen
vorhergesagt werden. Wie in der vorliegenden Arbdiion dargelegt wurde, sind@ glutamicunmeun
Riboswitches auf diese Weise bioinformatisch vagheagt worden, die auch alle in der Sequenzierung
detektiert wurden und wahrscheinlich jeweils Polyissionsabbruch-Transkripte darstellen. Mittels de
Rfam-Datenbank wurden irC. glutamicum allerdings keine Mechanismen vorhergesagt, diee ein
Ribosomen-vermittelte Attenuation fir Gene zur Bidhese von Aminoséuren vorhersagen. Bisher
wurde jedoch fir drei Leaderpeptid-kodierende Tkepsonseinheiten eine Regulation durch
transkriptionelle Attenuation i€. glutamicunmvermutet und teilweise auch bewiesen. Diese Wetrefas
trpE-Gen €g3359 des Trp-Operons, ddesuA-Gene €g0303 (Pateket al, 1994) und dadvB-Gen
(cg1435 desilvBNC-Operons (Morbachet al, 2000). Im RNA-Seq-Experiment zur ldentifizierung
kleiner RNAs konnte in allen drei Féllen eine kkeilRNA detektiert werden. Die Bildung dieser
Transkripte ist vermutlich darauf zuriickzufihreassl unter den gewahlten Kultivierungs-Bedingungen

und unter kurzzeitiger Stresseinwirkung auf die glutamicuriZellen kein direkter Mangel an
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aromatischen Aminosauren entsteht. Aufgrund auseeit geladener tRNA-Molekile wird der
Translationsprozess daher an den entsprechenthandierfolgenden Codons in diesen Leaderpeptiden
nicht verzogert, wodurch die Faltung der Terminsttoktur beglnstigt wird und es zur
Transkriptionstermination kommt. Das historisch teersdentifizierte Operon unter der Kontrolle
transkriptioneller Attenuation ist das Trp-OperonE. coli. Dieses enthalt ein Leaderpeptid mit einer
Reihe aufeinanderfolgender Trp-Codons (Hiraga urahofsky, 1973). In Analogie dazu zeigt die
5-UTR von trpE (cg3359 in C. glutamicumebenfalls einen kurzen ORF, der flr ein Trp-hakig
Leaderpeptid kodiert und als TrpL (Cg4012, Cbg_3X35@ezeichnet wird. Ergebnisse verschiedener
Studien lassen vermuten, dasplL die Expression des stromabwarts lokalisiertgpE-Gens in
Abhéngigkeit von der Verfiigbarkeit geladener tRNAegliert (Sano und Matsui, 1987). In der
Regulation des Trp-Operons im Gram-positiven BakberBacillus subtilisgibt es dagegen deutliche
Unterschiede, denn dort ist kein Leaderpeptid kbdistattdessen existiert iB. subtilis ein Protein
namens TRAPt{p RNA-binding attenuation protejp welches bei Trp-Mangel an Wiederholungen von
GAG-Sequenzen bindet und so die Bildung einer Astiminatorstruktur beginstigt (Babitzlet al,
1994).

Eine weitere peptidkodierende kleine RNA wurdeiwsdr Arbeit stromaufwarts desuA-Gens ¢g0303

in C. glutamicundetektiert und wird alkeuL (cg4015 bezeichnet. Bereits 1994 zeigten P&kehl, dass

die spezifische Aktivitat der durdauA kodierten Isopropylmalat-Synthase mehr als zwhifahdht war
unter Leucin-Mangel (Patedt al, 1994). Zudem konnte dieser regulatorische Effekt Leucin wurde
nach Mutagenese Leaderpeptid aufgehoben werden .).(eb&in anderer untersuchter
Attenuationsmechanismus @ glutamicumwurde fiir dasivBNC-Operons identifiziertqg1439 und ist

in die Biosynthese der verzweigten Aminosauren lned (Morbach et al, 2000). Die Region
stromaufwarts vonilvB kodiert fur ein Leaderpeptidil(L/cg401§, das mehrere Codons fur die
verzweigten Aminosauren Isoleucin, Leucin und Vamthalt. Unter Mangelbedingungen fur eine oder
alle der entsprechenden Aminosauren konnte geweigiten, dass die Expression des Operons mehr als
zweifach erhoht war (ebd.). Dartber hinaus verneuteMorbach und Mitarbeiter eiteaderless-
Transkript fiir diesesvL. In Ubereinstimmung damit zeigen die RNA-Seq-Ergete, dass der TSS von
ilvL bzw.ilvB direkt am Beginn des Leaderpeptid-Start-Codorgt.lidach Analyse der RNA-Seq-Daten
liegt einleaderlessTranskript ebenso fur diepL- undleuL-mRNAs vor.LeaderlessIranskripte wurden
schon in verschiedenen Bakterien beobachtet. Dike@eng vorleaderlessIranskripten und der genaue
Mechanismus sind bislang nicht eindeutig geklatefyet al, 2011). Ubeiin silico-Analysen wurde
besonders in Actinobakterien ein relativ hoher Bntgatz von bis zu 20 % fur diese Art von Trangkrip
festgestellt (ebd.). Erst ganz aktuell wurde ireeiRNA-Sequenzierung des Gesamt-Transkriptoms von
C. glutamicumgezeigt, dasseaderlesstranskripte in diesem Bakterium mit einem besondesen
Prozentsatz von 33 % vertreten sind (Pfeifer-Saetcak, 2013).

134



Diskussion

In dieser Arbeit wurde zusétzlich noch ein weitdessglerlessTranskript der peptidkodierenden kleinen
RNA cgb_11293(aroL) detektiert und zwar am 5°-Ende de®F-Gens ¢g1129, dessen Genprodukt
eine von zwei DAHP-Synthasen i@. glutamicumdarstellt und den ersten Biosyntheseschritt des
Shikimat-Biosyntheseweges aromatischer Aminosékagaiysiert. Dieses Leadepeptid weist zudem eine
Anzahl aufeinanderfolgender aromatischer Aminos&lodons auf (Mentet al, 2013) und konnte in
einigen Corynebakterien-Spezies als konservierb&eutet werden. Wie fur die meisten der anderen
detektierten Leaderpeptid-mRNAs besteht auchafl eine Sekundarstrukturkonservierung tber die
RNAz-Vorhersage regulatorischer RNAs, und es eisteine Vorhersage mit dem SIPHT-Tool
(Candidate_10_ NC_0069h8Die Funktion des putativen Attenuationsmechanisrfur dasaroF-Gen
wurde Uber transkriptionelle Analysen untersucht] diese weisen sehr darauf hin, dass es sichufrier
einen solchen transkriptionellen Attenuationsmedmans handelt (Mentzet al, Manuskript in
Vorbereitung). Insgesamt lasst sich zum aufgestellRegulationsmodell der transkriptionellen
Attenuation fUraroF sagen, dass die vorhergesagten Anti-TerminatonSetdkomplementaritaten nicht
so eindeutig sind wie flr andere in der Literatesdhrieben Attenuatoren. Um die alternative Anti-
Terminator-Faltung zu gewahrleisten, wirdvivo moglicherweise unterstiitzend ein RNA-Helferprotein

bendtigt.

Bisher wurde eine transkriptionelle Attenuation Abbhangigkeit vom zellularen Gehalt geladener
Phenylalanin- und Tyrosin-tRNAs fir DAHP-Synthassgelberhaupt noch nicht gezeigt. Liu und
Mitarbeiter haben im Jahr 2008 fir die AroF DAHPaf\ase beobachetet, dass diese besonders sensitiv
ist gegeniber einer Feedbackinhibierung durch Tiynasd etwas weniger durch Phe und Trp (&fwal,
2008). Im Gegensatz dazu ist die AroG DAHP-Syntl{eg2392) nur gering sensitiv gegentber Trp und
nicht sensitiv gegenuber Tyr und Phe. AuRerdemistAeoG essenstiell zu sein (ebd.). Im Gegensatz z
C. glutamicumgibt es inE. coli drei isofunktionelle DAHP-Synthasen, die jeweilsAbhéngigkeit von
der intrazellularen Konzentration der korresporehiden Aminosauren allosterisch inhibiert werden
kdnnen (Paninat al, 2001). InE. coli wird allerdings dagpheA kodierte Phenylalanin-Biosynthese-
Enzym Chorismat-Mutase/Prephenat-Dehydratase dranBkriptionelle Attenuation reguliert, in diesem
Fall aber spezifisch in Abhéngigkeit von der infraliuldren Konzentrationen von tRR&(Gavini und
Davidson, 1991).

Die Analyse des Stammés glutamicumATCC 21850, der Tryptophan tberproduziert, flhmeJahr
1993 zur Identifzierung der dafir verantwortlicidatation in der Trp-Leaderpeptidsequenz (Heery und
Dunican, 1993). Da heute verschiedene Stdmme Gioglutamicumzur industriellen Produktion von
Aminosauren genutzt werden, kénnten die erhaltdbegebnisse dieser Arbeit zur transkriptionellen

Attenuation fir die Entwicklung von Aminosaure-Pu@tlonsstammen relevant  sein.
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Mithilfe der Ergebnisse dieser Arbeit wurde einelzahl kleiner RNAs irC. glutamicumATCC 13032

bestimmt, und so wurde zum ersten Mal die beatigtligenetische Ausstattung fur potentielle RNA-
Regulationen deutlich, die dieses Actinobakteriugsitat. Da zum Zeitpunkt der Auswertung der
RNA-Seq kleiner RNAs noch keine Daten zur Gesamangkriptom-Sequenzierung . glutamicum
vorlagen, wurden einheitliche UTR-Langen fir anmé Gene definiert, um die erhaltenen kleinen
RNAs zu klassifizieren. Erst vor kurzem wurde ei@esamt-Transkriptom RNA-Seqg-Analyse in
C. glutamicunspeziell fir RNAs > 200 nt fertiggestellt (Pfe#@ancaret al, 2013) und definiert nun die
genaue Lange der UTRs von uber 2000 proteinkodiereisenen. Die erhaltenen 5 -UTR-Langen sind
recht variabel, das arithmetische Mittel liegt b60 nt. Allerdings gibt es auch ~500 5"-UTRs, dieder

als 100 nt sind. Im Rahmen der neuen Genomannotiti€C. glutamicumwerden die Ergebnisse beider
Studien (Pfeifer-Sancaet al, 2013 und Mentat al, 2013) nun zusammengefihrt und kénnen einige

Anderungen bezogen auf die Klassifizierung kleiRBiAs ergeben.

Die funktionelle Untersuchung dérans-kodierten RNAcgb_16115wurde in dieser Arbeit begonnen,
und auf Basis bioinformatischer und experimenteliralysen sind vor allem Hinweise einer Interaktion
mit dercg3138mRNA, einer putativen Membran-Protease, erhalterdam Der direkte Nachweis dieser
Interaktion ist allerdings noch nicht gelungen ulad Modell zur Regulation ist weiterhin unklbr.vitro
toeprintingAssays frimer extension inhibitiop kdnnten die Auswirkung der Deletion vagb_16115
auf die Bindung von Ribosomen an dsg3138mRNA deutlich machen. Aufgrund einém silico-
Promotoranalyse wird vermutet, dass die kleine RINAbh&ngigkeit von einem SigA- und einem ECF-
ahnlichen Promotor steht. Es entsteht die Frage,esbuber diese Sigmafaktoren hinaus noch
Proteinregulatoren gibt, die diese kleine RNA reeh. Um dies zu untersuchen, eignet sich die
Methode der DNA-Affinitatschromatographie. Diesegrat sich zur Identifizierung von bindenden
Regulatorproteinen an die DNA und wird damit edgulator fishingbezeichnet. Die Methode wurde
zuerst fur Zellkulturen durch Gishlain und Fishveokelt (Ghislain und Fish, 1996) und aufRerdem

erfolgreich in Corynebakterien angewendet (Brinkedlal, 2008; Bruneet al, 2011).

Fiur den Nachweis einer Interaktion rag3138kann aufl’erdem das Wissen uber RNA-Helferproteine in
C. glutamicum hilfreich sein, die moglicherweise eine Rolle bder Vermittlung dieser und
wahrscheinlich auch anderer regulatorischer RNA-RNt&raktionen spielen kdnnen. Mit der
Identifizierung dieser Helferproteine wurde teila@ischon begonnen, und diese muss nun fortgefihrt
werden. Die Idee besteht darin, die RNA-bindendetfafproteine zu fischen, in Anlehnung an das
Fischen von Regulatorproteinen (ebd.). So sollewesterin vitro amplifizierte regulatorische RNAs

oder diein vivo RNA-Fraktion kleiner RNAs jeweils am 3"-Ende mih@m Biotin-Tag ligiert werden.
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Eine andere Mdglichkeit stellt die Ligation biotiaiter RNA-Adapter an das 5°-Ende der kleiner RNAs
dar. Anschliel3end sollen die biotinilierten kleirRNAs an magnetische Streptavidin-Beads und dartber
an eine magnetische Saule gekoppelt werden. SgezifRNA-bindendende Proteine aus einem
aufgereinigtenC. glutamicurdProteinrohextrakt sollen dann von der Séule eluierd im Anschluss
mithilfe massenspektrometrischer Analysen idenéifizwerden. Vor Beginn dieses Experimentes muss
natirlich die ribosomale RNA abgereichert werdem, nicht die zahlreichen vorhandenen ribosomal

bindenden Proteine zu detektieren.

In den vergleichenden cDNA-Microarrayexperimenten leiden Deletionsmutanten vogb_16115m
Vergleich zumC. glutamicumWildtypstamm hat sich eine auffallige differenigeExpression fir Gene
des Metall-lonen-Transports ergeben bzw. spezigl Gene der Eisen-Homgostase. In diesem
Zusammenhang koénnten vergleichende Wachstumsanalysg auch vergleichende transkriptionelle
Expressionsanalysen mit den in dieser Arbeit etsguBeletionsstimmen unternommen werden, die auf
unterschiedlicher Konzentration von Metall-lonen iKultivierungsmedium beruhen, z.B. durch
Verwendung von CGXII-Minimalmedium ohne Eisen inndeugegebenen Spurenelementen. Zudem
sollten die in dieser Arbeit schon begonnenen 2[kiektrophoreseexperimente im Rahmen einer
Funktionsanalyse voogb 16115mit der Fraktion cytosolischer Proteine augyldtamicumnun fur die

Fraktion von Membranproteinen fortgeflhrt werden.

In Bezug auf Funktionsanalysen kleiner RNAs konngenerell auch Frag-Segfrdggmentation
sequencingExperimente eine Rolle spielen(Underwoetdal, 2010). Die vorhergesagte Faltung der
Sekundéarstrukturen von RNA-Elementen kdnnten aabaliWeise verifiziert oder korrigiert werden,

wodurch sich mdglicherweise auch Schlusse auf ipatiteraktionen ergeben kdnnen.

Die Analyse der differenziellen Expression kleifMAs wurde mit den Ergebnissen der intergenischen
tiling-Microarrays eine wichtige Informations-Grundlagesg®affen. Weiterhin wird die Durchfiihrung
von Northern Blot-Analysen noch mehr Informationiefiern um kleine RNAs im Detail zu analysieren.
Fur die Zukunft sollte aber auch Uber die Durchfilgr paralleler Mulitplex-Hochdurchsatz-
Sequenzierungen inC. glutamicum nachgedacht werden, wobei exterspike-inKontrollen zur
quantitativen Auswertung und Erstellung von Expasamuster dber die Transkripte verwendet werden
konnten (Wanget al, 2011).
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VIII.

Anhang

Anhang

1  Geniom®one Microarrayplattform

Die Microarrayplattform geniom®one (febit biomed @iy jetzt CBC Comprehensive Biomarker
Center, Heidelberg, Deutschland) stellt ein Eindardlicroarray System dar, das alle Prozessschotte
der Microarraysynthese Uber die Hybridisierung uDetektion (Baumet al, 2003) integriert. Zur
Herstellung der Microarrays dient ein mikrofluidier Reaktionstrager, der acht Einheiten mit je 6776
Oligonukleotidproben enthalt, wodurch insgesamtzbi®4.000 Proben realisiert werden kdnnen. Sowohl
die Lange als auch die Anzahl der Oligonukleotityero konnen variiert werden und ermdglichen damit

eine flexiblein situ-Synthese der Microarrays uber einen fotolithogicfen Prozess.

Im Rahmen dieser Arbeit und auf Basis dieser Biattfiwurde zusammen mit dem Java-Applet IRKIA
zur Berechnung von intergenischen Oligonukleotibpro eine Methode zur schnellen und relativ
kostengtinstigen Detektion kleiner bakterieller RN&xgwickelt. Die Validierungsexperimente wurden
mithilfe des EnterobakteriumEscherichia coliK-12 MG1655 durchgefiihrt, da zum Zeitpunkt der
Methodenvalidierung (2010) bereits 60 kleine RNAs dieses Genom annotiert waren. Anschlie3end
solite die erfolgreiche Methodenvalidierung puldizi werden. Allerdings wurde die ,febit biomed
GmbH" Ende des Jahres 2011 umstrukturiert, bekaenemeuen Namen und wurde zur ,Comprehensive
Biomarker Center GmbH*, kurz CBC. Die Services trgernehmens wurden grundlegend umgestellt
und fokussieren sich nun ausschlieBlich auf dereiBerBiomarker-Analytik in der personalisierten
Medizin. In diesem Zuge wurden die Technik und k&dieng der geniom®one Plattform und der
Support fur bereits verkaufte Geréte dieser Sergestellt. Die zu diesem Zeitpunkt bereits
existierenden Daten fiL. glutamicumbeinhalten jedoch viele Informationen, die nicktleren gehen

sollten und werden daher in dieser Arbeit prasentie

Im Zuge der Methodenvalidierung wurden fir das BegesE. coli Microarrays tUber IRMA jeweils
15.409 50-mer Oligonukleotidproben mit 15-mer Uapplung fiir alle intergenischen Regionen fiir beide
Strange des Genoms berechnet. Zusatzlich wurdeailgewie Startsequenzen der tRNAs danse
Richtung als Positiv-Kontrollen und deren reversenmplemente gntisenseRichtung) als Negativ-
Kontrollen berechnet. In Vorbereitung auf die Hylisierungen wurdefk. coli Zellen in LB-Medium
kultiviert und bei drei verschiedenen Bedingungeergtet: (i) Bei exponentiellem Wachstum ohne
Stress (ii) in dieser Wachstumsphase nach Hitzegkchnod (iii) in der Stationarphase. Nach Isolierung
der Gesamt-RNA und Selektion der kleinen RNA-Fiaktin (< 250 nt) wurde diese nach dem Standard-

%2 IRMA (Intergenic Regions by Microarray Analysia Zusammenarbeit mit S. Schroeder Schroeder7(200
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Verfahren Cy3-markiert und mit einem biologischesphkat Experiment-spezifisch hybridisiert (Baum
et al, 2003). Die wahrend dieser Arbeit entwickelte Mete zur Auswertung der Daten ergab folgende
Ergebnisse: Die Normalisierung der Rohdaten Ubem@iu(Bolstadet al., 2003) flhrte im Vergleich zur
Normalisierung Uber Medianzentrierung zur besseRaproduzierbarkeit Uber die Replikate. Der
Schwellenwert, ab dem transkriptionelle Aktivitstgeanommen wird, wurde definiert als der maximale
Wert aller tRNAantisenseSignale bzw. Negativ-Kontrollen in einem ExperimeAuf diese Weise
konnten 50 (83 %) der 60 annotierten kleinen RNA&.icoli iber die Experimente detektiert werden, als
Beispiel ist das Signal der 6S RNA im Experimenati®nar Phase gezeigt (Abbildung Anhang-1).
Daruber hinaus konnte eine Korrelation zwischen loimge der annotierten kleinen RNAs und der
Anzahl der Signale tUber dem Schwellenwert fir tkepsonelle Aktivitdt in den entsprechenden

Genomregionen nachgewiesen werden (Abbildung Ani2ang
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Abbildung Anhang-1 Signal der 6S RNAcoli K12 MG1655 (Stationar Phase Experiment).
Der Screenshot zeigt die graphische Benutzerolbbdldvon IRMA, in der die genomische Region und die
intergenischen Oligonukleotide zwischen zwei ORB29(0 und b2912 dargestellt als Pfeile) abgebildet sind.

Zusatzlich sind in Orange die erhaltenen Signale G RNA gezeigt, die oberhalb des Schwellenwefties
transkriptionelle Aktivitat liegen.
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Durchschnittliche Anzahl von Oligonukleotiden mit Signal oberhalb
des Expressions-Schwellenwertes fir die entsprechenden RNAs

Abbildung Anhang-2 Korrelation der Signallange den Transkriptgrof3en annotierter kleiner RNAs.
Alle 50 detektierten annotierten kleinen RNAs wurdenhand ihrer Lange in Klassen sortiert und gedjen
Durschnittsanzahl von Oligonukleotiden mit Tranptgignal in diesen Regionen aufgetragen.
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Anhang

2  pKl1l8mobsacB-Leervektor
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Abbildung VIII-1 pK18nobsacB:eervektor
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Anhang

3  CD (Ordnerstruktur)

« Datenbank.accdb

¢ Ordner ,geniom-Microarrays"
Ergebnisse.xIsx
Ergebnisse_Kontrollen.xlsx
IRMA Oligonukleotide.xlsx
IRMA jar

¢ Ordner ,Sequenzierung®
Bioanalyzer.pptx
Definition_3"Enden.xIsx
Expression.xlsx
Transkriptionsstarts-Rohdaten.xlsx
Potenzielle_kleine_ RNA_Gene.xIsx
Liste_putative_Peptide.xIsx
Klasse_antisense-Transkripte.xlsx
Klasse_ mRNA-Leader.xlsx
Klasse_trans-kodierte RNAs.xlsx

e Ordner ,Vorhersagen*
RNAz-Vorhersage.xlsx
Rho-unabhangige Terminatoren.xlsx
Mauve.txt
Mauve.alignment
Mauve.backbone
Mauve.guide_tree
Mauve.islands

e Ordner ,Analyse_cgb 16115“
Zielvorhersagen_cgb_16115.xlsx
k-Means-Cluster.xlIsx
Microarray-trifft-Vorhersagen.xIsx

0 Unterordner ,EMMAZ2-cDNA-Microarraydaten®

0 Unterordner ,Mikroskopie*
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