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Zusammenfassung 

1 
 

I. Zusammenfassung 

Traditionell stellen RNA-Moleküle einer jeden Zelle den Zwischenschritt vom DNA-kodierten Gen zum 

Protein als Boten-RNA (messenger RNA, mRNA) dar oder spielen als ribosomale oder transfer RNAs 

(rRNAs oder tRNAs) eine Rolle in der Proteinbiosynthese. Diese Anschauung hat sich innerhalb der 

letzten 10-15 Jahre stark gewandelt. Mittlerweile ist bekannt, dass es zusätzlich kleine regulatorische 

RNA-Moleküle gibt (small RNA; sRNA), die nicht für Proteine kodieren. Kleine RNAs regulieren die 

Genexpression für verschiedenste zelluläre Prozesse und wurden besonders in Anpassung an neue 

Umgebungs- und Stress-Bedingungen mit hoher Expression beobachtet. Auf Basis verschiedener 

Analysen werden Hunderte dieser kleinen RNA-Gene in Bakteriengenomen angenommen. 

Corynebacterium glutamicum stellt ein Gram-positives Bakterium von großer industrieller Bedeutung dar 

und gilt zudem als Modellorganismus für die nah verwandten und humanpathogenen Bakterien 

C. diphtheriae und Mycobacterium tuberculosis. Vor Beginn dieser Arbeit waren in C. glutamicum 

lediglich einige wenige hochkonservierte RNAs über Kovarianzmodelle vorhergesagt und in der Rfam-

Datenbank hinterlegt (Gardner et al., 2009). Die Hauptaufgabe der Dissertationsarbeit bestand darin, 

kleine regulatorische RNAs in diesem Gram-positiven Bakterium zu identifizieren und diese zu 

klassifizieren.  

 

Zur Bestimmung kleiner RNA-Gene in C. glutamicum wurde in dieser Arbeit eine Hochdurchsatz-

Sequenzierung (RNA-Seq) zur Nukleotid-genauen Auflösung kleiner RNAs mit dem Illumina GA IIx-

System durchführt (Mentz et al., 2013). Um ein möglichst umfangreiches Bild über kleine RNAs in 

C. glutamicum zu erhalten, wurde für das RNA-Seq-Experiment ein Gemisch von sechs Proben isolierter 

Gesamt-RNA aus Schüttelkolben-Kulturen im exponentiellen Stadium verwendet, wobei fünf dieser 

Kulturen zum Probenahme-Zeitpunkt physischen Stressen (Hitze, Kälte) oder chemischen 

Stressbedingungen (Diamid, H2O2, NaCl) ausgesetzt waren. Zusätzlich wurden zwei weitere große 

Analysen speziell in den intergenischen Regionen des C. glutamicum–Genoms durchgeführt. Hier sind 

zum einen Experiment-spezifische Transkriptanalysen mittels tiling-Microarrays zu nennen, wobei 

vergleichbare Proben wie im Sequenzierungsexperiment verwendet wurden. Zum anderen wurde mit dem 

bereits implementierten Programm RNAz (Washietl et al., 2005) eine bioinformatische Vorhersage 

regulatorischer RNAs in C. glutamicum gemacht, die aus einer Sekundärstrukturkonservierung in den nah 

verwandten Bakterien C. efficiens und C. diphtheriae resultiert. 

 

In Vorbereitung auf das RNA-Seq-Experiment wurden zwei cDNA-Bibiotheken kleiner RNAs erzeugt. 

Eine dieser Bibliotheken wurde zur Kartierung der Transkriptionsstarts (TSS) mittels enzymatischer 

Behandlung auf Primärtranskripte angereichert, während die andere unbehandelt blieb. Um die TSS 
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kleiner RNA-Gene zu bestimmen, wurden auf die erhaltenen RNA-Seq-reads aus cDNA-Bibliothek 1 

verschiedene Filterschritte angewendet, und es wurde mithilfe einer in silico-Analyse nach zugehörigen 

Promotoren gesucht. Im Anschluss daran wurden für diese 5´-Enden von RNA-Genen mithilfe der 

cDNA-Bibliothek 2 die 3´-Enden ermittelt. Eine Klassifizierung der erhaltenen kleinen RNA-Gene über 

die Entfernung zu den benachbarten proteinkodierenden Genen ergab insgesamt 316 mRNA-Leader, 262 

trans-kodierte RNAs und die große Anzahl von 543 cis-antisense RNAs (Mentz et al., 2013). Ein Drittel 

der 262 trans-kodierten RNAs zeigen Übereinstimmungen mit den 599 RNAz-Vorhersagen und scheinen 

daher in C. efficiens und C. diphtheriae konserviert zu sein. Zu diesen zählen auch alle drei Haushalts-

RNAs und die aus Actinomyceten bekannte 6C RNA. Im Rahmen der Microarrayanalysen erwies sich 

eine Kooperation mit der febit biomed GmbH (jetzt CBC, Heidelberg) als vielversprechend, wobei auf 

Basis der flexiblen geniom®one Plattform spezielle tiling-Microarrays etabliert wurden, die alle 

intergenischen Bereiche eines Genoms abdecken. In diesem Zusammenhang wurde auch das Java-Applet 

IRMA ( Intergenic Regions by Microarray Analysis) (Schroeder, 2007) zur Berechnung der 

intergenischen Oligonukleotidproben in Zusammenarbeit entwickelt. Eine Analyse der normalisierten 

Microarrayrohdaten hat zu einer quantitativen Einteilung der Signale geführt. Die Hälfte der trans-

kodierten RNAs wurde mithilfe der Microarrayanalysen detektiert und diesen kann nun eine Experiment-

spezifische transkriptionelle Aktivität zugewiesen werden. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit werden vier trans-kodierte RNAs über eine Northern Blot-Analyse validiert. 

Für eine dieser kleinen RNAs (cgb_16115) werden auf bioinformatischer und experimenteller Ebene 

Funktionsanalysen präsentiert, die auf eine mögliche Ziel-mRNA cg3138 (ppmA) hinweisen. In 

vergleichenden cDNA-Microarrayexperimenten von Deletionsmutanten dieser kleinen RNA mit dem 

C. glutamicum-Wildtypstamm war zudem die Expression für Gene des Metall-Ionen-Transports bzw. 

speziell für Gene der Eisen-Homöostase auffällig verändert. Im letzten Kapitel werden für die 

peptidkodierende RNA cgb_11283 stromaufwärts des DAHP-Synthase-Gens (aroF, cg1129) aus der 

Klasse „mRNA-Leader“ Ergebnisse vorgestellt, die einen neuen Mechanismus transkriptioneller 

Attenuation in der Synthese aromatischer Aminosäuren validieren. 
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II.  Einleitung 

1 Corynebacterium glutamicum 

In der vorliegenden Dissertationsschrift über kleine RNAs in Corynebacterium glutamicum (ehemals 

Brevibacterium flavum) soll im ersten Kapitel die taxonomische Einordnung dieses Bakteriums und die 

Beschreibung der Eigenschaften von Corynebakterien als solchen erfolgen. Anschließend wird die 

industrielle und biotechnologische Bedeutung von C. glutamicum dargestellt. Den Abschluss dieses 

Kapitels bildet ein Genomvergleich zwischen C. glutamicum und den beiden nah verwandten Spezies 

C. efficiens und C. diphtheriae. 

 

1.1 Die Taxonomie und Eigenschaften der Corynebakterien 

Innerhalb der Klasse der Actinobakterien gehört die Gattung Corynebacterium zur Familie der 

Corynebacteriaceae und stellt Gram-positive Bakterien mit typischerweise hohem G+C-Gehalt 

> 50 Mol % dar (Stackebrandt et al., 1997). Die Gattung Corynebacterium wurde zuerst 1896 von 

Lehmann und Neumann beschrieben (Lehmann und Neumann, 1896), wobei sich der Name aus der 

Eigenschaft ableitet, keulenförmige bzw. leicht gewölbte Bakterienformen anzunehmen (griechisch 

coryne = Keule; vgl. Abbildung II-1, nächste Seite). Die Vertreter der Gattung bilden 3-5 µm lange 

gerade oder leicht gekrümmte Stäbchen, die unbeweglich sind, keine Sporen bilden und aerob bis 

fakultativ anaerob leben (Barksdale, 1970). Eine weitere Eigenschaft dieser Bakterien ist die sogenannte 

Schnappteilung (snapping division). Oft bleiben Zellen nach der Teilung miteinander verbunden und 

erscheinen unter dem Mikroskop dadurch v-förmig (Letek et al., 2008). Die Corynebakterien wurden 

aufgrund ihres Zellwandaufbaus außerdem der CMN-Gruppe zugewiesen (Barksdale, 1970). Diese 

Gruppe besteht aus den Gattungen Corynebacterium, Mycobacterium und Nocardia und weist als 

charakteristisches Merkmal eine zweite Mykolsäure-haltige Permeabilitäts-Barriere ähnlich der äußeren 

Membran von Gram-negativen Bakterien auf. Während berichtet wurde, dass diese äußere Barriere 

essentiell ist für die Virulenz von Mycobacterium tuberculosis (Dubnau et al., 2000), konnte für 

C. glutamicum gezeigt werden, dass der Mykolsäure-Gehalt dieser Barriere die Sensitivität gegenüber 

Antibiotika sowie den Export von L-Lysin und von L-Glutamat beeinflusst (Gebhardt et al., 2007). In den 

meisten der Corynebacterium-Spezies besteht die darüber liegende Schicht aus freien Polysacchariden, 

Glykolipiden und Proteinen, während darunter ein Arabinogalactan-Geflecht über kovalente Bindungen 

an eine Peptidoglycanstruktur gebunden ist, die den Übergang zur Plasmamembran darstellt (Eggeling et 

al., 2008). Bisher wurden 88 verschiedene Corynebacterium-Spezies taxonomisch klassifiziert, die 

teilweise von medizinischer oder wirtschaftlicher Relevanz sind (Bernard, 2012). Einige Vertreter der 

Corynebakterien sind für Menschen oder Tiere pathogen, wobei C. diphtheriae (Cerdeño-Tárraga et al., 

2003) den prominentesten Vertreter darstellt und als Auslöser der Krankheit Diphtherie bekannt ist. Die 
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nicht-pathogenen Spezies wie zum Beispiel C. glutamicum (Kinoshita et al., 1958) und C. efficiens 

(Fudou et al., 2002) kommen im Bodenhabitat vor, während andere Vertreter Saprophyten darstellen oder 

auf der Haut bzw. den Schleimhäuten des Menschen zu finden sind. 

 

Abbildung II-1 Rasterelektronenmikroskopische (REM)-Aufnahme von C. glutamicum.  
Die typische keulenförmige Morphologie und das v-förmige Abwinkeln der Zellen während der Zellteilung sind zu 
erkennen (Liebl, 2004). 

 

1.2 Biotechnologische Bedeutung von Corynebacterium glutamicum 

Zu den biotechnologischen Einsatzgebieten von Corynebakterien zählen überwiegend fermentative 

Produktionen von Aminosäuren (Leuchtenberger et al., 2005). Auch bei der Herstellung und 

Umwandlung von Steroiden (Decréau et al., 2003) und in der Käsereifung (Schröder et al., 2011) sind 

Bakterien der Gattung Corynebacterium von Bedeutung. Neben Escherichia coli oder Saccharomyces 

cerevisiae ist das Gram-positive Bodenbakterium C. glutamicum heute einer der bedeutendsten industriell 

genutzten Organismen (Eggeling und Bott, 2005). Bei der gezielten Suche nach einem Mikroorganismus, 

der sich zur fermentativen Herstellung von L-Glutaminsäure eignet, wurde C. glutamicum im Jahr 1957 

in Japan identifiziert (Kinoshita et al., 1958). Hierbei wird die L-Glutaminsäure vom Bakterium als 

Folgeprodukt des Citratzyklus durch Transaminierung von 2-Oxoglutarsäure produziert. Verschieden 

Produktionsstämme von C. glutamicum werden seither genutzt, um diese häufig als 

Geschmacksverstärker verwendete Aminosäure industriell in großen Mengen zu erzeugen und zwar mit 

einer weltweit jährlichen Produktion (2009) von circa 2,8 Mio. t (Ajinomoto, 2012). Als 

Produktionsstamm ist C. glutamicum hervorragend geeignet, da es aufgrund fehlender Pathogenität und 

Toxizität die Klassifikation GRAS (generally regarded as safe) besitzt und dazu verschiedene 

ökonomische Vorteile bietet. So wächst C. glutamicum vergleichsweise schnell in kostengünstigen 

Nährmedien, in denen landwirtschaftliche Nebenprodukte wie Melasse oder Stärke-Hydrolysat als 

Kohlenstoffquelle verwendet werden können und Ammoniak zumeist als Stickstoff-Quelle dient. 

Außerdem zeigt C. glutamicum hohe Wachstumsraten unter hohen Zuckerkonzentrationen (Ikeda und 

Takeno S., 2013). Gegenüber der chemischen Totalsynthese ausgehend von Acrylnitril werden bei der 
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fermentativen Gewinnung von L-Glutaminsäure vergleichsweise hohe Ausbeuten gemacht (Sano, 2009). 

Besonders vorteilhaft ist hierbei, dass im Gegensatz zur chemischen Synthese ist keine Racematen-

Trennung notwendig ist. C. glutamicum hat sich auch für die Produktion einer Vielzahl anderer 

biologischer Verbindungen als geeignet erwiesen (Leuchtenberger et al., 2005). Diese sind besonders 

Aminosäuren der Aspartat-Familie, wie die essentielle Aminosäure L-Lysin, welche mit einer jährlichen 

Produktion von 1,48 Mio. t hauptsächlich als Futtermittelzusatz große Verwendung findet (Ajinomoto, 

2012). Zudem wird C. glutamicum für die Herstellung von Nukleotiden und Vitaminen wie z.B. 

Pantothensäure genutzt (Sahm und Eggeling, 1999). 

 

1.3 Genomvergleich mit den verwandten Spezies C. efficiens und C. diphtheriae  

Die vollständige Genomsequenz von C. glutamicum ATCC 13032 wurde im Jahr 2003 von zwei 

verschiedenen Arbeitsgruppen publiziert (Ikeda und Nakagawa, 2003; Kalinowski et al., 2003), wobei 

eine Chromosomengröße von ~3,28 Mio. Basenpaaren (bp) ermittelt wurde. Mithilfe von rekombinanten 

DNA-Transfertechniken hat die Genomsequenz die Grundlage für die rationale Konstruktion verbesserter 

Produktionsstämme bereitet. In der aktuellen Genomannotation von C. glutamicum sind 3058 Gene 

kodiert, und es ergibt sich ein relativ hoher G+C-Gehalt von ~53 % (Kalinowski et al., 2003). 

Grundsätzlich gibt es einige genomische Regionen in C. glutamicum, die einen davon unterschiedlichen 

G+C-Gehalt aufweisen und auf horizontalen Gentransfer hinweisen (HGC1- und LGC1-Region) oder auf 

die Integration von putativen Prophagen zurückzuführen sind (CGP1, CGP2, CGP3, CGP4) (Kalinowski 

et al., 2003). Ungefähr gleichzeitig mit der Veröffentlichung des C. glutamicum-Genoms wurden die 

Sequenzen von C. efficiens (Nishio et al., 2003) und C. diphtheriae (Cerdeño-Tárraga et al., 2003) 

publiziert. Die Genome von C. glutamicum und C. efficiens zeigen ähnliche Genomgrößen (~3.2 Mbp), 

wobei C. efficiens jedoch noch zwei zusätzliche Plasmide enthält. Des Weiteren besitzen C. glutamicum 

und C. efficiens eine vergleichbare Anzahl von Genen (~3000) und auch die Aminosäuresequenzen der 

Proteine sind überwiegend gut konserviert. Nishio und Kollegen haben zudem den G+C-Gehalt und die 

Codon-Präferenz beider Spezies untersucht und festgestellt, dass sich die Genome in ihrem G+C-Gehalt 

um circa 10 Prozentpunkte unterscheiden, wobei das C. glutamicum-Genom mit 53 % den niedrigeren 

Gehalt aufweist (Tabelle II-1, nächste Seite). Außerdem wurde eine signifikante Verzerrung bei der 

Verwendung von Aminosäuren in Proteinen beobachtet. Die Austausche von Aminosäuren betreffen in 

C. efficiens häufig Lysin statt Arginin, Serin statt Alanin und Serin statt Threonin. Diese Substitutionen 

werden auch für die höhere Thermostabilität von C. efficiens-Proteinen verantwortlich gemacht, wodurch 

gutes Wachstum im Temperaturbereich über 40 °C möglich ist (ebd.).  
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Tabelle II-1 Vergleich der Genomsequenzen von C. glutamicum, C. efficiens und C. diphtheriae 
(modifiziert nach Eggeling und Bott, 2005). 

Stamm C. glutamicum 

ATCC 13032 

C. efficiens 

YS-314 

C. diphtheriae 

NCTC 13129 

Größe [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 Bakteriums C. diphtheriae zeigt mit nur ~2.4 Mbp Größe und circa 

2300 Genen ein kleineres Genom als die beiden anderen genannten Corynebacterium-Spezies, aber im 

Vergleich zu C. glutamicum und C. efficiens sind eine ähnliche Anzahl von rRNA-Operons (5) und 

tRNA-Genen (54) annotiert (Cerdeño-Tárraga et al., 2003). Auch die Anzahl von Kodierregionen und die 

mittlere ORF-Länge sind ähnlich groß (Tabelle II-1). Um Mutationen und Umordnungen von Genen in 

verschiedenen, aber verwandten Organismen zu vergleichen, werden häufig sogenannte Syntenie-Karten 

angefertigt, in denen die Genabschnitte aneinander ausgerichtet werden (Huynen und Bork, 1998). Der 

Begriff Syntenie entstammt dem Griechischen (syn = zusammen, tainia = Band) und bezeichnet Gene, die 

auf demselben Chromosom lokalisiert sind. Allerdings spricht man auch von Syntenie, wenn Gene in 

verschiedenen Organismen dieselbe Reihenfolge im Chromosom bzw. Genom aufweisen. Schon bald 

nachdem die ersten drei Corynebakterien Genome C. glutamicum, C. efficiens, C. diphtheriae sequenziert 

und annotiert waren, wurde die Konservierung der Genanordnung zwischen allen drei Spezies untersucht. 

Diese Analyse hat einen außerordentlich hohen Grad an Syntenie ergeben (Kalinowski et al., 2003) 

(Abbildung II-2, nächste Seite). Eine mögliche Erklärung für diese ungewöhnliche Genomstabilität ist die 

Tatsache, dass Corynebakterien keine recBCD-Gene des rekombinatorischen Reparaturmechanismus 

besitzen (Nakamura et al., 2003). Die Forscher vermuten, dass das Fehlen dieses Systems Gen-

Umordnungen größeren Ausmaßes vorgebeugt hat. 
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Abbildung II-2 Syntenie-Plot von C. glutamicum, C. efficiens und C. diphtheriae.  
Die dargestellten Punkte ergeben sich aus den Ergebnissen des besten reziproken Treffers einer vergleichenden 
Aminosäure-Sequenzanalyse mit BLASTp (Altschul et al., 1990) bezogen auf die mehr als 3000 ORFs der 
C. glutamicum-Sequenz. Treffer für C. diphtheriae sind als rote Dreiecke und Treffer für C. efficiens sind als blaue 
Punkte dargestellt (aus Kalinowski et al., 2003). 

 

 

 

2 RNA und die bakterielle Transkription 

RNA ist die englische Abkürzung für ribonucleic acid und dient auch im deutschen Sprachgebrauch als 

Abkürzung für Ribonukleinsäure. RNA besteht aus Ribonukleotid-Einheiten, die wiederum 

Kondensationsprodukte aus einem Ribose-Zucker, einer Nukleinbase und einem Phosphat darstellen. Die 

Hypothese des zentralen Dogmas der Molekularbiologie (Crick, 1970) beschreibt RNA in lebenden 

Zellen als Vermittler der genetischen Information aus der Desoxyribonukleinsäure (DNA) während der 

Synthese von Proteinen. Auf der Suche nach dem Ursprung des Lebens stellt sich grundsätzlich die 

"Henne oder Ei-Frage": Um DNA herzustellen sind Enzyme notwendig, wobei die Information über den 

Aufbau der Enzyme in der DNA gespeichert ist - was war also zuerst da? Eine Antwort hierauf gibt die 

RNA-Welt-Hypothese (Gilbert, 1986). RNA kann sowohl wie DNA genetische Information speichern, 

aber auch wie Enzyme chemische Reaktionen katalysieren (Ribozyme; Kruger et al., 1982). Die 

Hypothesen der chemischen Evolution erklären die Entstehung organischer Moleküle aus anorganischen 

Verbindungen (Miller, 1953; Miller und Urey, 1959). Da die abiotische Entstehung von RNA in der 

Ursuppe der Erde als möglich gilt, könnte diese den Übergang zum Aufkommen erster zellulärer 

Lebensformen darstellen (Gilbert, 1986). RNA ist der DNA sehr ähnlich, besitzt die fast gleichen vier 

Basen (Adenin, Cytosin und Guanin, nur Uracil statt Thymin) und trägt am C2-Atom des Ribose-Zuckers 
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zusätzlich ein Sauerstoffatom. Für eine Langzeitspeicherung von Informationen ist die DNA jedoch 

geeigneter als RNA, da durch die fehlende Hydroxylfunktion in der DNA eine Umesterung im Zucker-

Phosphat-Gerüst verhindert wird (Chaudhuri, 2012). Des Weiteren geht der Baustein Cytosin relativ 

leicht eine Desaminierungsreaktion ein und wird zu Uracil. Die so entstandenen Fehler können in der 

DNA leicht identifiziert und korrigiert werden, während das Vorkommen von Uracil in der RNA normal 

ist und solche Basenaustausche nicht korrigiert werden können.  

 

Um das Überleben einer Bakterienzelle und eine normale Zellfunktion zu ermöglichen, kodiert ein 

Bakteriengenom für viele tausend unterschiedliche Proteine. In Anpassung an besondere 

Umweltbedingungen werden verschiedene Proteine bzw. nicht alle Proteine zur gleichen Zeit in der 

gleichen Konzentration benötigt. Daher ist eine komplexe und vielschichtige Regulation der 

Genexpression nötig, um den Zellstoffwechsel und das Wachstum der Bakterien an die verschiedenen 

extrazelluläre Bedingungen anzugleichen (Wösten, 1998). Hierbei spielen Signaltransduktions-

Mechanismen mittels Ein- oder Zwei-Komponentensysteme eine bedeutende Rolle, wobei letztere über 

eine Sensor-Histidinkinase Informationen ins Zellinnere auf Proteinregulatoren weiterleiten (Stock et al., 

2000). Im Rahmen von regulatorischen Prozessen kann die Initiation der Transkription entweder direkt 

oder auch posttranskriptionell beeinflusst werden. Dieses kann infolge des Mitwirkens von 

Proteinregulatoren, aber auch durch kleine RNA-Regulatoren geschehen. In den folgenden Kapiteln 

werden zunächst die Grundlagen der bakteriellen Transkription und deren Bestandteile für C. glutamicum 

erläutert, bevor auf posttranskriptionelle Prozesse im RNA-Metabolismus in Bakterien eingegangen wird. 

 

2.1 Transkriptionsinitiation 

Die unterste Ebene in der Genregulation ist die Initiation der Transkription zur Synthese von RNA, 

ausgehend von einer DNA-Vorlage durch das Schlüsselenzym RNA-Polymerase (RNAP). Die DNA-

abhängige RNA-Polymerase (core-Enzym) benötigt zur Transkription ein zusätzliches Polypeptid, das 

Sigmafaktor (σ) genannt wird und an das RNAP core-Enzym binden kann. Das core-Enzym besteht aus 

insgesamt vier Untereinheiten ααββ´ und bildet zusammen mit dem Sigmafaktor das sogenannte RNAP-

Holoenzym ααββ´σ (Murakami und Darst, 2003). Die beiden α-Untereinheiten sorgen hierbei für die 

spezielle Struktur des Holoenzyms und tragen durch eine Dimerbildung zur Stabilität bei. Die 

β´-Untereinheit dient der Bindung an die DNA-Matrize und die β-Untereinheit der Bindung an die 

Ribonukleosid-triphosphate (ebd.). In einer Zelle liegen dabei etwa 1500-2000 core-Enzyme vor, wovon 

jedoch der größte Teil bereits in die Transkription involviert ist (Jishage et al., 1996). Die σ-Untereinheit 

erkennt und bindet direkt zwei konservierte Sequenzen der Promotor-Region, die als Konsensussequenz 

bekannt ist (Ghosh et al., 2010). Die beiden Sequenzen liegen zum einen 35 und zum anderen 10 
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Basenpaare stromaufwärts vom Transkriptionsstart (TSS) entfernt, sind durch eine bestimmte 

Basenabfolge charakterisiert und meist durch einen 16-18 bp langen spacer getrennt (ebd.). Nach 

Bindung des RNAP-Holoenzyms an die DNA bildet sich ein sogenannter „geschlossener Komplex“. 

Wird nun ein Teilstück der DNA entwunden, geht dieser in einen „offenen Komplex“ über und das 

RNAP-Holoenzym beginnt, einen kleinen bis zu 12 bp großen RNA-Abschnitt vom Transkriptionsstart 

aus (bezeichnet als +1) zu synthetisieren. Die Initiation der Transkription, die nur in Gegenwart von 

Mg2+-Ionen abläuft, beginnt mit der Knüpfung der ersten Ribonukleotidbindung über eine 

Phosphodiesterbindung (ebd). Die σ-Untereinheit löst sich im Anschluss vom RNAP-Holoenzym und das 

core-Enzym bewegt sich im Rahmen der Elongationsphase mitsamt zwei Elongationsfaktoren NusA und 

NusG entlang der fortlaufend entwundenen DNA und synthetisiert den neuen RNA-Strang bis es zur 

Transkriptionstermination kommt (Peters et al., 2012). 

 

Die Stärke eines Promotors bestimmt, mit welcher Frequenz das RNAP-Holoenzym die Transkription 

initiiert. Sie ist sowohl durch die Promotorsequenz als auch durch die Konformation der DNA bestimmt. 

Dabei existieren verschiedene Promotoren, die von verschiedenen Sigmafaktoren erkannt werden und in 

Bakterien die Anpassung an wechselnde Umweltbedingungen ermöglichen (Wösten, 1998). Es existieren 

mehrere, aber nur zwei große Familien von Sigmafaktoren: die σ70- und die σ54-Familie. Der Großteil der 

Sigmafaktoren gehört der σ70-Familie an, die nach dem 70 kDa Hauptsigmafaktor aus E. coli benannt 

wurde (Silverstone et al., 1972). Die σ54-Familie ist nach dem 54 kDa großem Sigmafaktor aus E. coli 

benannt, welcher an der Stickstoffregulation beteiligt ist (Hirschman et al., 1985; Hunt und Magasanik, 

1985). Das Genom von C. glutamicum kodiert für insgesamt sieben Sigmafaktoren SigA, SigB, SigC, 

SigD, SigE, SigH und SigM (Kalinowski et al., 2003), und diese lassen sich in essentielle, nicht 

essentielle und alternative Sigmafaktoren einteilen. Der Sigmafaktor SigA ist für die Expression der 

essentiellen konstitutiv exprimierten Gene (Haushaltsgene) verantwortlich und wird hauptsächlich 

während der exponentiellen Wachstumsphase benötigt (Pátek und Nešvera, 2011). Er besitzt Ähnlichkeit 

mit der σ70-Familie aus E. coli und die zugehörige Konsensussequenz beruht auf 159 untersuchten 

mutmaßlichen SigA-abhängigen Promotoren (ebd.) (Abbildung II-3, nächste Seite). In C. glutamicum ist 

die SigA-abhängige Promotorsequenz insbesondere durch eine erweiterte (extended) -10-Region 

(GGTANNNT) gekennzeichnet. Eine solche Motiv-Erweiterung wurde auch für andere Gram-positive 

Bakterien beobachtet: In Bacillus subtilis ist zum Teil ein TGTG-Motiv an den Positionen -15 

bis -18 bp stromaufwärts vom TSS konserviert beobachtet und als -16-Region bezeichnet worden 

(Voskuil et al., 1995). Es wird vermutet, dass die -16-Region von Bedeutung ist für schwache 

Promotoren, aber eher ohne Bedeutung für starke Promotoren. 
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Abbildung II-3 SigA-Konsensussequenz in C. glutamicum. 
Häufigkeits-Diagramm für die Nukleotid-Verteilung über 159 bekannte Promotoren (aus Pátek und Nešvera, 2011). 

 

SigB ist der einzige charakterisierte nicht-essentielle σ70-Faktor in C. glutamicum (Halgasova et al., 2001) 

und seine Transkriptmenge steigt im Übergang von der exponentiellen in die stationäre Phase an (Larisch 

et al., 2007). Gleichzeitig ist dieser Sigmafaktor für die Antwort auf Hitze-, Säure-, Kälte- und Ethanol-

Stress verantwortlich und involviert in die stringente Antwort (Brockmann-Gretza und Kalinowski, 

2006). Die Gruppe der extracytoplasmic function (ECF)-Sigmafaktoren wurde zuerst im Jahr 1994 

beschrieben (Lonetto et al., 1994). In C. glutamicum zählen SigC, SigD, SigE, SigG und SigH zu den 

ECF-Sigmafaktoren (Halgasova et al., 2001). Die Regulation der Gene, die in der Reaktion der Zelle auf 

Oberflächen-Stress sowie Hitze-Stress benötigt werden, ist die Hauptaufgabe von SigE (Park et al., 

2008), wobei die Expression von SigE während des exponentiellen Wachstums eher gering ist. Es wird 

angenommen, dass die SigE-abhängige Promotorsequenz GGAATA (-35-Region) und GTTR 

(-10-Region) lautet, wobei R für A oder G stehen kann (Pátek und Nešvera, 2011). Eine Antwort auf 

Hitze- und oxidativen Stress liefert der Sigmafaktor SigM (Nakunst et al., 2007). Aber auch SigH spielt 

eine wichtige Rolle bei der Antwort auf Hitze- und oxidativen Stress (Kim et al., 2005; Ehira et al., 

2009). Zudem scheint es so, als wenn SigH eine zentrale Position im querregulierten Netzwerk der 

Sigmafaktoren einnimmt und dadurch eine abgestimmte Stressantwort in C. glutamicum ermöglicht. So 

scheint SigH auch in die Transkription von SigB und SigM involviert zu sein (Nakunst et al., 2007). Es 

wird angenommen, dass SigH ein globaler Regulator im Netzwerk der Genregulation von C. glutamicum 

ist (Schröder und Tauch, 2010). Die Konsensussequenz von 45 bekannten SigH-abhängigen Promotoren 

lautet gGGAAta (-35-Region) und YGTTgaa (-10-Region) (Busche et al., 2012). Dabei kann Y für ein C 

oder T stehen (Nukleotide in Großbuchstaben sind in mehr als 80 % der Fälle vertreten). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die alternativen Sigmafaktoren SigE, SigM und SigH relativ 

ähnliche Konsensussequenzen aufweisen. Die Sigmafaktoren SigC und SigD wurden bisher noch nicht 

im Detail charakterisiert. Analysen haben jedoch ergeben, dass SigD in die Transkriptionsregulation von 

Genen involviert ist, die bei niedriger Sauerstoffkonzentration erhöht sind (Ikeda et al., 2009).  

 

Zusätzlich zu Sigmafaktoren und der Promotorstärke können auch Proteinregulatoren an eine Operator-

Region im 5´-Bereich von Genen binden und dadurch entweder die Transkription aktivierend oder 

reprimierend verändern. Das transkriptionelle Regulationsnetzwerk von C. glutamicum wurde in den 



Einleitung 

 11  
 

letzten Jahren intensiv untersucht (Schröder und Tauch, 2010). Aktuell sind in C. glutamicum 97 

transkriptionelle Regulatorproteine bekannt, mit bisher 1443 identifizierten Interaktionen (CoryneRegNet 

Pauling et al., 2012). 

 

2.2 Transkriptionstermination 

In Bakterien existieren grundsätzlich zwei unterschiedliche Mechanismen zum Beenden der 

Transkription. Bei der Rho-abhängigen Termination wird die messenger RNA (mRNA) erst nach 

Bindung eines Proteins von der DNA abgelöst. Dieses Rho-Faktor Protein ρ (Roberts, 1969) liegt in 

seiner aktiven Form als Homohexamer vor und bindet im Bereich der bereits synthetisierten mRNA 

aufwärts der Transkriptionsblase an eine ~80 nt lange unstrukturierte Cytosin-reiche Bindestelle mit dem 

Namen rho utilization site (rut). Danach bewegt sich das ρ-Protein als Translokase entlang der neu 

synthetisierten RNA in Richtung 3'-Ende der Transkriptionsblase entgegen (Banerjee et al., 2006). 

Kommt es zur Pause der RNA-Polymerase, wird diese von ρ eingeholt und das Protein wirkt nun als 

ATP-abhängige Helikase (ebd.). Es löst die RNA vom Transkriptions-Elongationskomplex ab und 

beendet damit die RNA-Synthese (Richardson, 2003). Wie oben erwähnt, enthalten Bakterien zwei 

Elongationsfaktoren NusA und NusG, für die verschiedene Beobachtungen gemacht wurden. NusA und 

NusG binden mit ihrer N-terminalen Domäne an den Elongationskomplex und beschleunigen dadurch die 

Transkriptionsrate (Abbildung IV-3). Paradoxerweise scheint NusA, vor allem aber NusG, auch in die 

effiziente Rho-abhängige Termination involviert zu sein (Pasman und Hippel, 2000; Cardinale et al., 

2008). Es wurde gezeigt, dass NusG hierbei direkt mit dem ρ-Protein interagiert (Li et al., 1992). 

Entdeckt wurde das NusG Protein ursprünglich im Rahmen der Antitermination des Phagen Lambda N-

Proteins (Li et al., 1992). 

Abbildung II-4 Regulatoren der Transkription in Bakterien. 
Der Elongationskomplex (EC) besteht aus RNAP, DNA Matrize und RNA 
Transkript. NusG steht in Kontakt mit RNAP über dessen N-terminale Domäne 
(NTD) und mit Rho über die C-terminale Domäne (CTD). Das Rho-Hexamer 
bindet nackte RNA. NusA bindet RNAP ebenfalls über dessen NTD (aus Peters 
et al., 2012). 

 

Die einfache oder Rho-unabhängige Termination funktioniert dagegen ohne Mitwirkung eines Proteins. 

Bei der Rho-unabhängigen Termination bildet die synthetisierte RNA in einer G+C-reichen Region am 

3’-Ende eine Haarnadelschleife aus, gefolgt von einer Reihe aufeinanderfolgender Uridin-Reste (Brendel 

et al., 1986). Es wird vermutet, dass die Haarnadelstruktur das RNA-DNA-Hybrid verkürzt und die 

instabile AU-Paarung den Komplex weiter destabilisiert. Darauf folgt die Transkript-Entlassung (Hippel 

und Yager, 1991). 
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2.3 RNA-Metabolismus und RNA-Stabilität 

Bei Bakterien finden Transkription und Translation im Gegensatz zu Eukaryoten im gleichen 

Kompartiment statt. Die Ribosomen können sich daher bereits am wachsenden mRNA-Strang anlagern, 

so dass die Translation an der noch unfertigen mRNA beginnt. Dieser Vorgang wird als co-

transkriptionelle Translation bezeichnet und ermöglicht den Zellen eine rasche Anpassung an veränderte 

Umgebungsbedingungen. Trotzdem kommt es nach der RNA-Polymerisation zum Teil noch zur Reifung 

der Transkripte über Prozessierung und/oder posttranskriptionelle RNA-Modifikationen. So sind zum 

Beispiel stabile rRNAs in der Zelle prozessierte Produkte eines Vorläufer-Primärtranskriptes, das die 

16S-23S-5S rRNA als ein gesamtes prä-rRNA Molekül enthält (Deutscher, 2009). Modifikationen 

betreffen unter anderem die Methylierung von Cytosin zu 5-Methylcytidin (m5C) in tRNAs (Edelheit et 

al., 2013) oder die Adenin-zu-Inosin Umwandlung der Anticodon-Wobble-Base der tRNAArg, was als 

RNA-editing bezeichnet wird (Su und Randau, 2011). Im Anschluss an die Erzeugung durch die 

Transkription erfolgt nach einer gewissen Zeit auch der Abbau der Transkripte. Insgesamt lässt sich 

sagen, dass die verschiedenen Komponenten des RNA-Abbaus mit denen der RNA-Reifung 

überschneiden (Deutscher, 2006). Sie werden als Ribonukleasen (RNasen) bezeichnet und können in zwei 

Gruppen eingeteilt werden: Exoribonukleasen, die ein RNA-Nukleotid am 5’- oder 3’-Ende schneiden 

und Endoribonukleasen, die innere Phosphodiesterbindungen innerhalb der mRNA schneiden (Jain, 

2002). Der Abbau von RNA ist allerdings ein hochorganisierter zellulärer Prozess, bei dem nicht nur 

Nukleasen, sondern auch verschiedene weitere Proteine beteiligt sind. Generell besteht ein grundlegender 

Unterschied zwischen dem Abbau von mRNA und von stabiler RNA: Stabile RNA bezeichnet meistens 

die Fraktionen von rRNA und tRNA, welche generell nur unter Stressbedingungen oder wenn RNA-

Moleküle defekt sind abgebaut werden (Deutscher, 2006). Die durchschnittliche Halbwertszeit von 

mRNA in Bakterien ist im Vergleich dazu relativ kurz und schwankt zwischen 2 und 7 Minuten. Hiermit 

ist diese auch wesentlich kürzer als die Halbwertszeit der mRNA in eukaryotischen Zellen (Evguenieva-

Hackenberg und Klug, 2011). Entsprechend ähnliche Beobachtungen wurden bei RNA-

Stabilitätsanalysen für C. glutamicum gemacht, und zwar mit einer durchschnittlichen Halbwertszeit von 

~5 Minuten (A. Mentz, nicht publiziert) (Abbildung II-5, nächste Seite). Die Stabilität der RNA hängt 

häufig von cis-agierenden Elementen ab, die die RNA durch stabile Stamm-Schleifen (stem loops) am 

5’-Ende schützen (Emory et al., 1992). Zusätzlich kann das Binden von Ribosomen oder das Binden von 

Proteinen die Abbaurate durch Schutz der mRNA vor Nuklease-Aktivität verändern (Jürgen et al., 1998). 

Außerdem können endonukleolytische Schnittstellen über kleine regulatorische RNAs erzeugt, maskiert 

oder freigelegt werden (Evguenieva-Hackenberg und Klug, 2011). Im Bereich der 3’-untranslatierten 

Regionen (UTRs) von mRNAs sind ebenfalls oft stem loops vorhanden, die einerseits 

Transkriptionsterminatoren darstellen, aber im Fall polycistronischer RNA auch als Schutz gegen 

Exoribonukleasen dienen können (Klug et al., 1987). Des Weiteren ist bekannt, dass die 3’-Enden 

bakterieller mRNAs durch das Enzym Poly(A)-Polymerase (PAP) polyadenyliert sein können, mit einer 
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Länge zwischen 15 nt und 60 nt Adenin-Basen (Sarkar, 1997). Die Eigenschaft Poly(A)-haltige 3´-Enden 

zu synthetisieren wurde ebenfalls für die 3’-5’-Exonuklease Polynukleotidphosphorylase (PNPase) in 

E. coli und auch für S. coelicolor berichtet (Mohanty und Kushner, 2000; Bralley et al., 2006). 

Möglicherweise erleichtert die Polyadenylierung den Zugang für 3’-5’-Exonukleasen zum Transkript, 

denn in Anwesenheit von Transkripten mit Poly(A)-Schwänzen erhöht sich die Menge an Sequenzen, die 

für den Verdau zugänglich sind, stark (Rauhut und Klug, 1999). Im C. glutamicum-Genom sind diese 

beiden Gene ebenfalls vertreten, und zwar die PAP mit cg3415 und die PNPase mit cg2166. 

 

 

Abbildung II-5 Globale mRNA-Halbwertszeitanalysen über Rifampicin in B. subtilis und C. glutamicum. 
A Berechnete Halbwertszeiten für Bacillus subtilis (aus Hambraeus et al., 2003), zusätzlich ist die prozentuale 
Anreicherung der Gene abgebildet. B C. glutamicum Halbwertszeiten für 2391 mRNAs über Microarray-
Zeitreihenanalyse nach Zugabe von Rifampicin [100 µg/mL]. Die Berechnung dieser Werte erfolgte über 
mindestens vier aufeinanderfolgende Zeitpunkte der Probenahme nach 0, 2, 4, 6, 12, 16, 20 Minuten, Stringenz 
R2 
≥ 0,9 (A. Mentz, nicht publiziert). 

 

Das Schlüsselenzym für den Start des RNA-Abbaus und den Zusammenbau des Degradosom-

Enzymkomplexes ist die Endoribonuklease E (RNAse E). Im Degradosom sind vier Proteine zu einem 

hochmolekularen Komplex organisiert, der aus der Endoribonuklease RNase E, einer RNA-Helikase 

RhlB, der Exoribonuklease Polynukleotidphosphorylase (PNPase) und einer Enolase besteht (Kushner, 

2002). In Archaeen und auch in Eukaryoten übernimmt dagegen der sogenannte Exosom-Komplex diese 

Funktion (Lin-Chao et al., 2007). Da bakterielle RNA-Primärtranskripte an ihrem 5´-Ende einen 

Triphosphat-Rest aufweisen, erleichtert die Pyrophosphohydrolase RppH in E. coli der RNase E das 

Schneiden von Primärtranskripten, indem sie am 5’-Ende die Pyrophosphate entfernt (Deana et al., 2008). 

Infolgedessen erkennt die RNase E eine Schnittstelle am 5’-Ende der RNA und schneidet dort. Generell 

schneiden Endoribonukleasen meist in einzelsträngigen AU-reichen Regionen (Kaberdin, 2003), mit der 

Ausnahme von RNase III, die nur doppelsträngige RNA schneidet. Anschließend erfolgt der Abbau der 

Fragmente durch 3’-5’-Exoribonukleasen. Neben der PNPase gehören RNase II und RNase R zu den 
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wichtigsten 3’-5’-Exonukleasen in E. coli (Cheng und Deutscher, 2005). Zudem wurde in 

Bacillus subtilis eine Exoribonuklease J1 identifiziert, die Transkripte in 5´-3´-Richtung abbaut (Mathy et 

al., 2007), ähnlich dem primären Abbaumechanismus eukaryotischer Transkripte. 

 

Für kleine regulatorische RNAs mit kompakten und stabilen Sekundärstrukturen wurden in der Regel 

lange Halbwertszeiten zwischen 20-60 Min. beobachtet (Altuvia et al., 1997; Barciszewski, 2003). 

Allerdings wurden im Gegensatz dazu nur sehr geringe Halbwertszeiten von ~1 Minute für antisense 

RNAs in Plasmiden beobachtet, die deren Replikation (CopA) und Segregation kontrollieren (Söderbom 

et al., 1997). 

 

 

2.4 RNA-Strukturen und Strukturvorhersagen 

RNA-Strukturmotive wurden in hoher Auflösung über Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) und 

Röntgen-Kristallographiemethoden analysiert und haben einen Einblick in ihren charakteristischen 

Aufbau ermöglicht. Experimentell können Strukturen enzymatisch über partiellen Ribonuklease-Verdau 

(Waldminghaus et al., 2007) oder auch chemischen Analyse (Waldminghaus et al., 2009) bestimmt 

werden. Neben typischen Watson-Crick-Basenpaarungen existieren auch stabilisierende Nicht-Watson-

Crick-Basenpaarungen sowie Base-Phosphat und Base-Ribose Wasserstoffbrücken (Shen et al., 1995). 

Vollständig komplementäre RNA-Stränge können thermodynamisch stabile doppelsträngige antiparallele 

Helix-Stapel formen (Freier et al., 1986). Viele Einzelstrang-RNAs bilden dagegen unvollständige 

Duplexe mit sich selbst, und bewirken Ausbuchtungen (bulges) sowie interne und Haarnadel/Stamm-

Schleifen (internal und hairpin stem loops), die sich zu gut definierten Sekundärstrukturen falten (Tian et 

al., 2004) (Abbildung II-6, nächste Seite). Einzelsträngige RNAs können über loop-helix oder loop-loop 

Interaktionen (kissing-hairpins) zur Bildung von Tertiärstrukturen wie Pseudoknoten führen (Dam et al., 

1992). Die häufigsten RNA kissing-hairpins in 16S und 23S rRNAs enthalten stabile dreidimensionale 

Tetranukleotid-Schleifen mit ungewöhnlichen Guanin-Adenin-Bindungen, und zeigen eine sogenannte 

GNR- Konsensussequenz (Woese et al., 1990). 



Einleitung 

 15  
 

 

Abbildung II-6 RNA-Sekundärstrukturelemente. 
Sekundärstrukturelemente sind definiert durch Muster gepaarter und ungepaarter Basen und bilden neben Helices 
typischerweise Ausbuchtungen (bulges), interne und Haarnadel-/Stamm-Schleifen (internal und hairpin/stem loops). 
Bulges besitzen ein oder mehrere ungepaarte Nukleotide in einem Strang. Interne Schleifen besitzen eine oder 
mehrere ungepaarte Nukleotide in beiden Strängen gegenüber. Symmetrische interne Schleifen liegen vor, wenn die 
Anzahl ungepaarter Nukleotide (angezeigt durch „i“ oder „j“) in beiden Strängen gleich ist, ansonsten liegt eine 
asymmetrische Schleife vor. Haarnadel- bzw. Stamm-Schleifen besitzen ungepaarte Nukleotide an der Spitze eines 
RNA-Doppelstranges (aus Tian et al., 2004). 

 

Mithilfe der publizierten Energiewerte für RNA-Strukturen wurden verschiedene Algorithmen zur 

Strukturvorhersage von RNAs und verschiedene Vorhersagemodelle entwickelt. Eine sehr ausführliche 

Liste der Programme ist unter dem englischen Wikipedia-Eintrag „List of RNA structure prediction 

software“ zu finden (en.wikipedia.org). Die ersten Algorithmen, die implementiert wurden, sind auch 

heute noch verbreitet, wie z.B. Mfold (Zuker und Stiegler, 1981) oder RNAfold (McCaskill, 1990). 

Hierbei wird die energetisch stabilste Sekundärstruktur für eine gegebene RNA-Sequenz berechnet bzw. 

die Konformation minimaler freier Energie (MFE) bestimmt. Ein weiterer Algorithmus, der auch in dieser 

Arbeit verwendet wurde ist RNAShapes (Steffen et al., 2006). Die shape-Abstraktion (Form) behält die 

strukturellen Eigenschaften bei, vernachlässigt aber die Helix-Längen. Hierdurch wird die Anzahl sub-

optimaler Lösungen verringert, aber die signifikante Information bleibt erhalten. Außerdem 

repräsentieren shapes Strukturklassen, für die Wahrscheinlichkeiten berechnet werden können. Werden 

die Vertreter einer shape-Strukturklasse gruppiert, addieren sich ihre Wahrscheinlichkeiten. So kann es 

dazu kommen, dass shapes mit relativ schlechter Energie wahrscheinlicher sind als ein shape der MFE-

Struktur (Giegerich et al., 2004). 
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3 Regulatorische RNAs in Bakterien 

Traditionell stellen die ribosomalen, transfer und messenger RNA-Moleküle (rRNAs, tRNAs, mRNAs) 

die Vermittler der genomischen Informationen auf dem Weg zur Proteinbiosynthese dar, wovon 

besonders rRNAs mit mehr als 95 % zu einem hohen Prozentsatz in den Zellen vorhanden sind (Peano et 

al., 2013). Zusätzlich wurden innerhalb des letztens Jahrzehnts eine Vielzahl regulatorischer RNAs in 

allen drei Domänen des Lebens identifiziert. In Eukaryoten werden viele tausend regulatorische 

Transkripte in den intergenischen Regionen, Introns und auch in antisense-Richtung von 

proteinkodierenden Genen exprimiert (van Bakel et al., 2010). Eine ähnlich pervasive Transkription 

existiert auch in Bakterien (Toledo-Arana et al., 2009) und Archaeen (Jäger et al., 2009). In Bakterien 

wird hierbei unterschieden zwischen cis-regulatorischen RNA-Motiven, die meistens in den 5´- oder 

3´-untranslatierten Bereichen von proteinkodierenden Genen vorliegen, und eigenständigen 

regulatorischen RNA-Genen, die keine Proteine kodieren. Die Vertreter der zuletzt genannten Kategorie 

werden daher häufig auch mit dem Synonym nicht-kodierende bzw. non-coding RNAs (ncRNAs) 

bezeichnet. Andererseits spricht man auch von kleiner bzw. small RNA (sRNA), da diese Transkripte 

meist nur bis ~300 nt lang sind (Storz et al., 2011). Vereinzelt wurde auch eine Bifunktionalität 

beobachtet und proteinkodierende RNAs können gleichzeitig regulatorische RNAs darstellen 

(Vanderpool et al., 2011). Alle bisher identifizierten RNAs sind in der RNA-families Datenbank (Rfam) 

gesammelt (Gardner et al., 2009). In C. glutamicum war bis zu den Ergebnissen dieser Arbeit (Mentz et 

al., 2013) nur wenig über kleine RNAs und ihre potentiellen regulatorischen Funktionen bekannt und nur 

wenige regulatorische RNA-Gene waren über Kovarianzmodelle der Rfam-Datenbank vorhergesagt. 

Außer den rRNA-Genen und tRNA-Genen sind aktuell keinerlei Informationen über RNA-Spezies in der 

Genomannotation enthalten. Im Folgenden werden die Klassen der cis-regulatorischen RNAs und nicht-

kodierenden kleinen RNAs werden einzeln vorgestellt und auch die Rfam-Datenbank soll näher erläutert 

werden. 

 

3.1 Cis-regulatorische RNA-Motive von proteinkodierenden Genen 

Eine fertige mRNA in Bakterien enthält vor und hinter der kodierenden Sequenz meistens noch UTRs. 

Die 5’-UTR liegt vor der Kodierregion und enthält einige Basen aufwärts des Start-Codons die Purin-

reiche ribosomale Bindestelle, auch als Shine-Dalgarno Sequenz bekannt, die den Einstiegspunkt der 

Ribosomen für die Translation darstellt (Shine und Dalgarno, 1974). Nur in speziellen Fällen liegen 

sogenannte leaderless-Transkripte vor, die keinerlei UTR besitzen und zuerst für den Bakteriophagen 

Lambda beschrieben wurden (Ptashne et al., 1976). Über in silico-Analysen wurde besonders in 

Actinobakterien ein relativ hoher Prozentsatz mit bis zu 20 % für diese Art von Transkripten festgestellt 

(Zheng et al., 2011). Da der Transkriptionsstart hier sogleich den Translationsstart darstellt, gibt es 

Vermutungen, dass bei leaderless-Transkripten eine Box stromabwärts des TLS für die Bindung an die 
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16S rRNA verantwortlich ist und so die Initiation der Translation unterstützt. Der experimentelle 

Nachweis hierfür ist bis heute allerdings nicht gelungen (Zheng et al., 2011). Die 5’-UTRs sowie 

3’-UTRs (stromabwärts des Translations-Stopp-Codons) können aus mehreren hundert Nukleotiden 

bestehen und eine komplizierte Sekundärstruktur aufweisen. Solche Sekundärstrukturen können 

regulatorische Aufgaben übernehmen, stehen aber zum Teil auch mit der Stabilität der Transkripte im 

Zusammenhang. 

 

Ein weit verbreiteter Mechanismus in der Regulation der Genexpression in Bakterien und Archaeen ist 

die transkriptionelle Attenuation, die über einen strukturellen switch in der mRNA charakterisiert ist und 

über Ausbildung eines Rho-unabhängigen Terminators zur frühzeitigen Transkriptionstermination führen 

kann. Dieser Mechanismus kann von der Ribosomen-Aktivität, vom Binden bestimmter ungeladener 

tRNAs (T-Box Attenuation), vom Binden eines kleinen Metaboliten (Riboswitch) oder von 

Temperaturänderungen (RNA-Thermometer) (Naville und Gautheret, 2010) abhängig sein. Die 

Ribosomen-vermittelte Attenuation basiert auf der Tatsache, dass in Bakterien Transkription und 

Translation gleichzeitig stattfinden. In der Regel ist diese Form der Attenuation durch ein Leaderpeptid 

gekennzeichnet, das am 5´-Ende eines Operons mit großer Relevanz für einen bestimmten Aminosäure-

Biosyntheseweg lokalisiert ist, wie im Fall des Tryptophan (Trp)-Operon in E. coli (Yanofsky, 1981). 

Eine Leaderpeptid-mRNA enthält verschiedene zueinander komplementäre Bereiche und eine Region 

aufeinanderfolgender gleicher Codons, an denen das Ribosom in Abhängigkeit von der Verfügbarkeit 

geladener tRNAs entweder schnell oder nur langsam vorankommt (Abbildung II-7). Pausiert das 

Ribosom an diesen Codons, kann es über Basenpaarkomplementaritäten zur Ausbildung eines Anti-

Terminators in der mRNA kommen, und die Transkription läuft weiter. Teilweise bewirken Protein-

RNA-Interaktionen die strukturelle Umwandlung in der Leader-mRNA, wie für das TRAP-Protein in 

Bacillus subtilis gezeigt wurde (Babitzke und Yanofsky, 1993).  

 

Abbildung II-7 Schematische Abbildung der 5´-UTR des Trp-Operons in E. coli. 
Ist die Konzentration geladener tRNATrp-Moleküle hoch, paaren Region 3 (lila) und 4 (blau), bilden eine 
Terminatorstruktur und beenden die Transkription (transkriptionelle Attenuation). In diesem Fall paaren ebenfalls 
die Regionen 1 (rot) und 2 (orange). Ist die tRNATrp-Konzentration dagegen niedrig, bleibt das Ribosom an einer 
Reihe aufeinanderfolgender Trp-Codons in Region 1 (rot) hängen. Hierdurch kommt es zur Paarung 
komplementärer Basen von Region 2 (orange) und 3 (lila), die eine Anti-Terminatorstruktur ausbilden. Die 
Transkription des trpE Gens läuft in diesem Fall fort (modifiziert nach Ralston, 2008). 
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T-Box Attenuatorelemente beeinflussen meistens die Expression der zugehörigen Aminoacyl-tRNA-

Synthetase-Operons und binden spezifisch an ungeladene tRNAs, wobei hohe Konzentrationen an 

ungeladen tRNAs die Ausbildung einer Anti-Terminator Struktur begünstigen (Merino und Yanofsky, 

2005). Transkriptionelle Attenuation kann auch durch Riboswitches verursacht werden. Riboswitches 

sind in den 5‘-UTRs der mRNA von verschiedenen metabolischen Wegen lokalisiert und bestehen in 

ihrer komplexen Architektur aus zwei Funktionselementen, und zwar einem Aptamer und einer 

Expressionsplattform. Die Expressionsplattform ändert infolge der Aptamer-Bindung ihre Konformation 

und reguliert dadurch die Genexpression (Tucker und Breaker, 2005). Dabei kann das Aptamer je nach 

Spezifität verschiedene niedermolekulare Metaboliten binden. Flavin-Mononukleotid (FMN)-bindende 

Riboswitches sind in die Riboflavin-Biosynthese involviert (Gelfand et al., 1999). Thiamin-Pyrophosphat 

(TPP)-bindende Riboswitches sind in die Thiamin-Biosynthese involviert bzw. regulieren den Thiamin-

Transport (auch THI-Box genannt) (Miranda-Ríos et al., 2001), aber auch Cobalamin (Vitamin B12), S-

Adenosyl-Methionin (SAM), Lysin, Glycin, Purine und weitere kleine Liganden können von 

Riboswitches gebunden werden (Nudler und Mironov, 2004). Neben einer Transkriptionstermination 

wurden weitere Mechanismen beobachtet, die durch Riboswitches vermittelt werden können. Diese 

betreffen meistens Strukturänderungen, welche zur Blockade der ribosomalen Bindestelle führen und so 

die Translation inhibieren (Mironov et al., 2002). Andererseits können Riboswitches aber auch Ribozym-

Aktivität zeigen und zur katalytischen mRNA-Prozessierung führen. Dieses wurde für einen Riboswitch 

stromaufwärts des glmS Gens in Gram-positiven Bakterien gezeigt, der Glucosamin-6-Phosphat binden 

kann (Barrick et al., 2004). Über alternative Sekundärstrukturen können auch RNA-Thermometer zum 

Abbruch der Transkription führen, wie es für Kälte-Schock Proteine in E. coli vermutet wird (Naville und 

Gautheret, 2010). Die meisten RNA-Thermometer regulieren jedoch die Translation von stromabwärts 

liegenden Operons und wirken auf die Weise, dass sie die Zugänglichkeit zur Shine-Dalgarno-Sequenz 

bei Temperaturerhöhung meistens freigeben, wie im Fall des FourU-Typs oder ROSE-Typs (Narberhaus 

et al., 2006). 

 

3.2 Nicht-kodierende kleine regulatorische RNAs in Bakterien 

Wie schon erwähnt, sind regulatorische RNAs in Bakterien meist relativ klein, können aber auch bis zu 

500 nt lang sein (Sorek und Cossart, 2010) wie für RNAIII in Staphylococcus aureus, der größten 

bekannten bakteriellen regulatorischen RNA mit 482 nt gezeigt wurde (Benito et al., 2000). In einer 

Vielzahl von Bakterien wurden die meisten der vier folgenden RNA-Haushaltsgene als konserviert 

beobachtet. Die M1 RNA bildet zusammen mit dem C5-Protein die RNase P und ist in die Reifung der 

tRNA-Vorläufer Moleküle involviert (Evans et al., 2006). Die 4.5S RNA (ffs) bildet zusammen mit dem 

Protein Ffh den sogenannten bakteriellen signal recognition particle (bacterial_SRP) und wird für den 

Prozess der Proteinsekretion benötigt (Poritz et al., 1990). Die transfer messenger RNA (tmRNA, SsrA) 
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(Ray und Apirion, 1979; Muto et al., 1998) hat ihre Aufgabe in der Proteinsynthese und befreit mithilfe 

des Proteins SmpB blockierte Ribosomen von unvollständigen Peptidketten. Für diese Aufgabe sind zwei 

Bestandteile der tmRNA von Bedeutung: Einerseits ahmt diese Strukturelemente von tRNAs nach und 

andererseits kodiert sie für ein kurzes Peptid-Tag, das die unvollständigen Peptidketten für den Abbau 

markiert (Keiler, 2008). Es fällt auf, dass diese Haushalts-RNAs Bestandteil von Ribonukleoprotein-

Komplexen sind (Abbildung II-8). Die 6S RNA (SsrS) wurde als nicht ganz so stark konserviert 

beobachtet (Gardner et al., 2009) und blockiert durch Nachahmen der Transkriptionsblase den σ70-Faktor 

der RNA-Polymerase während der stationären Wachstumsphase (Wassarman, 2007).  

 

 

  

 

 
Abbildung II-8 Beispiele von hochkonservierten bakteriellen RNA-Haushaltsgenen.  
Die 6S RNA und tmRNA ahmen beide Nukleinsäuren nach. Die tmRNA und 4.5S RNA sind Bestandteil von 
Ribonukleoprotein-Komplexen (aus Storz, 2002). 

 

Insgesamt sind zwei Interaktionskategorien beschrieben: Regulatorische RNAs können entweder mit 

mRNAs oder auch mit Proteinen interagieren (Waters und Storz, 2009). In den hier aufgeführten 

Funktionen von RNA-Haushaltsgenen ist eine RNA-Protein Interaktion vertreten (6S RNA). Für die 

Mehrzahl der identifizierten und untersuchten kleinen regulatorischen RNAs in Bakterien wurden 

allerdings eher posttranskriptionelle Interaktionen mit mRNAs beobachtet (Storz et al., 2011), wobei 

diese Interaktionen zum Teil durch Helferproteine wie dem Hfq-Protein in E. coli unterstützt werden 

(Valentin-Hansen et al., 2004). Daneben wurden auch noch andere RNA-bindende Helferproteine in 

Bakterien beobachtet wie das RNA-Chaperon StpA (Waldsich et al., 2002), das Histon-ähnliche Protein 

HU51 (Balandina et al., 2002) und der transkriptionelle Regulator H-NS (Deighan et al., 2000). Generell 

werden kleine RNA-Gene in zwei Typen unterschieden: Trans-kodierte RNA-Gene sind in Entfernung 

von ihrer Ziel-mRNA zwischen den annotierten proteinkodierenden Regionen lokalisiert. Cis-antisense 

RNA-Gene sind dagegen direkt antisense zu ihrer Ziel-mRNA kodiert (Abbildung II-9, nächste Seite). 

Diese Tatsache führt im Allgemeinen dazu, dass eine cis-antisense RNA (asRNA) vollständig 

komplementär mit ihrer Ziel-mRNA paart, wohingegen eine trans-kodierte RNA nur teilweise 

komplementär zu ihrer Ziel-mRNA ist (Waters und Storz, 2009) und über eine stabile, konservierte 

Sekundärstruktur an ihre Ziel-mRNA bindet. Des Weiteren besitzen kleine RNAs einen eigenen Promotor 
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und es findet häufig eine vom Rho-Faktor unabhängige Transkriptionstermination statt. Durch Bindung 

der trans-kodierten RNAs nahe der RBS wird an ihrer Ziel-mRNA primär eine Translationsinhibierung 

oder -aktivierung als rasche Antwort auf Stress, andere Umwelteinflüsse und verschiedene zelluläre 

Prozesse bewirkt. Bakterielle kleine RNAs wurden bisher schon im Zusammenhang mit Chomosomen 

Replikation und Zellteilung (DicF RNA Bouché und Bouché, 1989), mit der Zellteilung (6S RNA 

Wassarman und Storz, 2000), mit Virulenz und quorum sensing (Qrr RNA Lenz et al., 2004), mit RNA-

Prozessierung (RNaseP Kazantsev und Pace, 2006), mit Proteinstabilität (tmRNA Muto et al., 1998), mit 

Plasmidreplikation (RepE RNA Chai und Winans, 2005), mit Kohlenstoffspeicherung (CsrBC 

Weilbacher et al., 2003), mit Stress-Antwort (OxyS RNA Altuvia et al., 1998) und mit Oligonukleotid-

Transport (GcvB RNA Urbanowski et al., 2000) beobachtet. Grundsätzlich kann eine mRNA das Ziel von 

mehreren regulatorischen RNAs darstellen, was zuerst für die Translation des RNA-Polymerase 

Sigmafaktors RpoS gezeigt wurde (Majdalani et al., 2002). Andererseits kann eine kleine RNA auch 

mehrere Ziel-mRNAs regulieren, was zuerst für die kleine RNA DsrA in E. coli gezeigt wurde (Lease 

und Belfort, 2000). Heute ist bekannt, dass kleine RNAs eine Menge von Genen regulieren können, aus 

denen sich sogar regulatorische Netzwerke ergeben (Beisel und Storz, 2010; Storz et al., 2011).  

 

 

Abbildung II-9 Cis-antisense RNAs und trans-kodierte RNAs. 
Cis-antisense kodierte RNAs (links) sind direkt gegenüber ihrer Ziel-mRNA lokalisiert und bilden mit dieser 
vollständige Duplexe. Trans-kodierte RNA (rechts) sind dagegen in Distanz zu ihrem Ziel lokalisiert und bilden mit 
diesem nur partielle Duplexe (modifiziert nach Brantl, 2008). 

 

Die Anzahl von cis-antisense-Transkripten, die im Gegenstrang eine mRNA überlappen, variiert in den 

bisher untersuchten Bakterien zwischen 3-50 % (Lasa et al., 2011). Weitergehende Analysen haben zur 

Entdeckung verschiedener neuartiger regulatorischer Funktionen von cis-antisense RNAs geführt. So 

kann eine überlappende asRNA auch hier entweder zur Blockade oder Öffnung der RBS der 

gegenüberliegenden mRNA führen. Des Weiteren können cis-antisense RNAs die Stabilität der Ziel-

mRNA fördern (Opdyke et al., 2004) oder ihren Abbau durch Ribonukleasen beschleunigen (Silvaggi et 

al., 2005). Außerdem können durch Bindung einer asRNA Strukturänderungen in der gegenüberliegenden 

mRNA hervorgerufen werden und so zur Transkriptionstermination über transkriptionelle Attenuation 
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führen (Brantl und Wagner, 2002). Als transkriptionelle Interferenz wird ein Mechanismus bezeichnet, 

bei dem die simultane in vivo-Aktivität von zwei konvergierenden Promotoren im sense- und antisense-

Strang die Aktivität des schwächeren Promotors durch die des Stärkeren in cis unterdrückt (Shearwin et 

al., 2005). 

 

Eine spezielle Gruppe von nicht-kodierenden RNAs basiert auf der Grundlage von DNA-Abschnitten, die 

als CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) bezeichnet werden und in 

~45 % der bislang sequenzierten Bakterien-Genome und ~83 % der Archaeen-Genome detektiert wurden 

(CRISPRdB Stand September 2013, Grissa et al., 2007). CRISPRs stellen kurze, sich wiederholende 

DNA-Abschnitte dar und sind von spacern ähnlicher Länge (bis zu 72 bp) getrennt. Dieser spiegel-

symmetrische, allerdings nicht ganz palindromische, Aufbau hat zur Folge, dass die zugehörigen RNA-

Transkripte eine stabile hairpin-ähnliche Sekundärstruktur aufweisen (Kunin et al., 2007). Es konnte 

gezeigt werden, dass einige spacer Sequenzidentität mit Plasmiden und Phagen-DNA aufweisen (Bolotin 

et al., 2005; Mojica et al., 2005). Zusammen mit dem Cas-Proteinkomplex können CRISPRs eine 

Abwehr gegen exogene DNA bewirken (Barrangou et al., 2007). Dieser Mechanismus weist Parallelen 

zur RNA-Interferenz (RNAi/gene silencing) (Fire et al., 1998) in Eukaryoten auf. Es bestehen jedoch 

auch Unterschiede, und wie einige der Vorgänge im Detail ablaufen, ist noch unbekannt (Marraffini und 

Sontheimer, 2010). 

 

In C. glutamicum ist bisher wenig über kleine regulatorische RNAs und ihre potentiellen regulatorischen 

Einflüsse bekannt. Es kann allerdings von der Genomsequenz abgeleitet werden, dass ähnlich wie in 

anderen Vertretern der Ordnung Actinomycetales (Vockenhuber et al., 2011) kein Homolog des Hfq-

Helferproteins existiert. Auch Homologe des RNA-Chaperons StpA (Waldsich et al., 2002), des Histon-

ähnliche Proteins HU51 (Balandina et al., 2002) und der transkriptionelle Regulator H-NS (Deighan et 

al., 2000) wurden nicht gefunden. In den Genomen der meisten anderen Corynebacterium-Spezies wurde 

zudem mindestens eine CRISPR-Region identifiziert (siehe CRISPRdB) (Grissa et al., 2007), dies trifft 

allerdings nicht für C. glutamicum zu. Bis vor kurzem war die ArnA RNA die einzige experimentell 

beschriebene kleine RNA in C. glutamicum, die stromaufwärts und antisense zur mRNA des GntR-

Regulators cg1935 detektiert wurde (Zemanová et al., 2008). 
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3.3 Die Rfam-Datenbank und Rfam-Vorhersagen für C. glutamicum 

Die Rfam-Datenbank ist eine öffentlich zugängige Datenbank des Wellcome Trust Sanger Institutes 

(Cambridge, UK) und beinhaltet die Daten kleiner regulatorischer RNAs und anderer struktureller RNA-

Elemente in allen Organismen. Andere Datenbanken dieser Art sind zum Beispiel fRNAdb (Kin et al., 

2007) und sRNAdb (Pischimarov et al., 2012). In der Rfam-Datenbank sind jedoch nicht nur 

Sequenzinformationen gesammelt. Über bekannte homologe Sequenzen einer RNA-Spezies wird hier ein 

Seed-Alignment mittels der Software Infernal ("INFERence of RNA ALignment" Griffiths-Jones et al., 

2003) erzeugt, mithilfe dessen im Anschluss ein Kovarianzmodell erstellt wird. Dieses Kovarianzmodell 

stellt eine Art Sequenzprofil dar, in dem die Konsensussequenz und die konservierte RNA-

Sekundärstruktur kombiniert sind. Hierüber können dann RNA-Homologe in anderen Organismen 

erfolgreicher als über ein Primärsequenz-Alignment identifiziert werden. Wenn die Infernal Software 

versucht, eine Eingabesequenz mit dem Kovarianzmodell zu vereinen, wird ein bit score erzeugt. Dieser 

Zahlenwert stellt den binären Logarithmus der Wahrscheinlichkeit der Eingabesequenz im 

Kovarianzmodell über das Nullmodell dar (Formel 1). In der Theorie bedeutet das, dass ein positiver bit 

score signifikant ist. In der Praxis gilt allerdings: Je besser das Modell passt, desto höher ist der bit score-

Zahlenwert. 

Formel 1 Rfam bit score= ���2 �� CM

� null
�  

 
Aktuell existieren für C. glutamicum 101 Rfam-vorhergesagte und als signifikant eingestufte RNA-

Motive (bit score > 32), die als Tabelle öffentlich/online bereitgestellt werden. Die Mehrheit dieser 

Vorhersagen betrifft die annotierten sechs verschiedenen Kopien der 5S rRNA-Gene und 55 tRNA-Gene, 

sowie assoziierte rRNA-Strukturen der zwölf archaeal small subunit ribosomal RNAs innerhalb der 5S 

rRNA-Gene (SSU_rRNA_archaea; RF01959) und sechs Pseudoknoten PK-G12rRNAs (RF01118) in den 

verschiedenen 16S rRNA-Genkopien. Darüber hinaus werden sieben cis-regulatorische Riboswitch-

Motive vor proteinkodierenden Genen vorhergesagt, wovon fünf einen Thiamin-Pyrophosphat-

abhängigen Riboswitch darstellen (TPP-Riboswitch/THI-Element; RF00059). Zusätzlich sind ein 

S-Adenosylmethionin-abhängiger (SAM-IV; RF00634) und ein Flavin-Mononukleotid-abhängiger 

Riboswitch (FMN-Riboswitch; RF00050) vorhergesagt. Als weitere cis-regulatorische Motive sind drei 

yybP-ykoY (RF00080), zwei ydaO-yuaA-Motive (RF00379), das mraW-Motiv (RF01746), msik 

(RF01747), cspA (RF01766), und das mini-ykkC-Motiv (RF01068) und die Ribozyme Gruppe II 

katalytischer Introns (RF02004 und RF00029) zu erwähnen. Außerdem ist die aus Actinomyceten 

bekannte 6C RNA (RF01066) vorhergesagt (Weinberg et al., 2010) sowie die drei oben erwähnten 

hochkonservierten RNA-Haushaltsgene 4.5S RNA (Bacteria_small_SRP; RF00169), tmRNA (RF00023) 

und M1 RNA (RNaseP_bact_a; RF00010). Das aus anderen Bakterien bekannte 6S RNA-Haushaltsgen 

ist nicht vorhergesagt. Auf die Genom-Positionen dieser Elemente in C. glutamicum, die fast alle im 

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

Die ersten kleinen RNAs wurden schon vor einigen Jahrzehnten entdeckt, jedoch waren bis zum Jahr 

2000 nur zehn solcher Gene in dem gut charakterisierten Enterobacterium E. coli bekannt (Wassarman et 

al., 1999). Zu den ersten identifizierten RNAs zählen die RNA-Haushaltsgene 4.5S, 6S, tmRNA und 

M1 RNA, die früher über radioaktive Markierung der Gesamt-RNA und anschließende Gel-Isolierung 

identifiziert worden sind. Im Bereich experimenteller Strategien sind seit dem letzten Jahrzehnt 

systematische Analysen begonnen worden, wodurch viele hundert kleine RNAs in den untersuchten 

Bakterien detektiert wurden. In diesem Zusammenhang sind shotgun-Klonierungen kleiner RNAs 

(RNomics), SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), aber vor allem genomweite Microarraystudien 

zu nennen (Vogel und Sharma, 2005). Seit wenigen Jahren leistet der technologische Fortschritt moderner 

Hochdurch-Sequenzierungen bzw. next generation sequencing (NGS)-Methoden einen bedeutenden 

Beitrag zur Identifizierung von kleinen RNAs (Sharma und Vogel, 2009; Wang et al., 2009). In den 

Experimenten wurde dabei entweder die Fraktion kleiner RNAs aus Gesamt-RNA-Proben verwendet oder 

RNA, die mithilfe von Co-Immunopräzipitation über das Helfer-Protein Hfq gewonnen wurde (Zhang et 

al., 2003; Sittka et al., 2008). Während der letzten Jahre und besonders während der Arbeiten für diese 

Dissertation sind auch verschiedene Algorithmen und bioinformatische Tools entwickelt worden, die sich 

zur in silico-Vorhersage von kleinen RNAs eignen (Sridhar und Gunasekaran, 2013). Die einzelnen 

Methoden zur Identifizierung kleiner regulatorischen RNAs werden im Folgenden beschrieben. 

 

4.1 Bioinformatische Suche nach kleinen RNAs 

Die bioinformatische Suche nach kleinen RNAs ist im Vergleich zu proteinkodierenden Genen 

schwieriger, denn regulatorische kleine RNAs besitzen weder Start- noch Stopp-Codons noch eine 

ribosomale Bindestelle, die sich zur effektiven Identifizierung von Proteinen eignen. Die ersten 

Vorhersagen kleiner RNAs wurden über komparative Genomanalysen mit dem Programm QRNA in 

E. coli erzeugt (Rivas und Eddy, 2001) und basieren auf der Beobachtung, dass kleine RNAs häufig in 

den intergenischen Regionen nah verwandter Bakterien konserviert sind. In der Bioinformatik können 

mithilfe von Methoden der komparativen Genomik DNA-Sequenzen so angeordnet werden, dass es 

möglich ist, Regionen mit Ähnlichkeit zu identifizieren, die aus funktioneller, struktureller oder 

evolutionärer Verwandtschaft resultieren. Zur Erstellung dieser sogenannter Alignments wird häufig auf 

die Programmiermethode „dynamic programming“ zurückgegriffen, die sich zum Lösen 

von Optimierungsproblemen eignet (Nalbantoğlu, 2014) und von dem Mathematiker Richard Bellman 

eingeführt wurde (Bellmans Prinzip; Bellman, 1957). Grundsätzlich wird in bioinformatischen 

Alignments zwischen zwei Formen unterschieden. Bei einem globalen Alignment kommt es zur globalen 

Optimierung über die Gesamtlänge aller Sequenzen (Needleman-Wunsch Algorithmus; Needleman und 

Wunsch, 1970). Im Gegensatz dazu bilden lokale Alignments bestimmte Regionen innerhalb von langen 
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Sequenzen, die sonst eher voneinander unterschiedlich sind (Smith-Waterman Algorithmus; Smith und 

Waterman, 1981). Zusätzlich können paarweise Sequenz-Alignments (pairwise sequence alignments) 

berechnet werden, die das am besten übereinstimmende stückweise oder globale Alignment zweier 

Eingabesequenzen bestimmen. Eine Möglichkeit der Quantifizierung besteht in der Methode von 

maximum unique matches (MUM), wobei längere MUMs typischerweise für stärkere Ähnlichkeit und 

nähere Verwandtschaft von zwei Sequenzen stehen. Ein multiples Sequenz-Alignment stellt die 

Erweiterung eines paarweisen Alignments dar um mehrere Sequenzen gleichzeitig zu analysieren. Dieses 

kann mithilfe verschiedener bioinformatischer Tools erstellt werden wie z.B. ClustalW (Larkin et al., 

2007) oder Mauve (Darling et al., 2004). 

 

Auch die bereits beschriebenen Vorhersagen über Kovarianzmodelle über bekannte RNA-Sequenzen aus 

der Rfam-Datenbank beruhen auf komparativer Genomik. Diese Methode hat jedoch zur Bestimmung 

von nur wenigen RNA-Elementen außerhalb der Klasse der gut studierten γ-Proteobakterien geführt. Das 

Programm RNAz (Washietl et al., 2005) implementiert dagegen einen anderen Ansatz, und kann dazu 

verwendet werden um in multiplen Genom-Alignments nah verwandter Bakterien nach konservierten 

Sekundärstrukturen mit thermodynamischer Stabilität zu suchen, die charakteristisch für kleine RNAs 

sind. Das Programm RNAz wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Identifizierung kleiner RNAs in 

C. glutamicum angewendet und wird daher in Material und Methoden detaillierter besprochen. Zeitgleich 

mit der Durchführung dieser Arbeit wurden auch noch weitere bioinformatische Tools/Programme 

entwickelt. Grundsätzlich besteht auch die Möglichkeit der ab initio-Suche von RNAs in bakteriellen 

Genomen. So kann das Tool smyRNA (Salari et al., 2009) kleine RNAs über die unterschiedliche 

Verteilung der Basenzusammensetzung in einer Genomsequenz erkennen. Hierbei zeigen Regionen, die 

für eine regulatorische RNA kodieren, einen höheren G+C-Gehalt als die Hintergrund-Genomsequenz. 

Dieses Tool wurde speziell für thermophile Bakterien entwickelt und erzielt dort auch gute Ergebnisse 

(Sridhar und Gunasekaran, 2013). Ein anderes Programm zur ab initio-Vorhersage genannt NAPP 

(Nucleic Acids Phylogenetic Profiling) (Ott et al., 2012) bedient sich der Beobachtung, dass 

regulatorische kleine RNAs besonders häufig in intergenischen Regionen mit phylogenetischer 

Konservierung lokalisiert sind (Sridhar und Rafi, 2007). Die über NAPP erzeugten contigs ergeben zwar 

die Regionen, in denen vermutlich RNAs kodiert sind, sagen aber keine genauen Start- und Stopp-

Positionen für diese RNAs vorher.1  Neben den bereits vorgestellten Methoden gibt es weitere 

charakteristische Bestandteile von regulatorischen RNAs, die ebenfalls zur Entwicklung von Vorhersage-

                                                      

1 Die vorhergesagten Daten der NAPP-Contigs für C. glutamicum ATCC 13032 (569 intergenische Regionen) 
befinden sich im Anhang auf der Daten-CD im Ordner „Vorhersage“ in der Datei C_glutamicum_ATCC_13032_Bi-
NAPP-Contigs.xlsx. 
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Tools eingesetzt wurden. Diese sind Transkriptionsmerkmale wie beispielsweise Promotoren, 

Transkriptionsfaktor-Bindestellen oder Rho-unabhängige Terminatoren. In diesem Zusammenhang ist der 

sRNAPredict Algorithmus (Livny et al., 2005) von Bedeutung, auf dessen Basis im Laufe der Jahre 

immer wieder neue Programme aufgebaut wurden, wie sRNAPredict2 (Livny et al., 2006) oder SIPHT 

(Livny et al., 2008). SIPHT wendet für circa 1500 bakterielle Genome ein automatisiertes Verfahren an, 

welches die Konservierung der Primärsequenz mittels BLASTn (Altschul et al., 1990) in intergenischen 

Regionen stromaufwärts von Rho-unabhängigen Terminatoren untersucht. Auf diesem Programm beruht 

auch eine bestehende Vorhersage für kleine RNAs in C. glutamicum, die im Rahmen der SIPHT-

Publikation von Livny und Kollegen durchgeführt wurde (Livny et al., 2008). Hierbei wurden die 4.5S 

RNA und tmRNA mit Haushaltsfunktion detektiert und weitere 15 kleine RNAs vorhergesagt, die bisher 

in keiner Datenbank gelistet sind (Tabelle II-2). 

Tabelle II-2 Vorhersage kleiner RNAs über SIPHT in C. glutamicum ATCC 13032 (aus Livny et al., 2008). 
Name Strang Start Stopp Benachbarte Gene 

Candidate_1_NC_006958 + 520496 520707 cg0577(+)/cg0578(+) 

Candidate_2_NC_006958 - 2882538 2882238 cg3021(+)/cg3022(+) 

Candidate_3_NC_006958 - 1091553 1091478 cg1178(-)/cg1179(+) 

Candidate_4_NC_006958 - 857352 856963 cg0928(+)/trRNA(+) 

Candidate_5_NC_006958 + 520496 520588 cg0577(+)/cg0578(+) 

Candidate_6_NC_006958 - 1626891 1626720 cg1735(-)/cg1736(-) 

Candidate_7_NC_006958 - 2110076 2110017 cg2221(-)/cg2222(-) 

Candidate_8_NC_006958 - 2267029 2266865 cg2377(-)/cg2378(-) 

Candidate_9_NC_006958 - 2644837 2644632 cg2780(-)/cg2781(-) 

Candidate_10_NC_006958 + 1047865 1048031 cg1128(+)/cg1129(+) 

Candidate_11_NC_006958 + 3122806 3123034 trRNA(-)/trRNA(-) 

Candidate_12_NC_006958 + 3141674 3141947 cg3285(-)/cg3286(+) 

Candidate_13_NC_006958 + 3141674 3141979 cg3285(-)/cg3286(+) 

Candidate_14_NC_006958 + 509704 509926 cg0571(+)/cg0572(+) 

Candidate_15_NC_006958 - 806978 806774 cg0877(+)/cg0878(-) 

 

 

4.2 Microarray-basierte Identifizierung kleiner RNAs 

Mithilfe der Microarraytechnologie ist die Grundlage für die simultane Expressionsanalyse einer Vielzahl 

von Genen auf Transkriptebene geschaffen worden (Fodor et al., 1991). Diese Methode ist damit deutlich 

effizienter gegenüber Einzelgen-Transkriptanalysen über RT-qPCR oder Northern Blot. Das Prinzip von 

Microarrayanalysen ist es, eine Hybridisierung von fluoreszenzmarkierten Nukleinsäure-Sonden (meist 

cDNA) gegen immobilisierte Oligonukleotidproben durchzuführen und die Sequenz-spezifischen 
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Bindungen anschließend zu detektieren, wobei unspezifische Bindungen möglichst minimiert werden 

sollten. Dabei existieren zwei unterschiedliche Herstellungsarten von Microarrays. Eine Möglichkeit 

besteht in der in situ-Synthese von Oligonukleotiden auf einem Microarray. Diese Methode der 

„photolithographischen Festphasensynthese“ wurde von der Firma Affymetrix® entwickelt. Eine 

alternative Technik stellt die an der Stanford University entwickelte externe Synthese von Oligomeren 

dar, die anschließend auf der Microarrayoberfläche über mechanisches Kontakt-Verfahren oder 

piezoelektrisch immobilisiert werden (Schena et al., 1995). Die Immobilisierungsmatrix kann entweder 

aus Glas, Polymeren oder Nylon-/Nitrocellulosemembranen bestehen. In situ hergestellte Microarrays 

sind aufgrund des standardisierten Herstellungsverfahrens weniger anfällig gegenüber räumlichen 

Fehlern; zudem werden spezielle mismatch-Sonden zur Fehlerkorrektur eingesetzt (Gao et al., 2004). Das 

experimentelle Design von Microarrays kann sehr unterschiedlich ausfallen. Als Sonde können entweder 

eine fluoreszenzmarkierte Probe (one-channel Microarrays) oder zwei Proben mit unterschiedlicher 

Fluoreszenzmarkierung (two-channel Microarrays) zum Einsatz kommen. Im letztgenannten Fall wird 

meistens gegen eine Referenz hybridisiert. Für einen Vergleich zwischen Probe und Referenz ist dann ein 

M/A-Diagramm interessant. Man betrachtet dabei logarithmische Intensitätsverhältnisse zwischen dem 

roten und grünen Kanal für den Spot i (R = Kanal 1, G = Kanal 2)  

 

Formel 2 
 

sowie die mittlere Spot-Intensität (Maß für die Helligkeit des Spots)  

Formel 3    
 

Je nach verwendeter Microarrayplattform werden die RNA-Proben nach der Isolierung entweder direkt 

präpariert und hybridisiert, oder es erfolgen noch Schritte, die eine reverse Transkription und 

Fluoreszenzmarkierung der Proben beinhalten. Im Anschluss an die Hybridisierungen wird der 

Microarray gescannt. Dabei kommt es zur Messung der Emissionssignale bei den exzitatorischen 

Wellenlängen der Fluoreszenzfarbstoffe. Im Anschluss sollte immer eine Normalisierung der Rohdaten 

durchgeführt werden, da die absoluten Signalintensitäten durch eine Reihe von technischen Varianzen 

beeinflusst sein können (Quackenbush, 2001). Danach können statistische Analysen erfolgen oder 

Methoden der Mustererkennung angewendet werden, um komplexe Daten zu strukturieren und zu 

visualisieren. Beispiele hierfür sind hierarchische Cluster, K-means, self-organizing-maps (SOMs) und 

die principle-component-analysis (PCAs) (Allison et al., 2006). 

Die Anzahl an Oligonukleotidproben, die auf einem Array Platz finden, ist im Laufe der Jahre immer 

größer geworden und heute können Microarrays Millionen von Proben enthalten, die z.B. gleichmäßig 

über das gesamte Genom verteilt sind (tiling-Microarrays) (Mockler et al., 2005). Solche tiling-

Microarrays verschiedener Auflösung und Dichte sind auch bei Studien zur Suche nach kleinen RNAs in 
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anderen Bakterien zum Einsatz gekommen (Selinger et al., 2000; Wassarman et al., 2001; Tjaden et al., 

2002; Zhang et al., 2003; Toledo-Arana et al., 2009). Bei der Identifizierung kleiner RNAs können 

generell einige Schwierigkeiten auftreten, denn die geringe Größe, geringe Expression und stabile 

Sekundärstrukturen erschweren die cDNA-Synthese. Eine spezielle Detektionsmethode arbeitet mit 

Antikörpern, die spezifisch an RNA-DNA-Hybride binden und so cDNA- oder RNA-

Markierungsprobleme umgehen kann (Zhang et al., 2003). Heute werden im Rahmen von 

Transkriptomanalysen immer häufiger nur noch Hochdurchsatz-Sequenzierungen durchgeführt. Doch 

auch in den vorbereitenden Schritten zur Erstellung von Sequenzierung-Bibliotheken können 

Verzerrungen (Bias) auftreten, und quantitative RNA-Seq-Messungen sind noch nicht standardisiert. Die 

Anwendung der Microarraytechnologie kann daher auch noch heute sinnvoll sein, um Transkriptlevel zu 

bestimmen (Malone und Oliver, 2011). 

 

4.3 Transkriptomanalyse über Hochdurchsatz-Sequenzierung (RNA-Seq) 

Die Entwicklung von Hochdurchsatz-Sequenzierungstechniken hat einen fundamentalen Fortschritt auf 

dem Gebiet der Genom- und Transkriptom-Forschung mit sich gebracht. Die Einsatzgebiete dieser 

Hochdurchsatz-Sequenzierungstechniken reichen heute von de novo und Re-Sequenzierung von 

Genomen (Huang et al., 2009; Brinkrolf et al., 2013), Bisulfit-Sequenzierung (Cokus et al., 2008), 

Chromatin-Immuno-Präzipitations-Sequenzierung (Chip-Seq) (Park, 2009) bis RNA-Sequenzierung 

(RNA-Seq) (Mortazavi et al., 2008; Sittka et al., 2008) und ermöglichen auch die Untersuchung 

genetischer Variationen innerhalb der einer Spezies (single-nucleotide Polymorphismen, SNPs) (Craig et 

al., 2008). Die Durchführung von RNA-Seq-Experimenten ermöglicht nun seit ein paar Jahren den bisher 

detailliertesten Blick auf das Transkriptom einer Zelle (Güell et al., 2011). Einen Vorläufer dieser RNA-

Technik kann man in der 1995 entwickelten SAGE-Technologie (Velculescu et al., 1995) und ihren 

Varianten sehen. SAGE-Experimente ermöglichen nicht nur wie Microarrays die Analyse bekannter 

Gene, sondern auch die Detektion unbekannter Gene über die Identifizierung von kurzen cDNA-

Fragmenten, sogenannten tags. Der Vorteil von Transkriptomanalysen über die RNA-Seq-Technologie ist 

nun, dass eine genomweite Auflösung für einzelne Nukleotide erreicht wird, es gibt keine störenden 

Hintergrundsignale wie bei der Fluoreszenz-basierten Detektion, keine störenden Kreuzhybridisierungen, 

und insgesamt entsteht ein fast uneingeschränkter dynamischer Detektionsbereich (Wang et al., 2009). 

Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass sie weiterhin vergleichsweise teuer ist. Im Rahmen 

bakterieller RNA-Seq-Studien wurden sowohl die Illumina (Chaudhuri et al., 2011) und 454 (Sittka et al., 

2008) als auch die SOLiD (Passalacqua et al., 2009) Sequenzierungsplattformen erfolgreich eingesetzt. 

Zusammengefasst kann man sagen, dass RNA-Seq zur umfangreichen Verbesserung von Genom-

Annotationen führen kann, z.B. in Gesamt-Transkriptomanalysen (Liu und Camilli, 2011) und durch 

Detektion neuer bakterieller regulatorischer kleiner RNAs (Schlüter et al., 2010; Mraheil et al., 2011; 

Vockenhuber et al., 2011; Wilms et al., 2012). Darüber hinaus sind mittlerweile spezifische enzymatische 
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Methoden etabliert, die sich zur Bestimmung genomweiter Transkriptionsstarts (Sharma et al., 2010) oder 

zur Detektion definierter Prozessierungsstellen innerhalb der Transkripte eignen (Underwood et al., 

2010).  

 

Um cDNA-Bibliotheken für effiziente RNA-Sequenzierungen zu erstellen, muss eine Anzahl von 

technischen Schwierigkeiten überwunden werden. Zunächst sollte die Mehrheit der Gesamt-RNA 

(> 95 % Peano et al., 2013) möglichst vollständig abgereichert werden. Dies kann entweder über 

Hybridisierung an rRNA-komplementäre Nukleotidsequenzen erfolgen, die ihrerseits an magnetische 

beads gebunden sind, oder auch über enzymatische Abreicherung prozessierter Transkripte (Sorek und 

Cossart, 2010). Daneben ist es wichtig, die Strang-Information beizubehalten, um später in den Daten 

zwischen sense- und antisense-Transkripten unterscheiden zu können. Dies kann über Ligation von 

Adaptern bekannter Sequenz an die RNA vor der cDNA-Synthese, PCR-Amplifikation und Cluster-

Generierung erreicht werden (Sharma et al., 2010). Nach der Sequenzierung beinhaltet die 

bioinformatische Auswertungs-Prozedur das Filtern von reads mit geringer Qualität und die Kartierung 

der erhaltenen reads auf das Referenz-Genom (Marguerat und Bähler, 2010). Heute steht besonders die 

Entwicklung von Programmen zur sinnvollen Verwaltung der generierten Sequenzierungs-Daten im 

Vordergund, und es werden bioinformatische Tools zur Statistische Analyse der Sequenzierungs-Daten 

implementiert (Costa et al., 2010). 

 

5 Identifizierung von Funktionen regulatorischer trans-kodierter RNAs  

Die Zuordnung der biologischen Funktion von kleinen RNAs gestaltet sich weitaus schwieriger als die 

reine Identifikation. Durch den Fortschritt neuer Sequenzierungsmethoden sind in den untersuchten 

Bakterien Hunderte kleine trans-kodierte RNAs bekannt, aber nur einigen davon konnte bisher eine 

konkrete Funktion zugeordnet werden (Vogel und Wagner, 2007; Prasse et al., 2013). In der 

sRNATarBase-Datenbank (Cao et al., 2010) werden alle experimentell verifizierten Interaktionen 

gespeichert. Als eine der ersten kleinen RNA-Funktionen wurde die von MicF, einer Porin-regulierenden 

kleinen RNA in E. coli aufgeklärt, die einen RNA-Duplex mit der 5′-UTRs der ompF mRNA formt und 

dadurch deren Translation inhibiert (Andersen et al., 1989; Andersen und Delihas, 1990). Mit der 

Aufdeckung der ersten RNA-Regulationsnetzwerke in Enterobakterien der Gattungen Escherichia und 

Salmonella (Beisel und Storz, 2010; Storz et al., 2011) gewinnt die Bestimmung der Funktionen kleiner 

RNAs nun immer mehr an Bedeutung. Bei der Bestimmung eines Ziels und der Funktion einer 

regulatorischen RNA können bioinformatische Programme hilfreich sein, sie können jedoch nur Hinweise 

zur Interaktion liefern, und experimentelle Analysen sind zur Bestätigung unbedingt notwendig. Im 

Bereich der Bioinformatik gibt es verschiedene Ansätze, die zur Identifizierung von einer oder mehreren 
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Ziel-mRNAs führen können (Backofen und Hess, 2010; Li et al., 2012). Zum Teil werden dabei nur inter-

molekulare Interaktionen betrachtet, wobei die Struktur der interagierenden Moleküle vernachlässigt 

wird. Solche reinen Komplementaritätsanalysen können über Programme wie TargetRNA (Tjaden, 2008) 

durchgeführt werden. Hierbei wird ein Hybridisierungs-score analog zum Smith–Waterman Algorithmus 

für lokale Alignments zwischen den interagierenden RNA-Molekülen berechnet (Smith und Waterman, 

1981). Allerdings mit der Ausnahme, dass anstatt des Homologiepotenzials das Basenpaarpotenzial 

bewertet wird. Zusätzlich sind aber auch intramolekularen Strukturen bzw. thermodynamische 

Berechnungen von großer Bedeutung für eine Interaktion, und können über die Ermittlung der 

Zugänglichkeit (accessibility) der interagierenden Moleküle berücksichtigt werden. Wird ein 

Zugänglichkeitsvergleich der Ziel-mRNA vor und nach der Bindung einer regulatorischen RNA 

durchgeführt, kann dadurch sogar der Effekt der Interaktion vorhergesagt werden. Standardmäßig wird 

die Zugänglichkeit darüber berechnet, wie viel an freier Energie benötig wird, um einen Bereich von vier 

aufeinanderfolgenden Nukleotiden zu öffnen. Hierfür kommen Programme wie RNAup (Mückstein et al., 

2006), IntaRNA (Busch et al., 2008) oder auch RNAplex (Tafer und Hofacker, 2008) in Frage. In RNAup 

wird die gesamte freie Energie ∆G einer Interaktion berechnet über die Interaktionsenergie und unter 

Berücksichtigung der Energien, die zur Strukturöffnung der Interaktionspartner A und B benötigt werden 

(Formel 4). 

Formel 4 ∆G = ∆GA Öffnung + ∆GB Öffnung + ∆G Interaktion 
 

In RNApredator (Eggenhofer et al., 2011) sind über RNAplex die Zugänglichkeitsprofile von Genen für 

viele Genome schon vorberechnet und werden über ein Energiemodell mit den putativen 

intermolekularen Interaktionen kombiniert. Ist eine trans-kodierte RNA in mindestens drei verschiedenen 

Genomen konserviert, kann auch der CopraRNA (Comparative Prediction Algorithm for sRNA Targets)- 

Ansatz zur Suche nach einer Ziel-mRNA angewendet werden (Wright et al., 2013). Dieses Tool integriert 

zusätzlich phylogenetische Informationen in genomweite IntaRNA-Vorhersagen (Busch et al., 2008). An 

dieser Stelle sollen aber auch die Limitierungen der bioinformatischen Ansätze genannt sein, denn der 

Effekt von RNA-Helferproteinen wie Hfq (Valentin-Hansen et al., 2004; Soper et al., 2010) in 

Interaktionen kann natürlich zu Problemen in der Berechnung führen. 

 

Experimentelle Ansätze zur Bestimmung von kleinen regulatorischen RNAs beginnen häufig mit der 

Erstellung einer Deletionsmutante einer kleinen RNA. Anhand von phänotypisch auffälligen Merkmalen 

in Wachstum, Virulenz oder Morphologie der Deletionsmutante können anschließend Rückschlüsse auf 

die putative Funktion einer kleinen RNA gemacht werden. Im zweiten Schritt kommen vergleichende 

Analysen auf Proteomebene zwischen dem Wildtypbakterium und der Deletionsmutante hinzu, die die 

globale Auswirkung einer RNA auf das Proteinmuster bzw. die Translation sichtbar machen können 
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(Rasmussen et al., 2005). Über vergleichende Genexpressionsanalysen auf Transkriptebene (z.B. 

Microarrays) kann die Funktion einer kleinen RNA ebenfalls deutlich werden (Massé et al., 2005), wobei 

zusätzlich auch der Einfluss einer kleinen RNA in Bezug auf die mRNA-Stabilitäten erkennbar wird 

(Papenfort et al., 2006). Bei all diesen Experimenten sollte aber nicht vergessen werden, dass nicht nur 

direkte Interaktionen sichtbar werden, sondern auch indirekte Auswirkungen auf 

Transkriptionsregulatoren und deren Netzwerke möglich sind, die zur veränderten Expression von 

verschiedenen Genen führen können. Direkte Nachweise von bekannten RNA-mRNA Interaktionen sind 

bisher über ein 2-Plasmidexpressionssystem in E. coli gelungen (Urban und Vogel, 2007). Das Prinzip 

dieses Systems besteht darin, eine putative 5´-UTR-Zielsequenz als Plasmid-gebundene 

Translationsfusion vor die kodierende Sequenz von Grün-fluoreszierendem Protein (GFP) zu klonieren 

und in E. coli Zellen zu integrieren. Der Vergleich der Zellfluoreszenz vor und nach Integration eines 

zweiten Plasmids, das die kleine RNA trägt, kann dann den regulatorischen Effekt einer kleinen RNA auf 

die Translation direkt sichtbar und messbar machen. Außerdem konnte über in vitro toeprinting-Assays 

(primer extension inhibition) bestätigt werden, dass bestimmte kleine RNAs an der RBS mit dem 

Ribosom konkurrieren (Hartz et al., 1988; Udekwu et al., 2005; Gaubig et al., 2011). Mithilfe von 

radioaktiv-markierten RNAs (Brantl und Wagner, 1994) konnten verschiedene Interaktionen verifiziert 

werden. Hierbei wurden auch Mobilitäts (band-shift)-Assays von in vitro synthetisierten kleinen RNAs 

und nicht-markierter Ziel-RNA durchgeführt und die veränderte Gel-Retardation im System überprüft 

(Wilms et al., 2011).  

 

 

Vor Beginn dieser Arbeit waren in C. glutamicum lediglich einige wenige hochkonservierte RNAs über 

Kovarianzmodelle vorhergesagt und in der Rfam-Datenbank hinterlegt (Gardner et al., 2009). Die 

Hauptaufgabe dieser Dissertationsarbeit bestand darin, kleine regulatorische RNAs in diesem Gram-

positiven Bakterium zu identifizieren und diese zu klassifizieren. Dieser Hauptteil der Dissertationsarbeit 

mit den Ergebnissen der cDNA-Sequenzierung kleiner RNAs wurde bereits publiziert (Mentz et al., 

2013). Hierbei wurde auch die bioinformatische Vorhersage kleiner RNAs aus dieser Arbeit für 

C. glutamicum veröffentlicht. Im Ergebnisteil dieser Arbeit werden zusätzlich tiling-Microarrayanalysen 

zwischen den annotierten proteinkodierenden Genen in C. glutamicum präsentiert, um die Experiment-

spezifische transkriptionelle Aktivität der in der RNA-Seq erhaltenen kleinen RNAs zu analysieren. Das 

letzte Ergebniskapitel befasst sich mit Transkript- und Funktionsanalysen verschiedener und in dieser 

Arbeit detektierter kleiner RNAs. 
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III.  Material und Methoden 

1 Bakterienstämme, Plasmide, Primer 

Tabelle III-1 Verwendete Bakterienstämme 

Stamm Relevante Eigenschaften Referenz 
Corynebacterium glutamicum 

ATCC 13032 

Wildtyp, Nxr  

 

ATCC 

C. glutamicum 

∆cgb_16115_Reg123 

Deletion in cgb_16115 von 

Interaktionsregionen 1&2&3; Nxr 

(stromabwärts von cg1611) 

(Neshat, 2010) 

C. glutamicum 

∆cgb_16115_Reg1 

Deletion in cgb_16115 von 

Interaktionsregion 1; Nxr  

(stromabwärts von cg1611) 

Diese Arbeit 

C. glutamicum  

pheA::IS6100 

Transposonmutante  

mit Insertion im pheA Gen  

(Phe-auxotroph) 

(Mormann et al., 2006) 

Escherichia coli  

JM109 

 

Klonierstamm 

 

New England Biolabs 

 

Tabelle III-2 Verwendete Plasmide 

Plasmid Relevante Eigenschaften  Referenz 

pK18mobsacB 

Mobilisierbarer E. coli Klonierungs-
vektor pK18mob, ermöglicht die 
Selektion auf Doppel-crossover in 
C. glutamicum, beinhaltet zusätzlich 
ein sacB-Derivat, lacZα, mcs, Kmr 

Schäfer et al., 1994 

 

Tabelle III-3 Verwendete Primer 

Verwendete Primer (für Methode) Sequenz a 

cgb_16115_d1-EcoRI (GeneSOEing)       GGTGGTgaattcCAGATCACGTGCACCAAGTT 

cgb_16115_d2new-HindIII  (GeneSOEing)      CTTTCCATGCCGTAGATGACaagcttCCAGCTCTTGTAGCTTAGGT 

cgb_16115_d3new-HindIII (GeneSOEing)       aagcttGTCATCTACGGCATGGAAAG 

cgb_16115_d4-BamHI (GeneSOEing) GGTGGTggatccTGGTGGCGTTGAACTCATCG 

5S RNA-Kontrolle-sense (NB*)  GTGTCGGTGGTGATAGTAGC 

5S RNA-Kontrolle-antisense+T7 (NB*) GAAATTAATACGACTCACTATAGGG-GTCGGCGGTAACCTACTCTC 

6C_RNA-sense (NB*) CAAGGCCCCGATATACAGTG 

6C_RNA-antisense+T7 (NB*) GAAATTAATACGACTCACTATAGGG-CAAGGCCCCGATATACAGTG 

cgb_00105-sense (NB*) GTGATTGCAGTGACTGATGT 

cgb_00105-antisense+T7 (NB*) GAAATTAATACGACTCACTATAGGG-TTTAAGCGGACGCACGGTCA 

cgb_20715-sense (NB*) TACAGGGGGTTTAGTTGTGG 
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cgb_20715-antisense+T7 (NB*) GAAATTAATACGACTCACTATAGGG-TACAGGGGGTTTAGTTGTGG 

cgb_16115-sense (NB*) GCTGGTTTGCTGAAAAATGG 

cgb_16115-antisense+T7 (NB*) GAAATTAATACGACTCACTATAGGG-GGGGTGAGATGCTACAAAA 

aroR_sense (NB*) GCTGGTTTGCTGAAAAATGG 

aroR_antisense+T7 (NB*)  GAAATTAATACGACTCACTATAGGG-GGGGTGAGATGCTACAAAA 

aroR_5' (Amplifikat i) (RT-qPCR) ACTATGTTCGCAGCACGATT 

aroR_3' (Amplifikat i) (RT-qPCR) GCTCGACTCCGGTTCTGTTC 

aroG_5' (Amplifikat ii) (RT-qPCR) CGGCGTCAACCAGCAACAAG 

aroG_3' (Amplifikat ii) (RT-qPCR) GGTGCGAGGCTTCTCGAAGT 

aroR-aroG_5' (Amplifikat iii) (RT-qPCR) CGTCAGCTGGCCATTAGTTG 

aroR-aroG_3' (Amplifikat iii) (RT-qPCR) GCTAGGCAGCTCGTGGAAAG 

cg3138-sense (RT-qPCR)  CCACTGTCTGTGACGAAGAA 

cg3138-antisense (RT-qPCR) CTGTGCAGTATCGGCTACCT 

 

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

für GeneSOEing-Primer an, kleine Buchstaben kennzeichnen die Restriktionsschnittstellen 

*NB = Northern Blot 

 

2 Verwendete Chemikalien, Materialien, Geräte und Software 

2.1  Chemikalien, Enzyme, Kits, Marker 

Tabelle III-4 Liste der verwendeten Chemikalien 

Substanz Bezugsquelle 

Aceton Roth® 

Acrylamid/N,N-methylbisacrylamid Roth® 

Agar Invitrogen 

Agarose Peqlab 

Ammoniumchlorid Merck KGaA 

Ammoniumperoxodisulfat Sigma-Aldrich 

Biotin Sigma-Aldrich 

Blocking-Reagenz (für Nukleinsäurehybridisierung) Roche 

Borsäure 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-H2O Roth® 
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Desoxyribonukleotide Fisher Scientific 

Diethanolamin Merck KGaA 

Dikaliumhydrogenphosphat Merck KGaA 

Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich 

Dinatriumhydrogenphosphat Merck KGaA 

Dithiothreitol Roth® 

dNTPs Fisher Scientific 

Dye-Reagent Concentrate Bio-Rad Laboratories 

EDTA Amersham 

Essigsäure Roth® 

Ethanol Roth® 

Ethidiumbromid Serva 

Fluoreszenzfarbstoff Molecular probes FM 4-64 Life Technologies 

FluoroLink Cy3 monofunctional dye 3-pack, Cy5 monofunctional dye 5-pack Amersham 

Formamid Roth® 

Glycerin 87% Merck KGaA 

Glycin Merck KGaA 

Harnstoff Merck KGaA 

Isopropanol Roth® 

Isopropylthiogalactosid Roth® 

Kaliumchlorid Merck KGaA 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck KGaA 

LB-Medium Invitrogen™ 

Magnesiumchlorid Merck KGaA 

Magnesiumsulfat Merck KGaA 

Maleinsäure Merck KGaA 

Methanol Roth® 

MOPS Biomol GmbH 

Natriumacetat Merck KGaA 

Natriumchlorid Merck KGaA 

Natriumcitrat Merck KGaA 

Natriumlaurylsulfat (SDS) Serva 

Natronlauge Merck KGaA 

N-Lauroylsarcosin Sigma-Aldrich 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Roth® 

PIPES Roth® 

Protocatechusäure Sigma-Aldrich 

Salzsäure Roth® 

Stickstoff Linde AG 

Sucrose Merck KGaA 
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Tetramethylethylendiamin Merck KGaA 

Thiamin Sigma-Aldrich 

TRIS MP Biomedicals  

TRIS-HCl Serva 

Triton X-100 Serva 

TRIzol-Reagenz Invitrogen 

Trypton Oxoid 

Tween® 20 (Polysorbat 20) Roth® 

X-Gal Roth® 

β-Mercaptoethanol Roth® 

 

Tabelle III-5 Liste der verwendeten Enzyme 
Enzym Hersteller 

BIOTAQ™ DNA Polymerase Bioline 

DNase I (RNase-Free DNase Set) QIAGEN 

DNase I recombinant, RNase-free Roche Applied Science 

Lysozyme Serva 

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase  Finnzymes 

Restriktionsendonukleasen Fisher Scientific 

RiboLock™ RNase Inhibitor Fisher Scientific 

RNA 5´Polyphosphatase EPICENTRE®  

RNase A Roche Applied Science 

Shrimp Alkalische Phosphatase Fisher Scientific 

T4-DNA-Ligase Fisher Scientific 

T7-RNA-Polymerase Roche Applied Science 

Terminator™ 5´-Phosphate-Dependent Exonuclease EPICENTRE® 

ThermoScript™ Reverse Transcriptase Invitrogen 

 

Tabelle III-6 Liste der verwendeten Kits 

Produktname Zweck Bezugsquelle 

Agilent RNA 6000 Pico/Nano Kits RNA-Qualitätsanalyse (Bioanalyzer) Agilent Technologies 

CloneJET™ PCR Cloning Kit Klonierung von DNA-Fragmenten Fisher Scientific 

DIG RNA Labeling Mix Markierung von RNA-Sonden Roche 

GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit Isolierung von Plasmid-DANN Fisher Scientific 

GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit Isolierung von genomischer DNA Sigma-Aldrich 

High Sensitivity DNA Analysis Kits  DNA-Qualitätsanalyse (Bioanalyzer) Agilent Technologies 

Illumina® TruSeq™ Small RNA Kit Erstellung von cDNA-Bibliotheken Illumina 

NucleoSpin® Extract II Kit Aufreinigung von Nukleinsäuren Macherey-Nagel 

RiboZero (Gram-Positive Bacteria) Abreicherung von rRNAs aus Gesamt-RNA Epicentre® 
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RNeasy Mini Kit Isolierung von Gesamt-RNA Qiagen 

SensiMix™ One-Step RT-qPCR Bioline 

 

 

Tabelle III-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 Fisher Scientific 

GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder Fisher Scientific 

RiboRuler™ Low Range RNA Ladder Fisher Scientific 

 

 

2.2  Verbrauchsmaterialien 

Tabelle III-8 Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Name Hersteller 

Elektroporationsküvetten Peqlab Biotechnologie GmbH 

Glaswaren  Schott AG 

Küvetten  Sarstedt 

Nitrilhandschuhe VWR International 

Parafilm Pechiney PlasticPackaging 

Pipettenspitzen Starlab GmbH 

Plastikbedarf Greiner, Biozym, Starlab 

Reaktionsgefäße (1,5 und 2 ml) Greiner 

Ribotubes MP Biomedicals 

Sterilfilter Milipore 

 

 

2.3 Geräte und Apparaturen 

Tabelle III-9 Verwendete Geräte und Apparaturen 

Name Hersteller 

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies 

Brutschränke Memmert GmbH & Co. KG 

Eismaschine Scotsman Ice Systems 

Eclipse 80i Mikroskop Nikon Instruments 

Elektrophoresekammern für Agarosegele Eigenbau 

Feinwaage Sartorius AG 

Gene Pulser / Elektroporationsgerät Bio-Rad Laboratories 
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Illumina GA IIx Maschine Illumina 

Kühlschränke Privileg / Siemens 

Kühltischzentrifuge 5417 R Eppendorf AG 

Kühlzentrifuge 4K15 C Sigma-Aldrich 

LightCycler Roche 

Luftschüttler Innova 

Magnetrührer mit Heizplatte Heidolph Elektro GmbH&Co. KG 

Mikrowelle cinex electronic GmbH 

NanoDrop ND-1000 Photospektrometer Peqlab Biotechnologie GmbH 

PCR-Thermocycler Eppendorf AG 

PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter Peqlab Biotechnologie GmbH 

pH-Meter Knick Elektronische Messgeräte GmbH & Co 

Photometer Eppendorf AG 

Pipetman Eppendorf AG 

Reinraumwerkbank HERAsafe® Heraeus Holding GmbH 

Reinstwasseranlage GenPure TKA 

Ribolyser Peqlab Biotechnologie GmbH 

Ribolyser FP120-HY-230 Hybaid 

Schnellschüttler New Brunswick Scientific 

Spannungsgeber Bio-Rad Laboratories 

Thermomixer comfort Eppendorf AG 

Tischzentrifuge 5415 D Eppendorf AG 

UV-Transilluminator Alpha Innotech Corporation 

Vakuumzentrifuge Savant Speed-Vac SPD 111V Thermo Fisher Scientific 

Vortex-Genie Scientific Industries, Inc. 

Wasserbad GFL – Gesellschaft für Labortechnik mbH 

 

 

2.4 Software 

Tabelle III-10 Verwendete Software 

Name Zweck Hersteller 

BLAST Sequenzvergleiche (Protein- o. Nukleotidebene) (Altschul et al., 1990) 

calculateExpressionValues TSS-Bestimmung aus RNA-Seq Daten 
Christian Rückert,  
CeBiTec, Bielefeld 

Clone Manager Berechnung von Primersequenzen 
Scientific & Educational 
Software 

ClustalW Erstellen von Sequenz-Alignments (Larkin et al., 2007) 

CopraRNA Vorhersage von RNA-RNA Interaktionen  (Wright et al., 2013) 
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DAVID-Tool Funktionelle Genanalyse nach GO-Terminologie (Dennis et al., 2003) 

EMMA2 Normalisierung und Auswertung von Microarrays (Dondrup et al., 2009) 

Genesis 1.7.6. Microarray-Datenanalyse (Sturn et al., 2002) 

Improbizer Motivsuche in Sequenzen 
Jim Kent, UCSC University 
California (Ao et al., 2004) 

ImaGenge Spoterkennung und Quantifzierung Bio Discovery 

IRMA (Java-Applet) Berechnung intergenischer Oligonukleotidproben (Schroeder, 2007) 

Mauve 2.3.1 Erstellen Multipler Genom-Alignments (Darling et al., 2004) 

NodeXL-Excel Template Netzwerk Analyse-Tool 
The Social-Media Research 
Foundation 

Office 2010 Paket Textverarbeitung, Tabellenkalkulation Microsoft 

ORFfinder Detektion von offenen Leserastern Uhmin, Osaka University 

Origin 8.1 Tabellenkalkulation, Box plot-Diagramme ADDITIVE 

Overlap (Pearl-Skript) Berechnen übereinstimmender Sequenzbereiche 
Thomas Kohl,  
CeBiTec Bielefeld  

PseudoViewer3 RNA-Sekundärstrukturvisualisierung (Byun und Han, 2009) 

pknotsRG Berechnung von RNA-Pseudoknoten (Reeder et al., 2007) 

RBSfind Detektion von ribosomalen Bindestellen (Suzek et al., 2001) 

ReadXplorer Visualisierung von RNA-Seq-reads (Hilker et al., submittiert) 

RNAcofold Interaktionsanalyse von RNA-Molekülen (Lorenz et al., 2011) 

RNAfold RNA-Sekundärstrukturanalyse (Lorenz et al., 2011) 

RNAPredator Vorhersage von RNA-RNA Interaktionen  (Eggenhofer et al., 2011) 

RNAShapes RNA-Sekundärstrukturanalyse (Steffen et al., 2006) 

RNAup Interaktions-Anaylse von RNA-Molekülen (Lorenz et al., 2011) 

RNAz Vorhersage regulatorischer RNAs (Washietl et al., 2005) 

SARUMAN Read-mapping (Blom et al., 2011) 

TargetRNA Vorhersage von RNA-RNA Interaktionen  (Tjaden, 2008) 
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3 Medien 

3.1 Nährmedien 

 

BHIS-Medium (Liebl et al., 1989) 
 
•         37  g /L  Brain Heart Infusion 
•         91  g /L  Sorbitol 
 
CASO-Bouillon 
 
•         30,0  g /L  CASO-Bouillon 
•         17,0  g /L Caseinpepton 
•           3,0  g /L Sojapepton 
•           5,0 g /L NaCl 
•           2,5  g /L K2HPO4 
•           2,5  g /L D(+)-Glucose-Monohydrat 
 

CGXII-Minimalmedium (Keilhauer et al., 1993) 

•       20,00  g /L  (NH4)2SO4  
•         1,00  g /L  K2HPO4  
•         1,00  g /L  KH2PO4 
•         0,25  g /L  MgSO4·7 H2O 
•       42,00  g /L  MOPS 

 
→ in 876 mL H2O dest. lösen und autoklavieren, anschließend zugeben: 

•          100  mL   D(+)-Glukose, 50% (w/v) 
•            20  mL   Harnstoff, 25% (w/v) 

 
unmittelbar vor Gebrauch hinzugeben: 

•              1 mL  Biotin (0,2 mg/mL) 
•              1 mL  Thiamin (0,42 mg/mL) 
•              1 mL  Protocatechusäure (30 mg/mL) 
•              1 mL Spurenelemente 
 

LB-Medium (lysogeny broth) (Bertani, 2004) 
 
•           20 g /L LB-Medium (Lennox L Broth Base) 
•           10  g /L Trypton 
•             5 g /L Hefeextrakt 
•             5 g /L NaCl 
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SOC-Medium (Hanahan, 1983) 

•         20,0  g /L Trypton 
•           5,0  g /L Hefeextrakt 
•           4,0  g /L D(+)-Glucose-Monohydrat 
•           0,6  g /L NaCl 
•           0,2  g /L KCl 
•           4,1  g /L MgCl2 
•           4,9  g /L MgSO4 

 
   

→ Medium wird ohne Mg2+ autoklaviert, anschließend Zugabe sterilfiltrierter Mg2+-Lösung 
 

3.2 Zusätze zu den Nährmedien 

Für Festmedien 
 
•            15  g /L  Agar 

 
CGXII-Spurenelemente (Keilhauer et al., 1993) 

•        10,0  g /L  FeSO4·7 H2O 
•        10,0  g /L  MnSO4·7 H2O  
•          1,0  g /L  ZnSO4·7 H2O 
•          0,2  g /L  CuSO4 
•         0,02  g /L  NiCl2·6 H2O 

 
 

Sucrose (für Festmedien) 

•          100  g /L  Sucrose 

 

Stressoren für Wachstumsexperimente 

•         1,50  M NaCl oder  
•         0,33  M H2O2 oder 
•         2,00  mM Diamid (N,N,N′,N′-tetramethylazodicarboxamide) 

 
 

Antibiotika für die selektive Anzucht 

Tabelle III-11Verwendete Antibiotika 

Antibiotikum Abkürzung Lösungsmittel  Konzentration [mg/L]  

Ampicillin Amp H2O dest. 100 

Kanamycin Km H2O dest. 25 (C. glutamicum), 50 (E. coli) 

Nalidixinsäure Nx 0,1 N NaOH 50 
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3.3 Verwendete Puffer und Lösungen    

3.3.1 Nukleinsäure-Isolierung, -Reinigung und –Amplifikation 

 
dNTP-Mix 
 
•           2,5  mM  dATP 
•           2,5  mM dCTP 
•           2,5  mM dGTP 
•           2,5  mM  dTTP 
 

RNase-Lösung 
 
•            10  mg RNase A in 1 mL H2O dest. lösen 

 

Lysozym-Lösung (immer frisch ansetzen) 
 
•              4  mg Lysozym in 200 µl Gram-Positive Lysis Solution (GenElute-Kit) lösen 

 

Proteinase K-Lösung 
 
•            20  mg Proteinase K in 1 mL H2O dest. lösen und bei -20 °C lagern 

 

Lösung zur Präzipitation kleiner RNAs 

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

3.3.2 Elektrophorese  

 
Agarose 
 
•      0,8-3,0  % (w/v) Agarose in TA-Puffer (1-fach) lösen, unter Rühren 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 HCl bis zum Umschlagpunkt (dunkelgrün) titrieren 
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Ethidiumbromid-Färbelösung 
 
•           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 konzentrierter Essigsäure 

 

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  CaCl   
•         250 mM  KCl  
 

→ in 800 mL H2O lösen und auf pH=6,7 einstellen (mit KOH oder HCl) 
 

 

3.3.4 Auftrennung der RNA im Polyacrylamidgel und Semi-Dry Elektroblot 

 

LiCl-Lösung 
 
•              4  M  LiCl in H2O dest lösen 

 

SDS-Lösung 
 
•            10  % (w/v) SDS 

 
 
APS-Lösung (10 %) 
 
•              1  g  Ammoniumperoxodisulfat in 10 mL H2O dest lösen und im Kühlschrank lagern 
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EDTA-Lösung (0,5 M) 
 
•       93,05 g  ETDA in ca. 400 mL H2O dest. aufnehmen,  
 

→ pH mittels NaOH auf 8,0 einstellen und auf 500 mL auffüllen 

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

 
→ in H2O dest. aufnehmen, in Mikrowelle lösen, dann autoklavieren, Lagerung bei 4 °C 
 

 
SSC-Puffer (20-fach) 
 
•              3  M Natriumcitrat·2 H2O 
•              3  M NaCl 
 

Prähybridisierungslösung für DIG-markierte Sonden   
 
•     187,50  µL H2O dest.     
•       10,00  µL SDS, 10 %           
•       50,00  µL N-Lauroylsarcosin    
•         1,00  mL Blocking-Reagenz    
•         1,25  mL 20x SSC     
•         2,50  mL Formamid            
•  

→ Prähybridisierungslösung immer frisch ansetzen 

 
PAA-Mix (200 mL) für 10 % PAA-Gele 

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

→ mit H2O dest. auf 200 mL auffüllen und den Mix dunkel im Kühlschrank lagern 
 

→ zu 50 mL PAA-Mix (2 Gele) vor Gießen 50 µL TEMED (99 %) und 500 µL 10 % APS hinzu 
    

 

TBE-Puffer (10-fach) 
 
•       108,0  g /L  TRIS 
•         55,0  g /L  Borsäure in ca. 900 mL H2O dest aufnehmen 
•         40,0  mL  EDTA (0,5 M) 

 
→ auf 1 Liter auffüllen 
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Puffer I (10-fach) 
 
•           1,0  M Maleinsäure 
•           1,5  M NaCl  

 
→ in H2O dest aufnehmen, pH mittels NaOH auf 7,5 einstellen 

 

Waschpuffer 
 
•             3  mL Tween® 20 (Polysorbat 20) mit 1 Liter Puffer I (1-fach) auffüllen 

 

Puffer II (1-fach) 
•            25  mL Puffer I (1-fach) 
•            25  mL Blocking-Reagenz  

 
→ in 250 mL H2O dest. aufnehmen; immer frisch ansetzen 

 
 
Puffer III (1-fach) 
 
•          9,6  mL Diethanolamin mit 1 Liter Puffer I (1-fach) auffüllen 

 

Waschlösung I 
 
•       12,50  mL 20x SSC 
•     250,00  µL  SDS, 10 % 
•       37,25  mL H2O dest. 
 

Waschlösung II 
 
•         2,50  mL 20x SSC 
•     250,00  µL  SDS, 10 % 
•       47,25  mL H2O dest. 
 

Waschlösung III 
 
•         1,25  mL 20x SSC 
•     250,00  µL  SDS, 10 % 
•       48,25  mL H2O dest. 
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4 Kultivierung, Ernten und Lagerung von Bakterien 

4.1 Bestimmung des Bakterientiters 

Durch Bestimmung der optischen Dichte der Flüssigkultur kann bei einer Wellenlänge von 600 nm in 

einem Spektralphotometer das Wachstum von Bakterien verfolgt werden. Als Referenz dient dabei das 

Nährmedium ohne Bakterien. Eine OD600 von 0,1 entspricht etwa 2*107 E. coli-Zellen bzw. 1*107 

C. glutamicum Zellen. Hierbei ist zu beachten, dass mit dieser Methode der Gesamt-Bakterientiter aus 

lebenden und bereits abgestorbenen Zellen ermittelt wird. 

 

4.2 Anzucht der Bakterien für die Experimente zur Identifizierung kleiner RNAs 

C. glutamicum ATCC 13032 wurde in 25 mL Schüttelkolben-Kulturen in CGXII-Minimalmedium 

(Keilhauer et al., 1993) angezogen. Die C. glutamcium-Zellen wurden in der exponentiellen 

Wachstumsphase bei einer optischen Dichte OD600 von 10 geerntet. Zusätzlich wurden zu diesem 

Zeitpunkt in fünf C. glutamicum-Kulturen die verschiedenen Stressbedingungen Hitzeschock (50 °C), 

Kälteschock (4 °C), hyperosmotischer Stresss (1,5 M NaCL), H2O2-Stress (0,33 M) und Diamid-Stress 

(2 mM N,N,N′,N′-tetramethylazodicarboxamide) für jeweils 15 Minuten (Min) angewendet (Nakunst et 

al., 2007) und im Anschluss daran geerntet. Zum Ernten wurden jeweils 1,5 mL Kultur schnellstmöglich 

in ein Eppendorf-Gefäß überführt und für 15 Sekunden (Sek) bei Raumtemperatur (RT) und 13.000 g 

(Erdbeschleunigung) zentrifugiert. Danach wurde der Überstand verworfen und die pelletierten Zellen 

sofort in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Die Proben wurden bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung 

aufbewahrt. Von allen Kulturen wurde jeweils ein biologisches Replikat mitgeführt. 

 

4.3 Anzucht der Bakterien zur Attenuator-Validierung (aroF) 

Für die Kulvtivierungen wurde die Insertionsmutante C. glutamicum ATCC 13032 pheA::IS6100 

(Mormann et al., 2006) verwendet, die auxotroph für die aromatische Aminosäure Phenylalanin ist. Zur 

Inokulation der Vorkulturen wurde die Cryo-Kultur auf Agar-Platten mit komplexem CASO-Medium 

und 50 mg/L Nalidixinsäure angezogen. Die Vorkulturen wurden in 10 mL desselben Mediums, 

allerdings ohne Agar als Flüssigkultur in 100 mL-Schüttelkolben für einen Tag bei 30 °C und 300 rpm in 

einem Schüttelinkubator inkubiert. Die Zellen von 1 mL Vorkultur wurden dann zentrifugiert und mit 

1 mL gereinigtem H2O gewaschen. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt und Verwerfen des 

Überstandes wurden die Zellen resuspendiert in 1 mL sterilem H2O und für das Animpfen der 

Hauptkulturen mit einer OD600 = 0,1 verwendet. Die Hauptkulturen wurden in 20 mL CGXII-

Minimalmedium (Keilhauer et al., 1993) kultiviert und enthielten zusätzlich 0,1 mM oder 1 mM Alanyl-

Phenylalanin Dipeptid (Ala-Phe) in 250 mL-Schüttelkolben. Für jede der zwei Dipeptidkonzentrationen 
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wurden drei biologische Replikate kultiviert. Nach 15 Std. Kultivierung wurden die Zellen geernetet zur 

Isolierung der Gesamt-RNA. Zum Ernten wurden jeweils 1,5 mL Kultur schnellstmöglich in ein 

Eppendorf-Gefäß überführt und für 15 Sek bei RT und bei 13.000 g zentrifugiert. Danach wurde der 

Überstand verworfen und die pelletierten Zellen sofort in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Diese Proben 

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

 

4.4 Stochertest  

Etwas Zellmasse einer zu prüfenden Einzelkolonie wird für den Stochertest mit einem sterilen 

Zahnstocher aufgenommen und durch strichförmiges Ausstreichen auf verschiedene Festmedien-Platten 

überimpft. Nach Inkubation der Platten im Brutschrank über Nacht können diese ausgewertet werden. 

 

5 Polymerase-Kettenreaktion 

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase-chain-reaction; PCR) bezeichnet eine Methode zur 

enzymatischen in vitro Amplifikation definierter DNA-Abschnitte, deren flankierende Sequenzen zur 

Konstruktion geeigneter Primer bekannt sein müssen (Saiki et al., 1988). Ein PCR-Prozess besteht aus 

20-50 Zyklen, die jeweils in drei Schritte aufgeteilt sind. Der erste Schritt eines PCR-Zyklus beginnt mit 

der Denaturierung der Matrizen-DNA (template) bei 95-98 °C, damit es im zweiten Schritt zur Bindung 

(annealing) der Primer an komplementäre einzelsträngige DNA-Bereiche über 

Wasserstoffbrückenbindungen kommen kann. Der Aufbau und die Länge von Primern bestimmen dabei 

die annealing-Temperatur, die etwa 5 °C unter der Primer-Schmelztemperatur T [°C] liegt und von Länge 

und G+C-Gehalt beeinflusst wird. Die 3´-OH-Enden der Primer dienen im dritten und letzten Schritt 

eines PCR-Zyklus als Ausgangspunkt für die Komplementierung der Einzelstränge zu Doppelsträngen 

über eine thermostabile DNA-Polymerase (Polymerisation). Voraussetzung für eine erfolgreiche 

Polymerisation sind neben einem geeigneten pH-Wert und Vorhandensein von Mg2+-Ionen, eine optimale 

Polymerisations-Temperatur (72 °C), sowie das Vorhandensein von Desoxynukleosid-Triphosphaten 

(dNTPs). 

 

5.1 Primer-Design 

Die Wahl geeigneter Primer spielt bei der PCR eine wesentliche Rolle, weshalb einige Regeln beachtet 

werden sollten. Für eine ausreichende Spezifität der PCR sollte die Primer-Mindestlänge 20 Nukleotide 

betragen. Der G+C-Gehalt der Primer sollte bei 50 - 60 % liegen und die annealing-Temperaturen eines 

Primerpaares sollten möglichst nicht mehr als 2 °C voneinander abweichen. Angehängte Erweiterungen 

wie eine T7-Promotorsequenz, Restriktionsschnittstellen, oder chemische Modifikationen werden an das 
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5´-Ende eines Primers angehängt. Neben diesen Kriterien sind noch einige weitere Dinge zu beachten, 

z.B. die Vermeidung der Bildung von Haarnadelstrukturen, Dimerisierung etc., daher empfiehlt sich der 

Einsatz spezieller Computerprogramme wie beispielsweise der im Rahmen dieser Arbeit verwendete 

Clone Manager (Sci-Ed Software). 

 

5.2 PCR-Reaktionsansätze und –Programme 

In dieser Arbeit wurden sowohl eine Taq- als auch eine Phusion-DNA-Polymerase eingesetzt, die sich 

durch unterschiedliche Eigenschaften auszeichnen. Die Taq-Polymerase ist die thermostabile DNA-

Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus (Taq). Phusion-Polymerasen kombinieren ein neues 

Pyrococcus-ähnliches Enzym mit einer prozessivitätssteigernden Domäne. Die Phusion-Polymerase 

verfügt darüberhinaus über eine 3´-5´-Exonuklease-Aktivität (proof-reading), die zu einer geringeren 

Fehlerrate bei der Amplifikation führt. Bei der Phusion handelt es sich außerdem um eine hot start-

Polymerase, bei der die Polymerase bis zum ersten Denaturierungsschritt durch gebundene Antikörper 

blockiert wird. Unspezifische Amplifikationen, die durch falsches Binden von Primern während des 

Temperaturanstieges im ersten Zyklus entstehen können, werden somit verhindert. Ebenso werden 

Primerdegradierung und die Exonuklease-Aktivität der Phusion-Polymerase bei Raumtemperatur 

unterbunden. Im Gegensatz zur Phusion-Polymerase fügt die Taq-Polymerase unabhängig vom Aufbau 

der Matrizen-DNA ein Adenosin-Triphosphat als letztes Nukleotid an, sodass Amplifikate mit 

3‘-Überhängen (sticky ends) entstehen. Im Folgenden sind Pipettierschemata für beide Polymerasen 

dargestellt und die zugehörigen Standard-PCR-Programme. 

 

PCR-Reaktionsansatz und -Programm für die taq-Polymerase 

Tabelle III-12 Mix für einen Taq PCR-Ansatz (50µL) 

5,0 µL 10× NH4 Reaktions-Puffer  

2,0 µL dNTPs (2,5 mM) 

0,5 µL Primer 1 (10 mM) 

0,5 µL Primer 2 (10 mM) 

1,5 µL MgCl2 (50mM) 

1,0 µL Template-DNA 

1,0 µL Taq-Polymerase 

 

 → mit H2O dest. auf 50 µL auffüllen 
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Tabelle III-13 Programm für die Taq-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 

 
*   abhängig von den verwendeten Primern 
** abhängig von der Größe des zu amplifizierenden DNA-Fragments und der Reaktionsgeschwindigkeit der 
verwendeten Polymerase 
 
 
 
 
PCR-Reaktionsansatz und -programm für die Phusion-Polymerase 

Tabelle III-14  Mix für einen Phusion PCR-Ansatz (50µL) 

5,0 µL 10× Phusion GC-Puffer  
2,0 µL dNTPs (2,5mM) 
0,5 µL Primer 1 (10 mM) 
0,5 µL Primer 2 (10 mM) 
1,5 µl  DMSO  
1,0 µL Template-DNA 
1,0 µL Phusion-Polymerase 

 

→ mit H2O dest. auf 50 µL auffüllen 

 
Tabelle III-15 Programm für eine Phusion-PCR 

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

 
*   abhängig von den verwendeten Primern 
** abhängig von der Größe des zu amplifizierenden DNA-Fragments und der Reaktionsgeschwindigkeit der 
verwendeten Polymerase 
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6 Klonierungsexperimente  

6.1 DNA-Restriktionsspaltung 

Die DNA-Restriktionsspaltung stellt eine Methode zur Analyse von DNA oder zur Vorbereitung einer 

anschließende Ligation dar, bei der das Pentose-Phosphat-Rückgrat der DNA an charakteristischen 

palindromischen Sequenzen mit Restriktionsendonukleasen vom Typ II hydrolysiert wird. Je nach 

verwendetem Enzym entstehen dabei entweder versetzt einzelsträngige Enden (sticky ends) oder glatte 

Enden (blunt ends). Es ist zu beachten, dass einige Restriktionsendonukleasen „Methylierungs-anfällig“ 

sind. Das bedeutet, dass diese Enzyme ihre Zielsequenzen nicht oder nur mit einer geringeren Effizienz 

erkennen, wenn eine Base darin im Rahmen einer zelltypischen Modifikation methyliert wurde. 

Vorbereitend für den Restriktionsansatz werden die Konzentrationen von Fragment und Vektor per 

Spektralphotometer bestimmt. Die Klonierung sollte mit 250 ng Vektor und 5-fach molarem Überschuss 

Fragment erfolgen. Die Restriktionsspaltung erfolgt analog zu den vom Hersteller empfohlenen 

Bedingungen (in der Regel für mindestens 1 Std. bei 37 °C im Brutschrank) unter Verwendung des 

mitgelieferten Puffers. Die Restriktionsenzyme sollten nach der Reaktion inaktiviert und anschließend 

mittels PCR-Aufreinigung (Macherey Nagel Kit) entfernt werden. 

Der Spaltungsansatz lautet (20 µL): 

•           2,0  µL  Spaltungs-Puffer 
•           0,5  µL  je Restriktionsenzym 
•         3-15  µL  Vektor bzw. Fragment verwenden und mit H2O dest. auf 20 µL auffüllen. 
 
 

6.2 DNA-Ligation 

Bei einer DNA-Ligation werden die endständigen 5´-Phosphatgruppen und 3´-Hydroxylgruppen des 

Pentose-Phosphat-Rückgrats der DNA mithilfe der ATP-abhängigen T4-DNA-Ligase unter Ausbildung 

von Phosphodiesterbindungen miteinander verknüpft. Auf diese Weise können durch Restriktionsenzyme 

modifizierte DNA-Fragmente miteinander kondensieren. Die Inkubation des Ansatzes erfolgt 1 Std. bei 

RT. Nachfolgend ist ein Ligationsansatz zur Integration eines DNA-Fragments in ein Plasmid aufgeführt 

(50 µL-Ansatz): 

•         20,0  µL  Fragment 
•         20,0  µL  Vektor     
•           5,0  µL  Ligase-Puffer      
•           0,5  µL  Ligase und mit H2O dest. auf 50 µL auffüllen. 
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7 DNA-Transfertechniken 

7.1 Herstellung und Elektroporation elektrokompetenter C. glutamicum-Zellen 

Die Elektroporation ist eine verbreitete Methode, um freie DNA in Bakterienzellen zu transformieren. 

Dabei erfolgt die Aufnahme der DNA in vorbehandelte (kompetente) Zellen über einen kurzen 

elektrischen Puls von 10 kV/cm, wobei kurzzeitig Poren in der Cytoplasmamembran erzeugt werden und  

so Makromoleküle wie Fremd-DNA in die Zelle eindringen können. Hierbei ist es von Bedeutung, dass 

sowohl die Bakterien- als auch die DNA-Suspensionen deionisiert sind. Eine zu hohe Ionenkonzentration 

würde im Reaktionsansatz zu einem verstärkten Stromfluss und infolgedessen zu einer deutlichen 

Abnahme der Elektroporations-Effizienz führen. Anschließend muss die Membran wieder hergestellt 

werden, um das Überleben der Zellen zu sichern. Dabei müssen für jeden Zelltyp die richtigen 

Bedingungen wie Temperatur und Zusammensetzung gewählt werden. 

 

Eine C. glutamicum-Kultur wird in CASO mit 10 % (w/v) Sorbitol bis zur früh-logarithmischen Phase 

angezogen und auf Eis schnell abgekühlt. Für das Waschen der Kultur wird zunächst TG-Puffer 

verwendet, dann 10 % Glycerin. Nach mehrfacher Wiederholung zur Erhöhung der Stringenz, werden die 

kompetenten Zellen in 150 µL-Aliquots aufgeteilt und können für mehrere Monate bei -80 °C gelagert 

werden (Tauch et al., 2002). Für die Elektroporation wird das gewünschte Plasmid zu der aufgetauten 

Zellsuspension gegeben und folgende Pulsbedingungen eingestellt: 25 µF Kapazität; 200 Ω 

Parallelwiderstand; 2,5 kV Spannung (bei vorgekühlten 0,2 cm Küvetten). Im nächsten Schritt werden die 

Zellen sofort in die auf 46 °C vorgewärmten 4 mL BHIS-Medium überführt und dann im Wasserbad für 

6 Min. bei 46 °C zur Inaktivierung des Restriktionsmodifikationssystems inkubiert. Anschließend erfolgt 

eine Regeneration der Zellen für 60 Min. im 30 °C-Roller. Nach Ablauf dieser Zeit werden die Zellen auf 

geeignetes Selektionsmedium ausplattiert (Tauch et al., 2002). 

 

7.2 Hitzeschock-Transformation von ultrakompetenten E. coli-Zellen   

Eine weitere Methode zur DNA-Transformation ist der Hitzeschock (Inoue et al., 1990). Die 

Bakterienzellen werden hierbei mit Calciumchlorid behandelt, was bewirkt, dass es zwischen der negativ 

geladenen DNA und der negativ geladenen Zellmembran weniger abstoßende Kräfte gibt (Palchevskiy 

und Finkel, 2006). Anschließend wird ein kurzer Hitzeschock durchgeführt und es entstehen Poren in der 

Membran, so dass DNA in die Zellen hinein gelangen kann. Für die Herstellung der ultrakompetenten 

E. coli-Zellen muss der gewünschte Stamm bei 19 °C bis zur früh-logarithmischen Phase (OD = 0,5) 

kultiviert werden. Nach Abkühlung der Zellen erfolgt einmaliges Waschen mit TB-Puffer. Die Zellen 

werden danach in TB-Puffer mit DMSO (Endkonzentration 7 %) resuspendiert, aliquotiert und bei -80 °C 

gelagert. Im Rahmen der Transformation mittels Hitzeschock werden die kompetenten Zellen auf Eis 
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aufgetaut und 1-25 µL Plasmid-DNA wird hinzuzugeben. Nach 30 Min. Inkubation der Zellen auf Eis, 

erfolgt der Hitzeschock für ca. 45 Sek bei 42,5 °C. Die Zellen werden danach kurz auf Eis gestellt und 

anschließend werden zur Regeneration 0,5 mL SOC-Medium zugegeben und die Zellen 1 Std. bei 37 °C 

gelagert. Die Zellen werden auf einem geeigneten Selektionsmedium ausplattiert. 

 

8 Allgemeine DNA-Arbeiten 

8.1 Isolierung von Plasmid-DNA  

Dieses Verfahren bietet die Möglichkeit der Isolierung besonders reiner Plasmid-DNA und basiert auf der 

alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Im Anschluss an die Zelllyse erfolgt eine Neutralisierung, 

um passende Bindungen für die Bindung der Plasmid-DNA eine Quarzmembran-Säule zu schaffen. Vor 

der Beladung der Säule wird das neutralisierte Lysat zentrifugiert, um Zelltrümmer zu pelletieren. Der 

Überstand wird auf die Säule geladen und zur Entfernung von Proteinen, Polysacchariden, Metaboliten 

und kurzkettigen Oligonukleotiden gewaschen. Anschließend wird die DNA eluiert. Die genaue 

Durchführung der einzelnen Schritte ist der GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, 

Waltham, U.S.A.) beiliegenden Beschreibung zu entnehmen. 

 

8.2 Aufreinigung von PCR-Produkten 

Nach einer durchgeführten PCR sollten überschüssige (Oligo-) Nukleotide, Primer und Salze im 

Amplifikat entfernt werden, da diese folgende Reaktionen behindern könnten. In dieser Arbeit wurde mit 

dem kommerziell erhältlichen NucleoSpin Extract II Kit (Macherey Nagel, Düren, Deutschland) 

gearbeitet. Dabei werden größere DNA-Moleküle (> 80 Nukleotide) an eine Säulenmatrix gebunden und 

mit einem Ethanol-haltigen Puffer gewaschen. Anschließend wird die DNA mit einem schwach basischen 

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

 

8.3 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von DNA-Fragmenten. Die Trennung 

hierbei erfolgt im elektrischen Feld, wobei sich die DNA-Moleküle aufgrund ihrer negativen Nettoladung 

zur positiven Anode hin bewegen. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei abhängig von verschiedenen 

Faktoren, wie Molekulargewicht, Konzentration des Agarose-Gels, DNA-Konformation und der Stärke 

des angelegten elektrischen Feldes. Beim Vergleich mit einem Längenstandard von DNA-Fragmenten 

definierter Größe kann die Größe der unbekannten DNA-Fragmente ermittelt werden. 
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Je nach Experiment werden 0,8-3 %ige Agarose mit TA-Puffer angesetzt und aufgekocht. Dann wird das 

flüssige Gel in eine Gelkammer gegossen und nach Erkalten in der Kammer mit TA-Puffer überschichtet. 

Vor dem Auftragen der DNA-Proben werden diese mit einem Glycerin-haltigen Ladepuffer (BPB) 

versetzt, um die Dichte der Proben zu erhöhen und damit das Einsinken der Proben in die Gel-Taschen zu 

ermöglichen. Die BPB-Banden dienen gleichzeitig als Marker für die zurückgelegte Laufstrecke während 

der Elektrophorese. Zur späteren Identifizierung der DNA-Molekülgrößen können verschiedene Marker 

dienen, die mit auf das Gel aufgetragen werden. Die Gelelektrophorese wird bei 80-100 V für ~30 Min. 

durchgeführt. Im Anschluss wird das Gel aus der Gelkammer genommen, wenige Minuten in EtBr-

Lösung (1 µg/mL EtBr) inkubiert und danach kurz in einem H2O-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 wird zum einen die Extraktion eines DNA-

Fragments definierter Größe ermöglicht, aber gleichzeitig wird auch eine DNA-Reinigung durchgeführt. 

Man trägt dazu die DNA-haltige Probe in mehreren Spuren auf ein Agarosegel auf und trennt sie mittels 

Elektrophorese auf. Damit Mutationen durch EtBr oder UV-Licht vermieden werden, werden nur die 

außenliegenden Spuren des Gels herausgeschnitten und in EtBr-Lösung gefärbt. Die entsprechende Bande 

wird unter UV-Licht mit dem Skalpell möglichst genau ausgeschnitten (unbedingt UV-Gesichtsschutz 

verwenden!). Das mittlere Gelstück wird schließlich wieder zu den Randstücken gelegt, wobei die 

ausgeschnittenen Bereiche jetzt als Orientierung dienen um das gewünschte DNA-Fragment ohne UV-

Detektion auszuschneiden. Die Aufreinigung aus dem Gel erfolgt mittels NucleoSpin Extract II Kit 

(Macherey Nagel, Düren, Deutschland) nach Herstellerangaben. 

 

9 GeneSOEing 

Bei der Methode Gene Splicing by Overlap Extension (GeneSOEing) werden in vitro DNA-Fragmente 

mittels PCR neu kombiniert. Eine mögliche Anwendung ist das Erzeugen von Deletions-Konstrukten, 

mithilfe derer definierte Mutanten generiert werden können. Mittels vier verschiedenen Primern d1-d4 

werden zuerst zwei PCR-Produkte mit einer Größe von je ca. 500 bp erzeugt, die den zu deletierenden 

Bereich flankieren (Abbildung III-1, nächste Seite). Bei der Erstellung der Primer muss darauf geachtet 

werden, dass der Primer d2 am 5´-Ende einen Überhang trägt, welcher komplementär zur Primersequenz 

von d3 ist. In einer PCR-Reaktion werden die beiden Produkte dann im gleichen Verhältnis zur Erstellung 

des Fusionsprodukts eingesetzt. Mithilfe des Überhangs am zweiten Produkt und mithilfe der Primer d1 

und d4 können die beiden PCR-Produkte fusioniert werden. Nach geeigneten Restriktionsreaktionen kann 

das Fusionsprodukt anschließend mittels Ligation in den pK18mobsacB-Vektor eingebracht werden. 
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Abbildung III-1 Schematische Darstellung zur Lage der Primer für GeneSOEing. 
An den Primern d1 und d4 (rote und blaue Pfeile) sind Schnittstellen für Restriktionsenzyme (Restr.) angehängt, um 
die Klonierung des Produkts zu ermöglichen (hellroter Bereich symbolisiert hier die Erkennungssequenzen). Der 
Primer d2 trägt einen komplementären Überhang (blau) zum Primer d3. Die zu deletierende Region ist durch ein 
gestricheltes Rechteck gekennzeichnet. 
 

 

Um eine Deletion im Genom von C. glutamicum zu etablieren, wird das GeneSOEing Amplifikations-

Produkt über das pK18mobsacB-System gegen den entsprechenden Abschnitt im Chromosom 

ausgetauscht. Hinsichtlich der Integration des Vektors können die Zellen aufgrund der auf dem Vektor 

kodierten Kanamycin-Resistenz selektiert werden. Außerdem führt der integrierte pK18mobsacB zu einer 

Sucrose-Sensitivität, welche auf die Expression des sacB-Gens (Levansucrase, ursprünglich aus Bacillus 

subtilis) zurückzuführen ist. Die Levansucrase wandelt Sucrose in das für C. glutamicum toxische Levan. 

Können die Zellen auf Sucrose wachsen, hat eine zweite homologe Rekombination stattgefunden, 

wodurch der Vektor verloren wurde (Schäfer et al., 1994). Bei der Exzision des Vektors kommt es 

entweder zur homologen Rekombination über dieselbe Flanke wie bei der Integration, was bedeutet dass 

der Genotyp revertiert. Oder die Rekombination erfolgt über die zweite Flanke. In diesem Fall verbleibt 

das Deletions-Konstrukt im Chromosom, während das native Gen mit dem Vektor verloren geht. 

Mögliche Deletionsmutanten können in einer PCR-Reaktion auf den gewünschten Verlust hin untersucht 

werden. Mittels der außenliegenden Primer wird der DNA-Abschnitt, in dem die Deletion liegt, 

amplifiziert. Das entstandene Amplifikat ist im Fall der Mutante um die Größe der Deletion verkürzt. Der 

Wildtyp dient bei der Auftrennung über Agarosegel-Elektrophorese als Kontrolle. Für den Nachweis von 

eingebrachten Mutationen muss der amplifizierte Bereich anschließend sequenziert werden. 
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10 Allgemeine RNA-Arbeiten 

Beim Arbeiten mit Ribonukleinsäuren (RNA) müssen die ubiquitär vorhandenen Ribonukleasen 

(RNasen) beachtet werden. Im Gegensatz zu DNasen sind RNasen temperaturstabil und daher auch noch 

nach Autoklavierung aktiv. RNasen zeigen allerdings eine Sensitivität gegenüber Diethylpyrocarbonat 

(DEPC). Daher sollte mit DEPC-behandeltem Wasser gearbeitet und es sollten Handschuhe getragen 

werden. Darüberhinaus sollten bei allen Pipettierschritten Filterspitzen und RNase-freie 1,5 mL 

Reaktionsgefäße verwendet werden. Wenn möglich sollte auf Eis gearbeitet werden. Außerdem wird 

empfohlen die Arbeitsflächen vor Beginn aller Arbeitsschritte mit Ambion® RNase-Zap® (Life 

Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) zu reinigen. Optional kann in Lösung mit einem RNase-

Inhibitor gearbeitet werden. RNase-Inhibitoren sind große (~49 kDa) Leucin-reiche Proteine, die mit 

RNasen stabile Komplexe formen und sie dadurch inaktivieren (Kobe und Deisenhofer, 1993). Der in 

dieser Arbeit verwendete RiboLock™ RNase Inhibitor (Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) bindet 

an die RNasen A, B, and C, allerdings nicht an RNasen I und H. 

 

10.1 Isolierung der Gesamt-RNA 

Für die Zweifarben-cDNA-Microarrayanalysen wurde zur Gesamt-RNA-Isolierung das RNeasy Mini Kit 

(Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Da hierbei besonders die Fraktion mit RNA-Spezies <200 nt 

abgereichert wird, wurde für alle Methoden zur Identifizierung kleiner RNAs eine andere Methode 

angewendet, die bekannt ist als Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion (Chomczynski 

und Sacchi, 1987). Sie wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal für Gesamt-RNA Isolierungen in 

C. glutamicum etabliert und wird daher ausführlich mit allen Arbeitsschritten beschrieben. Die bei -80 °C 

gelagerten Zellen werden auf Eis aufgetaut und mit jeweils 1 mL Trizol® (Invitrogen, Darmstadt, 

Deutschland) vermischt. Trizol® enthält das Thiocyanat-Salz des Guanidins. Dieses Chaotrop lysiert die 

Zellen und denaturiert gleichzeitig RNasen und andere Enzyme. Zusätzlich enthält das Reagenz Phenol, 

in dem sich die RNA löst. Der Zellaufschluss wird durch mechanischen Aufbruch unterstützt und erfolgt 

in sandgefüllten Ribotubes im Precellys Ribolyser. Durch Zugabe von Chloroform und anschließende 

Zentrifugation bilden sich drei Phasen aus: Ein wässriger Überstand, der die RNA enthält, und eine 

organische Phase, die Proteine und Lipide enthält. In der Interphase befindet sich die DNA. Die RNA 

kann aus dem Überstand mittels Isopropanol oder in Anwesenheit einwertiger Na-Ionen präzipitiert und 

anschließend in Wasser gelöst werden. Falls die erwartete RNA-Konzentration sehr niedrig ist, sollte 

Zugabe von Glycogen als Ko-Präzipitant (carrier) erfolgen. Es wird wie nachfolgend beschrieben 

vorgegangen. 

• Zell-Pellet  mit 1 mL Trizol® mischen und 20 Sekunden (Sek) bei Speed 6.5 bei RT ribolysieren 
• Inkubation 1 Min. auf Eis inkubieren 
• 20 Sek bei Speed 6.5 bei RT zentrifugieren 
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• 1 Min. auf Eis inkubieren 
• 3 Min. bei 4 °C bei 18.000 g zentrifugieren 
• jeweils 200 µL Chloroform hinzufügen und 30 Sek vortexen 
• 5 Min. bei RT inkubieren 
• 10 Min. bei RT bei 13.000 g zentrifugieren 
• Je Ansatz 450 µL Isopropanol vorlegen und  Überstand aus Zentrifugationsschritt hinzufügen 
• 10 Min. auf Eis inkubieren 
• 15 Min. bei 4 °C bei 16.000 g zentrifugieren und Überstand verwerfen 
• RNA-Präzipitat in jeweils 500 µL 70 % Ethanol waschen und kurz vortexen 
• 5 Min. bei 4 °C bei 7600 g zentrifugieren 
• Überstand verwerfen und die Reaktionsgefäße im 37 °C Schrank lufttrocknen 

 

Die gefällte RNA bildet ein Pellet, das nach dem Trocknen durchsichtig wird und in RNase-freiem 

DEPC-H2O gelöst werden kann. 

10.2 Präzipitation kleiner RNAs  

Durchführung zur Fällung kleiner RNAs  < 250 nt  

• Gesamt-RNA mit 2.5 M NaAcetat und 25 % PEG 8000 mischen, 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 zentrifugieren → kleine RNA-Fraktion im Überstand 

• Pellet verwerfen (enthält die große RNA-Fraktion)  
 

10.3 DNase-Verdau 

Die RNA enthält nach der Isolierung meist noch DNA-Kontaminationen, die durch einen DNase-Verdau 

eliminiert werden müssen. Die Proben werden hierzu mit RNase-free DNase I (Roche, Mannheim, 

Deutschland) inkubiert. 

• je 124 µL DEPC-H2O hinzufügen und resuspendieren 
• je 15 µL Puffer, 10,5 µL RNase-free DNAse I und 0,5µL RNAse Inhibitor hinzufügen 
• 40 Min. bei 30 °C inkubieren 
 

10.4 Aufreinigung durch P:C:I-Extraktion 

Um die RNA von vorhandenen Enzyme wie DNasen aufzureinigen, wird eine Lösung aus Phenol, 

Chloroform und Isoamylalkohol im Verhältnis 25:24:1 (Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. 

Anschließend wird die RNA in Gegenwart monovalenter Kationen (Na+) und Alkohol präzipitiert. 

• je DNase-Verdau Ansatz 150 µL P:C:I-Lösung hinzufügen und 30 Sek vortexen (Verhältnis 1:3) 
• 15 Min. bei RT und bei 20.000 g zentrifugieren 
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• je 450 µL 0,3 M Natriumacetat (in Ethanol) werden in 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefäßen 
vorgelegt und jeweils der Überstand des Zentrifugationsschrittes hinzugefügt 

• 30 Min. bei -20 °C inkubieren 
• 20 Min. bei 4 °C bei 17.600 g zentrifugieren und den Überstand verwerfen 
• je 500 µL 70 % eiskalten Ethanol hinzufügen und kurz vortexen 
• 5 Min. bei 4 °C bei 7600 g zentrifugieren 
• Überstand verwerfen und die Reaktionsgefäße im 37 °C Schrank lufttrocknen 
• 50 µL bis 100 µL DEPC-H2O hinzufügen und bei -80 °C zur weiteren Verwendung lagern 

 

Die Abschnitte DNase-Verdau und P:C:I-Extraktion werden wiederholt bis die RNA DNA-frei ist. Um 

dies zu verifizieren, wird mit den Proben eine PCR mit Taq-Polymerase durchgeführt, wobei DNA-

Kontaminationen über Amplifizierung sichtbar gemacht werden können. Neben den zu testenden Proben 

werden eine Positiv-Kontrolle mit C. glutamicum-DNA und dest. H2O als Negativ-Kontrolle verwendet. 

In allen Ansätzen werden zwei genomspezifische Primerpaare verschiedener Größe benutzt. 

Anschließend werden die PCR-Proben auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetrennt und ausgewertet. 

 

10.5 Aufreinigung über LiCl-Fällung 

Die LiCl-Fällung von RNA ist eine gebräuchliche Methode, um inhibitorische Moleküle aus präparierten 

RNA-Proben zu entfernen (Cathala et al., 1983). Über diese Methode wird nur RNA effizient präzipitiert, 

da diese stärker hydratisiert ist als DNA. Die LiCl-Methode stellt eine besonders schnelle Methode dar, 

um RNA aus in vitro Transkriptionen zu reinigen.  

• 2,5 µL 4 M LiCl zu 20 µL in vitro-Transkriptionsansatz hinzufügen 
• 75 µL 99 % eiskaltes Ethanol hinzufügen 
• 30 Min. bei -80 °C inkubieren 
• 15 Min. bei 4 °C für 13.000 g zentrifugieren 
• Überstand verwerfen 
• 500 µL 70 %iges Ethanol hinzufügen 
• 5 Min. bei 4 °C bei 7600 g zentrifugieren 
• Überstand verwerfen 
• Pellet für 20 Min. in Vakuumzentrifuge trocknen 
• 50 µL DEPC-H2O hinzufügen 

 

10.6 RNA-Quantifizierung 

Für die Quantifizierung der Gesamt-RNA wird ein ND-1000 NanoDrop-Spektrometer (Peqlab, Erlangen, 

Deutschland) verwendet. Die Oberflächenspannung der Flüssigkeit wird genutzt, um die aufgetragene 

Probe in Form einer Säule zu stabilisieren. Zwischen den Enden von zwei optischen Fasern wird die 

spektrometrische Messung durchgeführt. Neben dem Konzentrationswert werden das 260/230- und 

260/280-Absorptionsverhältnis angezeigt. Eine Gesamt-RNA Probe von hoher Qualität weist ein 



Material und Methoden 

 56  
 

260/230-Verhältnis von >1,8 auf und ist damit relativ frei von organischen Komponenten. Zusätzlich 

sollte ein 260/280-Verhältnis von circa 2,0 gemessen werden, denn ab diesem Wert gilt die 

Nukleinsäureprobe als frei von Proteinen. 

  

10.7 RNA-Qualitätskontrolle 

Für die Qualitätskontrolle der Gesamt-RNA sowie der kleinen RNA-Fraktionen wurde ein Agilent 

Bioanalyzer 2001 (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) verwendet. Das verwendete RNA 

6000 Nano LabChip® Kit ist für RNA-Konzentrationsgehalte von 25-500 ng/µL geeignet. Es sind jedoch 

auch Kits für andere RNA-Konzentrationsgehalte und auch Kits für die Überprüfung von DNA-Proben 

erhältlich. Die Nukleinsäurefragmente werden während der Messung in gelgefüllten Kapillaren 

elektrophoretisch aufgetrennt. Neben einer Konzentrationsmessung, können die Integrität und die 

Größenverteilung der Gesamt-RNA Probe überprüft werden. Im Allgemeinen gilt Gesamt-RNA mit 

einem 23S:16S rRNA-Verhältnis größer als 1:1 und einer niedrigen Basislinie zwischen den rRNA-

Fragmenten stringent genug für Anwendungen wie Northern Blot, cDNA-Synthese, Microarrays und RT-

qPCR. Für die Durchführung wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. 

 

11 Spezifische Einzelgen-Transkriptanalysen 

Im Fall von Einzelgen-Transkriptanalysen können qualitative und quantitative Aussagen über die 

Aktivität dieses Gens getroffen werden, wenn die Sequenzinformation des zu untersuchenden Transkripts 

bekannt ist. Zwei Analysemethoden dieser Art, der Northern Blot und die RT-qPCR, wurden in dieser 

Arbeit angewendet und werden in den nächsten Kapiteln beschrieben. 

 

11.1 RT-qPCR  

Die Abkürzung RT-qPCR (real-time reverse transcription PCR) bezeichnet die Kombination einer 

reversen Transkription (RT) und einer anschließenden quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (qPCR, 

auch real-time PCR genannt). Hierbei werden dem Reaktionsgemisch Fluoreszenzfarbstoffe zugesetzt, 

die es ermöglichen, die Konzentration des PCR-Produktes in Echtzeit und direkt zu verfolgen. Die 

Zunahme der Fluoreszenz wirde jeweils am Ende der Elongationsphase eines PCR-Zyklus gemessen 

(real-time), so dass die ansteigende Menge an PCR-Produkt am Bildschirm verfolgt werden kann 

(Wittwer et al., 1997). Die Änderung der Konzentration des PCR-Produktes über die Zeit erlaubt dann 

Rückschlüsse auf die Ausgangskonzentration der betreffenden Nukleinsäure. Unterschiede in den 

Transkriptmengen werden durch Vergleiche der crossing points (CP-Wert) zwischen mindestens zwei 

biologischen Replikaten in jeweils zwei technischen Replikaten ermittelt. Die crossing points geben die 
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Schwelle an, bei der sich die Fluoreszenzsignale des PCR-Produkts statistisch signifikant von denen des 

Hintergrunds abheben und sind somit ein direktes Maß für die Menge an cDNA (und damit auch RNA) in 

der zu untersuchenden Probe. Aus mathematischer Sicht ist der CP als die x-Koordinate des Maximums 

der zweiten Ableitung der Amplifikationskurve definiert. Je niedriger der CP, d.h. je eher die Menge an 

gebildeter cDNA über das Hintergrundsignal hinausgeht, desto höher ist die RNA-Menge in der 

Ausgangsprobe.  

Mit dem LightCycler der Firma Roche Diagnostics und dem „SensiMix™ SYBR One-Step Kit“ (Bioline, 

Luckenwalde, Deutschland) wurde die RT-qPCR in einem Reaktionsgefäß durchgeführt (1-Schritt-RT-

qPCR). Dafür wurden 1 µL der RNA-Probe (300 ng/µL) in die Polycarbonat-Kapillaren vorgelegt, und 

anschließend wurden 19 µL des Master-Mixes zur RNA-Probe pipettiert. Nach Ablauf der reversen 

Transkription und der initialen Denaturierung, bei der zugleich die Aktivierung der Polymerase 

stattfindet, folgten 40 PCR-Zyklen (95 °C für 15 Sek, 58 °C für 20 Sek und 72 °C für 15 Sek). Die CP-

Werte wurden mithilfe von CAmpER 1.2 (http://camper.cebitec.uni-bielefeld.de) ermittelt, das Effizienz-

korrigierte crossing points berechnet (Tichopad et al., 2003). Die ermittelten CP-Werte wurden dann in 

relative Expressionsstärken der Transkripte umgerechnet, welche jeweils die Änderung der 

Transkriptionsstärke eines Gens verglichen mit der eines Referenzstammes beschreibt. 

 

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

Der Northern Blot ist eine Methode zum spezifischen Nachweis und zur Bestimmung der Größe von 

RNA-Sequenzen. Die RNA-Proben werden zunächst mittels Gelelektrophorese nach ihrer Größe 

getrennt. Anschließend werden die getrennten RNA-Fragmente auf eine Membran übertragen (blotting) 

und mittels spezifisch markierter Sonden über komplementäre Basenpaarung markiert. Die 

Sondendetektion kann radioaktiv erfolgen oder wie in dieser Arbeit über Chemolumineszenz. Die Schritte 

zur Erstellung der RNA-Sonden und die verwendete blotting-Methode werden nachfolgend erläutert. 

  

11.2.1 Erstellung Digoxigenin-markierter RNA-Sonden 

Um RNA-Sonden herzustellen wurde zunächst genomische DNA aus C. glutamicum isoliert. Für die 

Gewinnung von Gesamt-DNA aus Gram-positiven Bakterien wurde das Genelute Bacterial Genomic 

DNA Kit (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) verwendet. Bei dieser Methode spaltet das Enzym Lysozym 

die glykosidischen Bindungen des Peptidoglukangerüsts der Bakterienzellwand auf um die DNA 

freizustellen. Es wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. Anschließend wurde die benötigte RNA-

Sonde mittels isolierter DNA-Vorlage durch in vitro-Transkription über eine T7-RNA-Polymerase 

(Roche, Mannheim, Deutschland), einen DIG-RNA Labeling-Mix (Roche, Mannheim, Deutschland) mit 

genspezifischen Primern erzeugt. Der reverse Primer enthält jeweils die T7-Promotorsequenz 
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(GAAATTAATACGACTCACTATAGGG) am 5´-Ende der  Sequenz. Zur Markierung der entstehenden 

RNA-Sonde wurde Digoxigenin (DIG) verwendet. DIG ist ein Steroid, also ein Naturstoff, der nur in 

Digitalis-Pflanzen vorkommt. Im NTP-Mix ist DIG kovalent über einen linearen Abstandshalter (spacer) 

an 35% der enthaltenen Uridintriphosphatmoleküle (UTP) gebunden und wird so von der T7-Polymerase 

bei der Transkription statistisch gesehen in jede 20.-25. Base in die entstehende RNA-Sonde eingebaut. 

Nach erfolgter in vitro-Transkription wird die Sonde über LiCl-Fällung gereinigt und bis zur späteren 

Verwendung bei -80 °C eingefroren. 

 

11.2.2 Semidry-Elektroblot 

Nach Vorbereiten der Gelkammer PerfectBlue Doppelgelsystem Twin M (Peqlab, Erlangen, 

Deutschland) wurden 10 µg isolierte Gesamt-RNA zur Größenauftrennung auf ein 10 % denaturierendes 

Polyacrylamidgel aufgetragen. Hierbei wurden für das Gel 16,7 mL 30 % Acrylamid, 5 mL 10x TBE und 

21 g Harnstoff mit DEPC-behandeltem H2O auf 50 mL aufgefüllt. Dann wurden 50 µL TEMED und 

500 µL 10 % Ammoniumpersulphat (APS) hinzugefügt. Das Gel wurde anschließend sofort gegossen. 

Das polymerisierte Gel wurde in der vertikalen Gelkammer fixiert, und die Kammer wurde mit 0,5x TBE 

befüllt. Nach 30 Min. Vorlauf bei 300 V wurden die kurz erhitzten RNA-Proben und des RNA-Leiters 

Fermentas™ RiboRuler™ Low Range (Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland) auf das Gel geladen 

und nachfolgend für 75 Min. bei 300 V aufgetrennt. Zur Überprüfung, ob die Auftrennung erfolgreich 

war, wurde das Gel in Ethidiumbromid gefärbt und gescannt. Der Transfer der separierten RNA auf eine 

Hybond-N+2 Membran (GE Healthcare, München, Deutschland) erfolgte durch Semi-Dry Elektroblotting 

für 1 Std. bei 300 mA. Anschließend wurde die RNA durch Backen bei 120 °C für 0,5 Std. fixiert und der 

RNA-Leiter auf der Membran unter UV-Licht mit Bleistift nachgezeichnet. Die Membran wurde danach 

bei 37 °C für 1 Std. in Prähybridisierungslösung (ohne Sonde) inkubiert, um reaktive 

Membranbindestellen zu blockieren. Vor der Hybridisierung wurden 200 ng der Digoxigenin (DIG-) 

gelabelten RNA-Sonde Sonde in 3 mL Prähybridisierungslösung bei 95 °C für 10 Min. denaturiert. 

Anschließend wird die Sonde zu frischer Hybridisierungs-Lösung gegeben und zusammen mit der 

Membran bei 37 °C üN im Roller inkubiert. Um die Hybridisierungslösung und unspezifische gebundene 

RNA-Sonde zu entfernen, wurde die hybridisierte Membran am nächsten Tag zweimal für je 10 Min. mit 

Waschlösung I (2× SSC und 0,1 % SDS) bei RT gewaschen und dann dreimal für 15 Min. bei 68 °C mit 

Waschlösung II (0,1× SSC und 0,1 % SDS). Um die Hybridisierungssignale immunologisch zu 

detektieren wurde die Membran zunächst mit einem Anti-Digoxigenin-Antikörper, der mit Alkalischer 

Phosphatase konjugiert ist, behandelt (Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments, Roche, Mannheim, 

Deutschland). Anschließend wurde für den Chemilumineszenz-Scan CDP-Star (Roche, Mannheim, 

Deutschland) zugegeben, welches durch die Alkalische Phosphatase enzymatisch dephosphoryliert wird, 

was wiederum zu einer Lichtemission bei 466 nm führte. Die Signale wurden mittels eines Fusion FX7 
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Scanners (Peqlab, Erlangen, Deutschland) aufgenommen. Die Größe der detektierten Signale wurde mit 

dem RNA-Leiter verglichen, der auf der Membran markiert wurde. 

 

12 Microarrayanalysen 

In dieser Arbeit wurde einerseits eine neue tiling-Microarraymethode für intergenische Genombereiche 

entwickelt und andererseits schon länger etablierte vergleichende Zweifarben-cDNA-Microarrayanalysen 

(Hüser et al., 2003) zwischen dem C. glutamicum-Wildtyp und den zwei Deletionsmutanten der kleinen 

RNA cgb_16115 durchgeführt. Diese Methoden werden im Folgenden beschrieben, wobei besonders auf 

die neu etablierte Methode und Schritte zur Auswertung eingegangen wird. 

 

12.1 Tiling-Microarrays zur intergenischen Transkriptanalyse in C. glutamicum 

Die im Folgenden dargestellte Einfarben-Microarraymethode über die geniom®one Plattform beruht auf 

Validierungsexperimenten, die mithilfe des Enterobakteriums Escherichia coli str. K-12 MG1655 

durchgeführt wurden (siehe Anhang). Die Methode wurde daraufhin äquivalent auf C. glutamicum 

übertragen. 

 

12.1.1 Berechnung des intergenischen C. glutamicum tiling-Microarrays 

Die benötigten Daten zur Erstellung des intergenischen C. glutamicum tiling-Microarrays mittels IRMA 

(Schroeder, 2007) wie die Größe und die Sequenz der intergenischen Regionen, werden aus der 

GenBank-Datei (Benson et al., 2013) von C. glutamicum ATCC 13032 (NC_006958.1) gewonnen. 

Insgesamt wurden 10.521 50-mer Oligonukleotidproben mit 15-mer Überlappungen in den Regionen 

zwischen allen bekannten Kodierregionen für einen Strang des C. glutamicum Genoms berechnet. Von 

jeder Probe wurde zusätzlich das reverse Komplement berechnet, so dass beide Stränge des Genoms 

berücksichtigt sind. Zusätzlich wurden als Kontrollen die Startsequenzen von 60 tRNAs für die Synthese 

von 50-mer Oligonukleotidproben berechnet, und zwar in sense-Richtung und dazu ebenfalls die reversen 

Komplemente (antisense-Richtung). 

 

12.1.2 RNA-Probenvorbereitung und Hybridisierung 

Die Qualität und Quantität der aus den sechs verschiedenen Experimenten aufgereinigten Gesamt-RNA 

wurde mit dem Agilent Bioanalyzer überprüft. Anschließend wurde die RNA mittels FlashPAGE™ 

Fractionator-System (Applied Biosystems, Foster City, U.S.A.) nach Herstellerangaben bei einer Laufzeit 

von 45 Minuten Größen-selektioniert, um RNA-Moleküle bis zu einer Größe von ~250 nt Länge zu 
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erhalten. Anschließend wurde die kleine RNA Fraktion ohne cDNA-Synthese direkt mit dem miRVana 

miRNA Labeling Kit (Applied Biosystems, Foster City, U.S.A.) nach Standard-Protokoll Cy3-markiert. 

Die markierten Proben wurden in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und im miRNA Hybridization 

Buffer (febit biomed GmbH, jetzt CBC, Heidelberg, Deutschland) resuspendiert. 

Auf den intergenischen C. glutamicum-Microarrays wurden spezifische Hybridisierungen mit je 3 µg der 

markierten kleinen RNA-Fraktionen für 16 Stunden bei 42 °C in der Geniom® one-Maschine (febit 

biomed GmbH, jetzt CBC, Heidelberg, Deutschland) durchgeführt. Dabei wurden von jedem Experiment 

zwei biologische Replikate hybridisiert. Anschließend wurde nach der “miRNA Standard 

Waschprozedur“ gewaschen, worauf die Biotin-Detektion mittels Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE) 

(Invitrogen, Carlsbad, U.S.A.) erfolgte. Vor Quantifizierung der Signale wurden biotinilierte Anti-

Streptavidin-Antikörper (Vector Laboratories, Burlingame, U.S.A.) zur Signal-Amplifikation eingesetzt 

und mit einer zweiten SAPE-Inkubation kombiniert. Zuletzt wurden die Signale mit einem geeigneten 

Absorptionsfilter für Cy3 (552 nm) erfasst, jeweils mit einer doppelt so hohen Belichtungszeit wie durch 

die automatische-Belichtungsfunktion der Geniom-Software vorgeschlagen wurde. Die emittierten 

Photonen der Fluoreszenzmessung wurden von einem photo multiplier tube (PMT) verstärkt. Die Signale, 

die empfangen werden können liegen im Intervall [0, 65535 ≙ 216-1] und werden gemessen als 

dimensionsloser Quotient in Graustufen. Zur Signalanalyse wurde der Geniom feature extraction 

Algorithmus eingesetzt. Danach wurden die Rohdaten als Textdatei exportiert. 

 

12.1.3 Normalisierung und Auswertung der Microarraydaten 

Die Rohdaten der durchgeführten Hybridisierungen wurden über die biologischen Replikate jedes 

Experimentes nach Quantil (Bolstad et al., 2003) normalisiert. Diese Art der Normalisierung stellt eine 

Erweiterung der globalen Signalkorrektur durch Medianzentrierung dar (ebd.). Hier wird davon 

ausgegangen, dass alle Quantile (und nicht nur das 50 %-Quantil = Median) eines vergleichbaren Arrays 

identisch sind. Bei der Quantil-Normalisierung wird daher die Verteilung der Microarraysignale 

entsprechend ihrer Quantile aneinander angepasst. Der Algorithmus lautet wie folgt: 

• Ordne die Signale eines jeden Microarrays der Größe nach. 

• Mn sei der Mittelwert der Signale mit der n-t höchsten Signal. Ersetze den Messwert dieser 

Signale jeweils durch Mn 

• Verfahre so für alle Positionen n. 

Von der Geniom-Software als fehlerhaft markierte Signale wurden bei der Normalisierung verworfen. 

Anschließend wurde jeweils über den Array-Median reskaliert. Abschließend wurde das arithmetische 

Mittel zusammen mit der Standardabweichung über die Replikate berechnet. 
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Im experimentellen Design ist es nicht vorgesehen, die verschiedenen Experimente aufeinander zu 

beziehen und eine davon als Referenz zu betrachten. Den nächsten Schritt stellt also die Bestimmung 

eines spezifischen Signal-Schwellenwertes dar, der für transkriptionelle Aktivität in jedem einzelnen 

Experiment steht. Dieser Schwellenwert wurde über die Signale der Negativ-Kontrollen definiert, d.h. aus 

den Signalen der antisense-Sequenzen von tRNAs eines Microarrayexperimentes (Anzahl 120). Der 

maximale Wert aller Negativ-Kontrollen in einem Experiment stellt dabei die Grenze zum 

Hintergrundrauschen dar und gibt den Schwellenwert wieder, ab dem Transkription angenommen wird. 

Über die Analyse der Signalverteilung in den Experimenten wurde eine quantitative Einteilung der 

Signale vorgenommen. Bei Erreichen des doppelten Standard-Schwellenwertes (≙ den oberen ~25 % der 

Signale) wird ein „deutliches Transkriptsignal“ angenommen, und bei Erreichen des vierfachen Standard-

Schwellenwertes (≙ den oberen ~10 % der Signale) wird ein „sehr deutliches Transkriptsignal“ 

angenommen. 

 

 

12.2 C. glutamicum Zweifarben-cDNA-Microarrays 

Die Vorbereitung der C. glutamicum Zweifarben-cDNA-Microarrays erfolgte jeweils mit 10µg Gesamt-

RNA der isolierten Gesamt-RNA Proben (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland). Für die 

cDNA-Synthese wurde nach der Standardmethode (Hüser et al., 2003) vorgegangen. Die 

Fluoreszenzmarkierung der Proben und der Referenz erfolgt mithilfe des Cy5- bzw. Cy3-Monoreactive 

Dye Pack (Amersham Biosciences) und in Farbumkehr für die biologischen Replikate. Während der 

Reaktion wird Erststrang-cDNA nachträglich über Kopplung von Carbocyanin-N-Hydroxysuccinimid 

(NHS)-Ester an Aminoallyl-substituierte (AA)-dUTPs fluoreszenzmarkiert. Ebenso nach der 

Standardmethode wurden die Hybridisierungen, das Waschen der Microarrays und die Analyse der Spot-

Signale mit einem Laser-Fluoreszenzscanner (LS-Reloaded, Tecan) durchgeführt. Dabei werden 

Fluoreszenzbilder bei den jeweiligen exzitatorischen Wellenlängen (Cy5 = 663 nm, Cy3 = 552 nm) 

erstellt. Nach dem Scannen fanden die Lokalisierung der Spots und die Intensitätsbestimmung der Signale 

sowie der Hintergrundsignale statt. Dies wurde mithilfe der Computersoftware Imagene 6.0 

(BioDiscovery) ausgeführt. Im Anschluss erfolgte die statistisch-mathematische Auswertung der 

Microarraydaten mithilfe des EMMA2-Programms (Dondrup et al., 2009). Hierbei wurden die Daten 

nach LOWESS (Yang et al., 2002) normalisiert, worauf ein Einstichproben-t-Test über die normalisierten 

Daten folgte. Alle Gene mit M-Werten ≥ 0,6 oder ≤ -0,6 bei signifikanten p-Werten < 0,01 

(Irrtumswahrscheinlichkeiten < 1 %), wurden als signifikant verändert in einer Deletionsmutante 

gegenüber dem C. glutamicum-Wildtypstamm gewertet.  
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13 cDNA-Sequenzierung kleiner RNAs (RNA-Seq) 

Das Experiment zur Sequenzierung kleiner RNAs umfasst sowohl die Vorbereitung der cDNA-

Sequenzierungs-Bibliotheken im Labor als auch die bioinformatische Analyse und Auswertung der 

Sequenzierungsergebnisse. Die einzelnen Schritte werden nachfolgend erläutert. 

 

13.1 Erstellen der cDNA-Sequenzierungs Bibliotheken 

Für das Sequenzierungsexperiment wurden ~100 µg Gesamt-RNA eines RNA-Pools verwendet, der sich 

zu gleichen Teilen aus Trizol®-isolierter RNA der beschriebenen Kultivierungsexperimente 

zusammensetzt (16 µg Gesamt-RNA je Wachstumsbedingung). Zuerst wurde dieser RNA-Pool 

präzipitiert für kleine RNAs < 250 nt (mit 2.5 M Natriumacetat, 25 %; PEG 8000). Anschließend sind 

rRNAs mit dem Ribo-Zero Kit für Gram-positive Bakterien (Epicentre, Madison, U.S.A.) nach 

Herstellerangaben abgereichert worden. Dieser rRNA-abgereicherte Pool kleiner RNAs wurde dann 

aufgetrennt in zwei Ansätze, wobei ein Ansatz zur Vorbereitung einer cDNA-Bibliothek kleiner 

Primärtranskripte dient und der andere zur Erstellung einer cDNA-Bibliothek der Gesamt-Fraktion 

kleiner RNAs (dRNA-Seq Methode Sharma et al., 2010). Zur Herstellung der cDNA-Bibliothek von 

Primärtrankripten wurde im ersten Schritt die Terminator™ 5´-Phosphate-Dependent Exonuclease 

(Epicentre, Madison, U.S.A.) nach Herstellerangaben eingesetzt. Diese 5´-3´-Exonuklease verdaut 

speziell bereits prozessierte oder degradierte RNAs, die an ihrem 5´-Ende einen Monophoshat-Rest 

aufweisen. Nicht-prozessierte primäre RNA-Transkripte weisen an ihren 5´-Ende einen Triphopshat-Rest 

auf und bleiben von diesem enzymatischen Verdau unbeeinflusst. Im zweiten Schritt wurde das Enzym 

RNA 5´-Polyphosphatase (Epicentre, Madison, U.S.A.) nach Herstellerangaben eingesetzt. Diese 

Mg2+-unabhängige Phosphohydrolase entfernt γ- und β-Phosphate der Primärtranskripte und bereitet sie 

damit für die Ligation der Sequenzierungsadapter vor. 

Das Illumina® TruSeq™ Small RNA Kit (Illumina, San Diego, U.S.A.) setzt an dieser Stelle an und 

ligiert spezifische Adapter an die 5ʹ‐Monophosphat und 3ʹ‐Hydroxyl-Gruppen der kleinen RNAs, die 

später zur strangspezifischen Auswertung der Sequenzierungsdaten führen können (Abbildung III-2). Das 

Protokoll umfasst weiterhin die reverse Transkription der Adapter-ligierten RNA-Moleküle. Die 

Einzelstrang-cDNAs werden dann mittels eines Adapter-spezifischen Primerpaares PCR-amplifiziert. 

Eine abschließende Gelaufreinigung folgte in Vorbereitung auf die folgende Cluster-Generierung und 

Hochdurchsatz-Sequenzierung. Zur Erstellung beider cDNA-Bibliotheken wurde nach Herstellerangaben 

vorgegangen. Nach verschiedenen Schritten wurde jeweils die Größenverteilung der entstandenen RNA-

Zwischenprodukte mit dem Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) 

getestet. Beide cDNA-Bibliotheken wurden anschließend mit dem Illumina GA IIx-System (Illumina, San 

Diego, U.S.A.) sequenziert, dabei wurden 35 bp-lange single-reads vom 5’-Ende aus gelesen. 
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Abbildung III-2 Vorbereitungsschritte zur Erstellung der cDNA-Bibliotheken aus den Transkripten der kleinen 
RNA-Fraktionen mit dem Illumina® TruSeq™ Small RNA Kit. 

 

13.2 Read-mapping und Datenvisualisierung 

Die Sequenzierungs-reads wurden mit dem SARUMAN-Algorithmus (Blom et al., 2011) der 

C. glutamicum ATCC 13032 Genomsequenz (Kalinowski et al., 2003) zugeordnet, wobei bis zu zwei 

Fehler pro Sequenzierungs-read erlaubt wurden. Das Programm ReadXplorer (Hilker et al., Manuskript 

submittiert) wurde verwendet, um die zugeordneten Sequenzierungsdaten in Bezug auf die C. glutamicum 

Referenz-Genomsequenz zu visualisieren. 

 

13.3 Identifizierung von Transkriptionstarts 

Um automatisch und systematisch Transkriptionsstarts zu bestimmen, wurden die Daten der 

Primärtranskript-Bibliothek 1 verwendet. Dabei wurden zuerst für jeden Strang und jede Position des 

Genoms die startenden reads (read-Stapel) analysiert (Programm zur Analyse entwickelt und 

implementiert von C. Rückert, CeBiTec, Universität Bielefeld). Als mögliche Transkriptionsstarts wurden 

alle Positionen pro Strang ausgewählt, die den folgenden Kriterien entsprachen: Für eine Position i 

überschreitet die Anzahl von read-Starts xi auf diesem Strang an dieser Position einen 

Hintergrundschwellenwert T und das Verhältnis xi/xi-1 an dieser Position muss über einem 

Schwellenwert R liegen. Nach manueller Analyse wurde T auf 19 gesetzt und R auf 5, da diese Parameter 

ein gutes Signal-Rausch Verhältnis ergeben haben. 
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13.4 Promotorsuche 

Im Rahmen einer Promotoranalyse wurden die Sequenzen stromaufwärts der putativen 

Transkriptionsstarts untersucht. Das Tool Improbizer (Ao et al., 2004; Tompa et al., 2005) wurde hierfür 

jeweils mit 158 publizierten Sequenzen von SigA-Bindestellen (Pátek und Nešvera, 2011) und 45 SigH-

Bindestellen (Busche et al., 2012) trainiert. In beiden Trainingssets wurden die -10- und -35-Promotor-

Regionen über den expectation maximization (EM)-Algorithmus korrekt bestimmt. Wie von Improbizer 

vorschlagen, wurden für die Bestimmung eines signifikanten Hintergrundwertes (background 

significance score) Kontrollläufe durchgeführt. Dieser Wert (arithmetisches Mittel) wurde als 

Schwellenwert in den Improbizeranalysen für die zu testenden Sequenzen verwendet. In den Improbizer-

Läufen wurden die Aufwärtssequenzen möglicher Transkriptionsstarts mit Sequenzen des Trainingssets 

jeweils im Verhältnis 1:10 eingesetzt, was nahezu keine Auswirkung auf die Motivsuche und Wertung 

gezeigt hat. Lagen die Werte der -10 und -35 Regionen über den SigH-Schwellenwerten und zeigten 

einen spacer-Abstand von 16-20 nt, wurden die Testsequenzen als SigH-Promotor-indiziert eingestuft. Es 

wurde beobachtett, dass -35-Regionen von SigA-Promotoren vergleichsweise schlecht konserviert sind 

(Pátek und Nešvera, 2011). Daher galt ein SigA-Promotor schon als indiziert, wenn für die gut 

konservierte erweiterte -10-Region Werte größer oder gleich dem maximalen signifikanten 

Hintergrundwert erhalten wurden, unabhängig davon, welchen Wert die schlecht konservierte -35-Region 

betrug. Wenn für drei aufeinanderfolgende Transkriptionsstart-Positionen jeweils dieselbe 

Promotorsequenz identifiziert wurde (in 278 Fällen), ist die Genom-Position mit der höchsten Anzahl an 

read-Starts als Transkriptionsstart gewertet worden. 

 

13.5 Vorhersage proteinkodierender Transkripte 

In dieser Arbeit wurde die ORF (open reading frame) Suche mit einer minimalen Proteinlänge von 48 nt, 

die bereits vom Leaderpeptid des transkriptionellen Attenuator vor ilvB (Morbach et al., 2000) bekannt 

ist, innerhalb der Sequenzen der erhaltenen kleinen RNA-Transkripte durchgeführt. Dabei wurde mit dem 

Tool ORFfinder (Uhmin, Osaka University, Japan, http://www.gen-info.osaka-u.ac.jp) gearbeitet unter 

Verwendung der folgenden Start-Codons: AUG, GUG, UUG und Stopp-Codons: UAA, UAG, UGA. Für 

einen vorhergesagten ORF wurde nach ribosomalen Bindestellen (RBS) mit dem RBSfinder (Suzek et al., 

2001) unter Verwendung der Standard RBS-Einstellungen (AGGAG) innerhalb eines Fensters von 15 bp 

gesucht. Nur Transkripte, die sowohl einen ORF und eine geeignete RBS besitzen wurden als 

möglicherweise proteinkodierend eingestuft. Im Fall von Transkripten, für die der Beginn des 

vorhergesagten ORF auf dieselbe Position des Transkriptionsstarts fiel (leaderless transcripts), wurde auf 

die RBS-Analyse verzichtet. 
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14 Methoden zur bioinformatischen Vorhersage regulatorischer RNAs 
Für die Vorhersage regulatorischer RNAs wurde der RNAz-Algorithmus (Washietl et al., 2005) 

angewendet. Die Voraussetzung hierfür ist ein multiples Genom-Alignment, das mithilfe der Mauve 

Software (Multiples Alignment of Conserved Genomic Sequence with Rearrangements) (Darling et al., 

2004) erstellt wurde. Hierfür wurden die GenBank-Sequenzdateien (Benson et al., 2013) von 

C. glutamicum ATCC 13032 (NC_006958.1) und der verwandten Corynebakterien C. diphtheriae NCTC 

13129 (NC_002935.2) sowie C. efficiens YS-314 (NC_004369.1) verwendet. Die Details der 

bioinformatischen Vorgehensweise werden in den nächsten Kapiteln erläutert. 

 

14.1 Erstellung eines multiplen Genom-Alignments mit Mauve 

Über Mechanismen wie Rekombination kann es zu Neuanordnungen im Genom kommen. So können 

orthologe Regionen in verwandten Genomen entweder invertiert oder an anderen Stellen wiederzufinden 

sein. Mauve (Darling et al., 2004) identifiziert während des Alignierungsprozesses konservierte Segmente 

aus den eingegebenen Genomen, die frei von Genomumordnungen erscheinen. Solche Segmente werden 

als locally collinear blocks (LCBs) bezeichnet. Mauve verwendet hierzu eine anchor-Alignment Technik 

(Ma et al., 2002). Entgegen anderen Methoden zur Generierung von Genom-Alignments, erlaubt Mauve 

eine Umordnung der Alignment-Anker (anchors) in jedem Genom. Um als anchor eines LCB in Betracht 

zu kommen, muss eine minimale Länge von Nukleotiden zwischen den Genomen übereinstimmen. Diese 

minimale Länge (minimum match size) ist benutzerdefinierbar. Standardmäßig berechnet Mauve einen 

Wert, der automatisch in Abhängigkeit von den zu alignierenden Genomen erzeugt wird. Durch Mauve 

zufällig identifizierte anchor, die aufgrund kleiner und nicht signifikanter Genomumordnungen gebildet 

werden, müssen über ein minimales Gewicht (minimum weight)-Kriterium herausgefiltert werden. Das 

Gewicht ist definiert über die Summe der Längen von Übereinstimmungen im LCB. Als Standardwert 

setzt Mauve das minimale Gewicht drei Mal so hoch an wie die minimum match size. Nachdem alle 

anchor-Paare bestimmt sind, die die einzelnen LCBs definieren, wendet Mauve auf jeden LCB den 

ClustalW-progressiven globalen Alignment-Algorithmus an (Larkin et al., 2007). Bei der Erstellung des 

multiplen Genom-Alignments werden von Mauve fünf verschiedene Ausgabedateien erzeugt. Zwei dieser 

Dateien, die .mauve- und die .alignment-Datei enthalten das Alignment in unterschiedlichen Formaten. 

Die .alignment Datei beinhaltet das gesamte Genom-Alignment im extendet multi-FastA (XMFA)-

Format. Das XMFA-Dateiformat unterstützt das Speichern vieler kolinearer Sub-Alignments, die jeweils 

durch ein Komma-Zeichen getrennt sind. Jedes dieser Sub-Alignments besteht aus einer Sequenz im 

FastA-Format, wobei in der Überschrift Angaben zum Strang und zur Position im entsprechenden Genom 

verzeichnet sind. Das Format der .mauve-Datei stellt gegenüber dem XMFA-Format eine Speicherplatz 

sparende Variante dar, da hier nur die Koordinaten großer und exakt übereinstimmender Regionen notiert 

sind. Alle übrigen Dateien enthalten zusätzliche Informationen, die für die Erstellung des Alignments 
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benötigt wurden (phylogentischer Baum, Identitäts-Matrix, Positionen der in allen Genomen 

konservierten backbone-Regionen und Positionen der Insel-Regionen, in denen nur ein Subset der 

Genome eine eindeutig übereinstimmende Sequenz zeigt). 

 

14.2 RNAz zur Vorhersage regulatorischer RNAs 

Der RNAz-Algorithmus (Washietl et al., 2005) kann zur Suche nach funktionellen RNA- 

Sekundärstrukturen aus multiplen Sequenz-Alignments verwendet werden. Dabei wird mit der 

Berechnung einer RNA Konsensus-Sekundärstruktur (structure conservation index (SCI) ein Maß für die 

Konservierung der Sekundärstruktur erzeugt. Der z-score stellt ein Maß für die thermodynamische 

Stabilität dieser Struktur dar. Diese Werte werden allerdings nicht für sich betrachtet, sondern im 

Algorithmus über einen Klassifikator kombiniert. Der Algorithmus basiert auf dem Klassifikator einer 

binären Support-Vektor-Maschine (SVM). Diese SVM wurde mithilfe von zwölf bekannten funktionellen 

RNA-Klassen aus der Rfam-Datenbank (Griffiths-Jones et al., 2003) trainiert. Hierbei sind Test-

Alignments generiert worden, die sowohl von Sequenzen einer RNA-Klasse als auch von 

Zufallssequenzen ohne native Sekundärstruktur erzeugt wurden. Die Kombination aus errechnetem 

z-score, SCI-Index und der mean-pairwise identitiy (MPI) des Alignments führte zur Klassifizierung. Die 

Vorhersagen über die zwölf getesteten RNA-Klassen mit einer MPI > 60 % bei einer class-probability 

p > 0,5 waren insgesamt sensitiver als bei p > 0,9. Wobei die Vorhersagen mit höherer 

Wahrscheinlichkeit (p > 0,9) dafür aber spezifischer waren (Washietl et al., 2005). 

 

In der durchgeführten RNAz-Suche wurde im Mauve erzeugten multiplen Genom-Alignment über 

C. glutamicum, C. diphtheriae und C.efficins in Alignments mit einer Länge größer 200 bp in 

Fenstergrößen von 100 bis 200 bp, schrittweise um 40 bp versetzt, und in beiden Strängen (class-

probability p ≥ 0,5) gesucht. Dieses initiale Set von Vorhersagen wurde anschließend gefiltert nach 

Vorhersagen, die einer mean-pairwise-identity MPI. > 60 % entsprachen. Außerdem wurden 

vorhergesagte rRNAs und tRNAs aus dem Set entfernt und alle übrigen überlappenden Vorhersagen zu 

einer neuen Region zusammengezogen, wobei deren äußerste 5´- und 3´-Enden als neue Start- und Stopp-

Positionen definiert wurden.  
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IV.  Ergebnisse 

1 Bioinformatische Vorhersage (intergenischer) kleiner RNAs in C. glutamicum 

Seit einigen Jahren nimmt das Wissen über die enorme Bedeutung von RNA-Regulationen durch kleine 

RNA-Moleküle (small RNAs, sRNAs) zu, die unter bestimmten Bedingungen die Genexpression für 

verschiedenste zelluläre Prozesse beeinflussen. In der Mehrzahl der publizierten Genome fehlen diese 

RNA-Elemente allerdings, da die meisten Programme zur automatischen Genannotation auf Basis von 

putativen ORFs oder konservierten Proteinsequenzen arbeiten und daneben nur die hochkonservierten 

rRNA- und tRNA-Gene detektieren, die eine elementare Rolle bei der Proteinbiosynthese in allen 

Organismen spielen. Kleine regulatorische RNAs liegen häufig in den intergenischen Bereichen zwischen 

den annotierten proteinkodierenden Genen. Sie wurden jedoch eher mit konservierten Sekundärstrukturen 

als konservierten Primärsequenzen beobachtet und das zumeist nur in nah verwandten Bakterien (Sridhar 

und Gunasekaran, 2013). Somit können spezifische Vergleiche und die in silico-Analyse von 

Genomsequenzen auch zur bioinformatischen Vorhersage von regulatorischen kleinen RNAs führen. Die 

heute bereits existierenden Vorhersagen von kleinen RNAs in C. glutamicum haben jeweils nur eine 

geringe Anzahl an vorhergesagten kleinen RNAs ergeben. In diesem Rahmen sind die Vorhersagen über 

Kovarianzmodelle der Rfam-Datenbank (Gardner et al., 2009) zu nennen oder die zeitgleich mit dieser 

Arbeit entstandene SIPHT-Vorhersage für C. glutamicum, die auf konservierten intergenischen 

Primärsequenzen stromaufwärts von Rho-unabhängigen Terminatoren basiert (Livny et al., 2008). Die 

vor kurzem publizierte NAPP-Pipeline (Ott et al., 2012) liefert phylogenetisch konservierte Bereiche 

zwischen Kodierregionen, die möglicherweise kleine RNAs kodieren, wobei diese jedoch keine genauen 

Positionsangaben enthalten.2  In dieser Arbeit wurde ein anderes Vorgehen auf Basis des bereits 

implementierten RNAz-Algorithmus (Washietl et al., 2005) gewählt. Hierbei wird nach konservierten 

Sekundärstrukturen mit thermodynamischer Stabilität in multiplen Sequenz-Alignments nah verwandter 

Bakterien gesucht. Stabile Sekundärstrukturen stellen eine wichtige funktionelle Eigenschaft von kleinen 

RNAs dar und können daher effizient für Vorhersagen eingesetzt werden (Sridhar und Gunasekaran, 

2013). Zusätzlich zum C. glutamicum Genom wurden die Genome der nah verwandten Corynebakterien 

C. efficiens und C. diphtheriae zur vergleichenden Analyse ausgewählt. Die zwei bodenbewohnenden 

Corynebakterien-Spezies C. glutamicum und C. efficiens sind beide natürliche Produzenten von 

L-Glutamat und zeigen viele übereinstimmende Merkmale wie die Genomgröße und die Anzahl von 

Genen. C. diphtheriae ist dagegen ein humanpathogenes Bakterium mit einer kleineren Genomgröße, es 

                                                      

2 Die Vorhersage-Daten der NAPP-Contigs für C. glutamicum ATCC 13032 (569 intergenische Regionen) befinden 
sich im Anhang auf der Daten-CD im Ordner „Vorhersage“ in Datei C_glutamicum_ATCC_13032_Bi-NAPP-
Contigs.xlsx. 
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wurde jedoch ein hoher Grad an Syntenie für alle drei Spezies beobachtet (Kalinowski et al., 2003). Die 

über RNAz erhaltenen Kandidaten werden im Anschluss mit den bereits existierenden Vorhersagen 

kleiner regulatorischer RNAs und einer Vorhersage Rho-unabhängiger Terminatoren in C. glutamicum 

verglichen. 

 

1.1 Vorhersage regulatorischer RNAs in C. glutamicum mit dem Programm RNAz 

Um das Programm RNAz (Washietl et al., 2005) zur Bestimmung kleiner RNAs anzuwenden, wurde im 

ersten Schritt ein multiples Genom-Alignment (MGA) über die Genome der verwandten 

Corynebacterium-Spezies C. glutamicum ATCC 13032, C. diphtheriae NCTC 13129 und C. efficiens 

YS-314 mit der Software Mauve (Multiples Alignment of Conserved Genomic Sequence with 

Rearrangements) (Darling et al., 2004) über Standardeinstellungen erzeugt.3 Dieses Alignment wurde mit 

insgesamt 20 LCBs (locally collinear blocks) unterschiedlicher Größe berechnet, was bedeutet, dass diese 

frei von Genom-Umordnungen erscheinen (Abbildung IV-1). Diese LCBs ergeben sich aus insgesamt 83 

Intervallen, wovon die letzten 63 Intervalle keine orthologen Regionen in einem der anderen Genome 

enthalten. Hierzu gehört auch Intervall 62, das ab Position 1868862 in C. glutamicum beginnt, und dem 

> 180 kbp großen Prophagen CGP3 (Kalinowski et al., 2003) entspricht.  

 
Abbildung IV-1 Multiples Genom-Alignment über C. glutamicum, C. efficiens, C. diphtheriae. 
Das Alignment wurde mit der Software Mauve 2.3.1 (Darling et al., 2004) berechnet und visualisiert mit der 
Mauve-GUI. Insgesamt wurden 20 unterschiedlich lange LCB Einheiten mit Konservierung in allen drei Genomen 
erhalten, in denen jeweils auch die Ähnlichkeiten abgebildet sind. 

 

                                                      

3 Die Datei Mauve.alignment befindet sich im Ordner „Vorhersagen“ auf der beiliegenden Daten-CD. 
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Von den 20 Intervallen, die in allen Genomen konserviert sind, stellen Intervall 4 (Länge 1.230.815 bp) 

und Intervall 15 (Länge 1.153.148 bp) die größten dar. Diese sind als solche gut in Abbildung IV-1 zu 

erkennen (LCBs-Farben Lila-Intervall 4 und Blau-Intervall 15). Das kleinste LCB betrifft Intervall 18 mit 

einer Größe von 205 bp. Dieses Intervall 18 sowie andere kleine Intervalle sind in Abbildung IV-1 nicht 

zu erkennen. 

 

Mit Unterstützung von K. Gkogkoglou (Praktische Informatik, Universität Bielefeld) wurde das über 

Mauve generierte Genom-Alignment (nicht-Standard XMFA-Format) in das Standard XMFA-Format 

umgewandelt. Danach wurde das Alignment im Bereich zwischen allen Kodierregionen mit RNAz 

(Washietl et al., 2005) nach konservierten Sekundärstrukturen untersucht, die in wenigstens zwei der 

Genome auftreten. Hierbei wurde mit RNAz-Standardeinstellungen in Fenstergrößen zwischen 100 bp bis 

200 bp, schrittweise um 40 bp versetzt und in beiden Strängen gesucht. Die Klassifikation in RNAz 

erfolgt basierend auf einer support vector machine (SVM), die z-scores als Maß für thermodynamische 

Stabilität und den structure conservation index (SCI) des Alignments ausgibt, wobei auch die mean 

pairwise identity (MPI) eine Rolle spielt. Es wurden 4046 Vorhersagen erhalten, die zur sensitiven 

Detektion regulatorischer RNAs reduziert wurden (Abbildung IV-2, nächste Seite). Um die Vorhersage 

Falsch-Positiven zu minimieren, wurden 3638 Vorhersagen selektiert, die einer mean-pairwise-identity 

M.P.I. > 60 % und einer class-probability p ≥ 0,5 entsprechen (Washietl et al., 2005). Anschließend 

wurden vorhergesagte rRNA- und tRNA-Regionen aus dem Set herausgefiltert, so dass noch 1777 

Vorhersagen vorlagen. Zum Schluss wurden überlappende Vorhersagen zu einer neuen Region 

zusammengezogen und deren äußerste 5´- und 3´-Enden als neue Start- und Stopp-Positionen definiert. 

Hierbei wurde der maximale p-Wert innerhalb der jeweiligen Region notiert. Dieser Prozess lieferte ein 

Set von 599 Kandidaten, die teilweise recht große Regionen umfassen (Maximum 539 nt, Minimum 

82 nt, arithmetisches Mittel 220 nt). Die Erhöhung der Stringenz auf p ≥ 0,9 ergab noch 339 Kandidaten.4 

 

Ein Vergleich der RNAz-Kandidaten mit Vorhersagen der Rfam-Datenbank (Gardner et al., 2009) für 

C. glutamicum lieferte 13 überlappende Bereiche. So wurden alle drei RNA-Haushaltsgene (4.5S RNA, 

tmRNA, M1 RNA) in den entsprechenden Regionen übereinstimmend auch mittels RNAz detektiert. 

Außerdem wurden die Rfam-Vorhersagen der 6C RNA, vier TPP-Riboswitches, das mraW-Motiv, drei 

                                                      

4 Die gesamte RNAz-Vorhersage und die reduzierte endgültige Liste sind in der Datei RNAz-Vorhersage.xlsx im 
Ordner „Vorhersagen“ auf der beiliegenden Daten-CD zu finden. 
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Riboswitch-ähnliche yybP-ykoY-Motive und ein ydaO-yuaA-Motiv über die Analyse nach konservierten 

Sekundärstrukturen getroffen. Mehr als ein Drittel der RNAz-Vorhersagen (282) fallen in intergenische 

Bereiche mit phylogenetischer Konservierung, die über die NAPP-Pipeline bestimmt wurden. Von den 15 

vorhergesagten Kandidaten kleiner RNAs über SIPHT (Livny et al., 2008) konnten 11 Kandidaten 

ebenfalls über RNAz detektiert werden, jedoch nicht die folgenden: 

Candidate_3_NC_006958, Candidate_4_NC_006958, Candidate_11_NC_006958, 

Candidate_15_NC_006958. 

 

Abbildung IV-2 RNAz-Vorhersage für C. glutamicum und stringente Reduktion. 
Nach Anwenden der Parameter für eine sensitive Detektion konservierter regulatorischer RNAs umfassen die 
Arbeitsschritte das Entfernen vorhergesagter rRNAs und tRNAs sowie das Zusammenfügen überlappender 
Vorhersagen. Diagramm zur Minimierung Falsch-Positiver: Die schwarzen Punkte zeigen die RNAz-Vorhersagen 
für C. glutamicum mit den erhaltenen z-scores und SCIs, die p ≥ 0,5 entsprechen. Der rote Bereich im Diagramm 
steht für p < 0,5 (Washietl et al., 2005). 
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1.2 Suche nach Rho-unabhängigen Terminatoren und deren Korrelation mit RNAz-

Vorhersagen 

Es ist bekannt, dass bei der Transkription kleiner RNAs häufig an deren 3´-Ende eine Sequenz kodiert ist, 

so dass im Transkript eine haarnadelförmige Sekundärstruktur entsteht. Die Struktur destabilisiert den 

Komplex aus RNA-Polymerase und DNA/RNA-Hybrid, so dass er zerfällt und damit eine weitere 

Elongation verhindert (Hippel und Yager, 1991). Diese vom Rho-Faktor unabhängige 

Transkriptionstermination ist charakterisiert durch einen G+C-reichen Stamm, innerhalb dessen die 

Nukleotide nicht paaren und eine Schleife (stem loop) formen. Hierauf folgen jeweils drei bis acht 

kodierte Uracil-Reste. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Vorhersage von Rho-unabhängigen 

Terminatoren in C. glutamicum mit dem Programm TransTermHP (Kingsford et al., 2007) erzeugt. 

Hierfür wurde nach G+C-reichen Stammlängen L zwischen L ≥ 4 und L ≤ 23 gesucht, wobei ein 

Konfidenzniveau von 0,75 gesetzt wurde. Weitere Einstellungen wurden nach TransTermHP-Standard 

gemacht. Dabei wurden insgesamt 2266 Rho-unabhängige Terminatoren über alle Genomregionen von 

C. glutamicum detektiert. 5 Von dieser Gesamtzahl überlappen 221 Rho-unabhängige Terminatoren mit 

den über RNAz vorhergesagten konservierten kleinen RNAs und sind in der Datei RNAz-

Vorhersage.xlsx gekennzeichnet. Zwei der drei vorhergesagten RNA Haushaltsgene sind Rho-unabhängig 

terminiert (4.5S RNA, tmRNA). Am Ende der M1 RNA konnte keine entsprechende Terminatorstruktur 

detektiert werden. Dies ist wahrscheinlich auch der Grund dafür, warum sie nicht über die SIPHT-

Vorhersage (Livny et al., 2008) detektiert wurde, denn dieses Tool sucht nach konservierten 

Primäsequenzen stromaufwärts von Rho-unabhängigen Terminatoren.  

                                                      

5  Das gesamte Ergebnis der TransTermHP-Vorhersage befindet sich in der Datei Rho-unabhängige-
Terminatoren.xlsx auf der beiliegenden CD im Ordner „Vorhersagen“. 
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2 Experiment-spezifische tiling-Microarrayanalysen in den intergenischen 

Regionen in C. glutamicum 

Mithilfe von Microarrayanalysen ist es möglich, eine Expressionsanalyse vieler Tausend Gene auf 

Transkriptebene simultan durchzuführen (Lipshutz et al., 1999). Das Prinzip hierbei ist, eine 

Hybridisierung von fluoreszenzmarkierten Nukleinsäure-Sonden gegen immobilisierte 

Oligonukleotidproben durchzuführen. Unspezifischen Bindungen sollten anschließend über stringente 

Waschprozesse minimiert werden, um dann die Sequenz-spezifischen Bindungen über geeignete 

Absorptionsfilter zu detektieren. Die Anzahl an Oligonukleotidproben, die auf einem Array Platz finden, 

ist im Laufe der Jahre immer größer geworden. Heute können tiling-Microarrays mit ihren Proben ein 

Genom in verschiedener Auflösung und Dichte abdecken (Mockler et al., 2005). Solche tiling-

Microarrays sind auch bei Studien zur Identifizierung kleiner RNAs in anderen Bakterien zum Einsatz 

gekommen (Selinger et al., 2000; Wassarman et al., 2001; Tjaden et al., 2002; Zhang et al., 2003). Die 

nachfolgend dargestellte Einfarben-Microarrayanalyse in C. glutamicum beruht auf einer neuartigen 

Methode auf Basis einer flexiblen Plattform zur Oligonukleotid-Synthese und tiling-Microarrays, die 

speziell alle intergenischen Bereiche (zwischen den annotierten proteinkodierenden Genen) abdecken. In 

diesem Rahmen wurde außerdem in Zusammenarbeit mit S. Schroeder das Java-Applet IRMA (Intergenic 

Regions by Microarray Analysis) entwickelt (Schroeder, 2007), das zur Berechnung der intergenischen 

Oligonukleotidproben für die Microarrays dient. Die gesamte Methode und das in dieser Arbeit 

entwickelte Vorgehen zur Auswertung der Microarrays konnte mithilfe des Enterobakteriums E. coli K-

12 MG1655 erfolgreich validiert werden (siehe Anhang). Die Vorgehensweise wurde anschließend auf 

C. glutamicum übertragen. Die folgenden Kapitel beschreiben einen Überblick über die Methode und die 

erhaltenen Ergebnisse der Experiment-spezifischen Hybridisierungen in C. glutamicum. Die präsentierten 

Ergebnisse stellen zugleich eine Art Validierung der Microarrayexperimente dar, da die gute Qualität und 

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse deutlich werden. An dieser Stelle soll erwähnt werden, dass die 

Oligonukleotidsignale nicht dazu dienen sollen, kleine RNA-Kandidaten zu definieren. Die Ergebnisse 

sollen später helfen, die über Hochdurchsatz-Sequenzierung detektierten kleiner RNAs aus einem 

Probengemisch den einzelnen durchgeführten Experimenten und Stressen zuzuordnen. Darauf 

vorbereitend wird am Schluss dieses Kapitels eine Datenbank präsentiert, die neben den Experiment-

spezifischen Oligonukleotidsignalen der Microarrays eine Verknüpfung zu den verschiedenen 

bioinformatischen Vorhersagen und allen intergenischen kleinen RNAs der cDNA-Sequenzierung 

beinhaltet, was eine Filterung nach all diesen Kriterien einzeln oder in Kombinationen ermöglicht.6 

                                                      

6 Die Microsoft Access-Datei Datenbank.accdb ist auf der beiliegenden CD zu finden. 
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2.1 Etablierung einer Methode zur intergenischen Transkriptanalyse in C. glutamicum 

basierend auf tiling-Microrarrays 

Kleine RNAs spielen oft eine besondere Rolle bei der Anpassung an veränderte Umgebungsbedingungen 

(Hoe et al., 2013). Daher wurden bei der Probengewinnung nicht nur ungestresste C. glutamicum-Zellen 

in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet, sondern zusätzlich auch fünf Kulturen, die zum 

Probenahme-Zeitpunkt Hitze- und Kälte-Stress, hyperosmotischem und oxidativem Stress ausgesetzt 

waren. Von allen sechs Kultivierungsproben wurde die Gesamt-RNA isoliert und für die Stress-

spezifischen Microarrayexperimente wie folgt verfahren (Abbildung IV-3, nächste Seite): Die Gesamt-

RNA Proben wurden nach Heidelberg zur febit biomed GmbH (jetzt CBC) verschickt und dort 

größenfraktioniert. Der Anteil aller kleinen RNAs bis ~250 nt Länge wurde ohne cDNA-Synthese direkt 

für den Hybridisierungsprozess mit dem geniom®one System vorbereitet. Darauf folgten Experiment-

spezifische Hybridisierungen auf speziellen intergenischen tiling-Microarrays, deren Design vorher über 

das Java-Applet IRMA (Schroeder, 2007) berechnet wurde. Diese Microarrays decken in beiden Strängen 

alle Bereiche zwischen den bekannten proteinkodierenden Regionen im C. glutamicum-Genom ab und 

enthalten zusätzlich tRNA-sense-Proben als Positiv-Kontrollen und deren reverse Komplemente (tRNA-

antisense-Proben) als Negativ-Kontrollen, da im Gegenstrang von tRNAs keine Expression erwartet wird. 

Im Anschluss an die Experiment-spezifischen Hybridisierungen wurden die Emissionssignale der 

Microarrays erfasst und als Rohdaten von febit zur Verfügung gestellt. Nach Normalisierung und 

Median-Reskalierung der Daten wurden die spezifischen Signal-Schwellenwerte bestimmt, ab denen eine 

Expression in jedem einzelnen Experiment angenommen wird. Dieser Standard-Schwellenwert für 

transkriptionelle Aktivität wird über die Signale der Negativ-Kontrollen ermittelt, d.h. aus den Signalen 

der antisense-Sequenzen von tRNAs eines Microarrayexperimentes, wobei der maximale Wert dieser 

Negativ-Kontrollen die Grenze zum Hintergrundrauschen definiert.7  

                                                      

7 Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelt Methode zur Auswertung der Microarrays wurde anschließend von 
S. Schroeder (Arbeitsgruppe BRF, CebiTec, Universität Bielefeld) in das Java-Applet IRMA integriert, so dass 
IRMA heute die komplette Methode zur Auswertung der Microarrayrohdaten zur Verfügung stellt. 
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Abbildung IV-3 Arbeitsvorgang zur Detektion kleiner RNAs über intergenische tiling-Microarrays. 
Arbeitsschritte ohne Farbmarkierung wurden am CeBiTec Bielefeld durchgeführt und Grau-markierte 
Arbeitsschritte in Heidelberg (febit biomed GmbH, jetzt CBC). Alle Schritte der Auswertung wurden in dieser 
Arbeit entwickelt und von S. Schröder in das Java-Applet IRMA integriert. 

 

2.2 Design eines intergenischen tiling-Microarrays für C. glutamicum über IRMA 

Das Design der Oligonukleotidproben für die Synthese der geniom®one Microarrays wurde mithilfe der 

Software IRMA erstellt. Hauptziel des Java-Applets ist die Implementierung eines Systems zur Analyse 

der intergenischen Regionen eines Genoms. IRMA berechnet Oligonukleotide mit gewünschter Länge 

und Überlappung aus den intergenischen Regionen eines Genoms in Anlehnung an tiling-Microarrays für 

Gesamt-Transkriptomanalysen. Die benötigten Daten hierfür, wie Größe und Sequenz der intergenischen 

Regionen, wird aus der Annotation der GenBank-Datei (Benson et al., 2013) des zu untersuchenden 

Genoms gewonnen. Insgesamt wurden 10.521 50-mer Oligonukleotidproben mit 15-mer Überlappungen 

in den Regionen zwischen allen bekannten Kodierregionen für einen Strang des C. glutamicum-Genoms 

berechnet (Abbildung IV-4, nächste Seite). Von jeder Probe wurde zusätzlich das reverse Komplement 

ermittelt, so dass beide Stränge des Genoms berücksichtigt sind. Zusätzlich wurden als Positiv-Kontrollen 

die Startsequenzen 60 tRNAs für die Synthese von 50-mer Oligonukleotidproben berechnet, und zwar in 

sense-Richtung und dazu ebenfalls die reversen Komplemente als Negativ-Kontrollen (antisense-
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Richtung). Hieraus ergeben sich Schmelztemperaturen der Oligonukleotide hauptsächlich im Intervall 64 

bis 79 °C. 8 

 

Abbildung IV-4 Aufbau des intergenischen C. glutamicum tiling-Microarray (Beispiel-Region). 
Die Pfeile repräsentieren annotierte ORFs, dazwischen decken überlappende 50-mer Oligonukleotidproben alle 
intergenischen Bereich des Genoms ab (15-mer Überlappung).  

 

Die Identifikationsnummern der überlappenden Oligonukleotidproben folgen einer systematischen 

Benennung. Die ID „up_cg0002_x“ steht für eine Sequenz stromaufwärts von Gen cg0002, wogegen 

„do_cg0002_x“ für eine Sequenz stromabwärts von Gen cg0002 steht. Das „x“ am Ende der ID gibt die 

Entfernung eines Oligonukleotids von der zugehörigen Kodierregion an. Ein hoher Wert „x“ findet sich 

nur zwischen Kodierregionen, die durch eine lange intergenische Region voneinander getrennt sind. Die 

IDs der revers-komplementären Sequenzen im Rückwärtsstrang heißen entsprechend, allerdings mit dem 

Namenszusatz „rev_com_“. Da die Microarrays direkt mit markierter RNA hybridisiert wurden (ohne 

cDNA-Synthese), stellen die Signale der Vorwärtsstrang-Oligonukleotide Transkripte dar, die auf dem 

Rückwärtstrang kodiert sind. Signale der Rückwärtstrang-Oligonukleotide stellen Transkripte dar, die auf 

dem Vorwärtsstrang kodiert sind. 

 

  

                                                      

8 Die Datei IRMA-Oligonukleotide.xlsx im Ordner „Geniom-Microarrays“ auf der beiliegenden CD enthält alle 
50-mer Sequenzen mit folgenden Zusatzinformationen: Identifikationsnummer (ID), Start- und Stopp-Positionen der 
50-mer Sequenz, G+C-Gehalt, Schmelztemperatur, Name und Produkt und Orientierung der vorherigen und 
folgenden CDS. 
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2.3 Bestimmung der Schwellenwerte für transkriptionelle Aktivität mithilfe der Signale von 

Kontroll-Oligonukleotiden 

 Die erhaltenen Microarrayrohdaten wurden im ersten Schritt über die zwei Replikate jedes Experimentes 

nach Quantil (Bolstad et al., 2003) normalisiert. 9 Die für Microarrayexperimente verbreitete Lowess-

Normalisierung (locally-weighted scatterblot smoothing (Cleveland und Devlin, 1988) wurde für das 

Design der intergenischen tiling-Microarrays nicht angewendet, da nicht von einer Gleichverteilung der 

Signale über alle Intensitäten ausgegangen werden kann. Der Großteil der intergenischen Signale liegt an 

der Detektionsgrenze. Im Anschluss an die Normalisierung wurden die normalisierten Intensitäten im 

Intervall [0, 65535] reskaliert. Eine verbreitete Methode zur Reskalierung besteht darin, eine 

logarithmische Skalierung zu wählen. Hierdurch werden die vielen intergenischen Signale im niedrigen 

Intensitätsbereich allerdings sehr gestaucht. Daher wurden die Werte über Teilen des Gesamt-Median 

eines jeden Microarrays reskaliert, was zusätzlich einer Median-Zentrierung entspricht. Da der Array-

Median in den Experimenten zwischen 500 und 1000 Einheiten liegt, ergibt sich nach der Reskalierung 

eine Signalspanne bis maximal ~130 (65535/500) Einheiten im Sättigungsbereich. Darauf folgend wurde 

die Verteilung der Signalstärken von insgesamt 720 Negativ-Kontrollen, die die antisense-Signale von 

tRNA-Transkripte darstellen, über alle Experiment als Box-Plot in einem Diagramm aufgetragen 

(Abbildung IV-5). Grundsätzlich eignen sich Box-Plots zur Visualisierung der Streuung von 

Datenmengen. Neben dem Median-Wert (0,5-Quantil), dem oberen Quartil und unteren Quartil (0,75- 

und 0,25-Quantil) der Datenverteilung werden auch die Extremwerte abgebildet. Im folgenden Box-Plot-

Diagramm ist deutlich zu erkennen, dass die Signalwerte aller Negativ-Kontrollen sehr gering sind und 

auch die maximalen und minimalen Werte verteilt um ~1 liegen.  

Abbildung IV-5 Verteilung der Signale aller 
Negativ-Kontrollen. 
Überblick der 120 tRNA antisense-Signale je 
Experiment (Σ 720). Der Box-Bereich stellt das 
0,25- bis 0,75-Quantil, das Kästchen in der Box 
stellt das arithmetische Mittel und die gerade 
Linie stellt den Median dar. Die whisker des 
Box-Plot-Diagramms repräsentieren Ausreißer. 
Maximum und Minimum der Datenverteilung 
werden als Kreuze visualisiert. Aus den 
maximalen Signalen der Negativ-Kontrollen 
wurden anschließend in jedem Experiment die 
spezifischen Standard-Schwellenwerte 
ermittelt, oberhalb derer ein Signal für 
transkriptionelle Aktivität angenommen wird. 

                                                      

9 Sowohl die Rohdaten der Oligonukleotidsignale als auch die Werte nach Normalisierung über alle Experimente 
befinden sich zusammengefasst in den Dateien Ergebnisse.xlsx und Ergebnisse_Kontrollen.xlsx im Ordner 
„Geniom-Microarrays“ auf der beiliegenden CD. 
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Im experimentellen Design ist es nicht vorgesehen, die verschiedenen Experimente aufeinander zu 

beziehen und eine davon als Referenz zu betrachten. Im Validierungsexperiment mit E. coli wurden gute 

Ergebnisse erzielt, wenn für die Signale oberhalb des maximalen Wertes aller tRNA-antisense-Proben 

transkriptionelle Aktivität angenommen wurde. In Anlehnung daran wurden auf diese Weise auch die 

Experiment-spezifischen Standard-Schwellenwerte im Microarrayexperiment mit C. glutamicum 

bestimmt  (Tabelle IV-1). 

Tabelle IV-1 Experiment-spezifische Standard-Schwellenwerte ab der transkriptionelle Aktivität angenommen wird. 
Ohne Stress Hitze-Stress Kälte-Stress Diamid-Stress NaCl-Stress H2O2-Stress 

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

 

2.4 Analyse der Signalverteilung zur quantitativen Einteilung der Ergebnisse 

Die Ergebnisse aller Microarrays aufzuführen wäre sehr umfangreich, daher werden hier zur Validierung 

nur die Signale im Experiment ohne Stress ausführlicher dargelegt. Die beschriebenen Beobachtungen 

sind aber mit den Ergebnissen der übrigen Experimente vergleichbar. In der folgenden Abbildung IV-6 

(nächste Seite) ist die Verteilung der intergenischen Signale im Wachstumsexperiment ohne Stress für 

beide Replikate, allerdings ohne Kontrollen, dargestellt. Zur einfachen Übersicht werden die 

normalisierten Werte an dieser Stelle in der häufig verwendeten logarithmischen Skalierung eines 

Scatter-Plots visualisiert. Dabei ist zu erkennen, dass die Mehrheit der Werte im niedrigen 

Intensitätsbereichen liegt und dass sich die Werte mit guter Reproduzierbarkeit entlang der 

Winkelhalbierenden verteilen. Das stärkste Signal liegt im Bereich der Sättigung (log2 64816,83 = 15,98) 

und stammt von dem Oligonukleotid mit der ID rev_com_up_cg0294_4 aus der genomischen Region, in 

der das Haushaltsgen 4.5S RNA kodiert ist. Die Signalwerte im blau-markierten Kasten entsprechen dem 

Wertebereich unterhalb des Standard-Schwellenwertes ab dem transkriptionelle Aktivität angenommen 

wird. Die Gesamtmenge der Signale oberhalb dieses Standard-Schwellenwertes beläuft sich auf 634. Die 

höchsten 10 % dieser Signale (63 von 634) liegen oberhalb eines Wertes, der dem vierfachen Standard-

Schwellenwert entspricht (als grün-gestrichelte Linie dargestellt). Die Grenze zu den höchsten 25 % der 

Signalwerte (158 von 634) ist ebenfalls in Abbildung IV-6 markiert und ist als blau-gestichelte Linie 

dargestellt. Dieser Anteil ergibt sich oberhalb von Signalen, die dem doppelten Standard-Schwellenwert 

entsprechen. 
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Nach Analyse der Signalwerte der übrigen Hybridisierungen wurde eine ähnliche Verteilung beobachtet 

wie beim Experiment ohne Stress, so dass definiert wurde: Bei Erreichen des doppelten Standard-

Schwellenwertes für transkriptionelle Aktivität (obere ~25 % des Signalanteils) wird ein „deutliches 

Transkriptsignal“ angenommen. Bei Erreichen des vierfachen Standard-Schwellenwertes (obere ~10 % 

des Signalanteils) wird ein „sehr deutliches Transkriptsignal“ festgelegt. Die daraus resultierende 

quantitative Einteilung der Signale konnte in experimentellen Validierungen kleiner RNAs über Northern 

Blot-Analysen (Kapitel IV.4.1) größtenteils bestätigt werden. 

 
Abbildung IV-6 Überblick über die normalisierten Signale im Experiment ohne Stress. 
Im Diagramm wurde eine logarithmische Skalierung der Werte gewählt. Der blau-markierte Kasten entspricht 
Signalen, die unterhalb des Standard-Schwellenwertes für transkriptionelle Aktivität liegen und das 
Hintergrundrauschen darstellen. Die gestrichelten Linien repräsentieren die Grenzen der oberen 25 % bzw. 10 % der 
Signale. Diese entsprechen dem doppelten (blau-gestrichelt) bzw. vierfachen Standard-Schwellenwert (grün-
gestrichelt). 

 

Um einen möglichst vollständigen Blick auf die Daten zu zeigen, werden nun auch die Ergebnisse der 

Positiv-Kontrollen (sense-Signale der tRNAs) im Experiment ohne Stress dargelegt. Die Werte der 

Positiv-Kontrollen liegen alle im Bereich sehr deutlicher Transkriptsignale, da jeweils der vierfache 

Standard-Schwellenwert (4 x 1,75) überschritten wird. Allerdings ist eine Streuung der Werte zu 

beobachten, und zwar zwischen 8,05 für Glycin-tRNA (ID rev_com_tRNA_3587_Start) bis 74,51 für 

Cystein-tRNA (ID tRNA_3564_Start; Anticodon GCA). Gleichzeitig wird eine hohe Reproduzierbarkeit 

über die Replikate mit nur geringen Standardabweichungen (arithmetisches Mittel 0,77) deutlich. Es fällt 

auf, dass das geringste Signal von der Glycin-tRNA (Anticodon CCC) stammt, deren komplementäre 

Sequenz auf der DNA dem geringsten anteiligen Codongebrauch von 1 % in C. glutamicum zugeordnet 

werden kann (Liu et al., 2010). Diese Auffälligkeit stellt jedoch eine Ausnahme dar, da sich aus dem 

Vergleich der Signalstärken der übrigen tRNAs und dem jeweils zugehörigen anteiligen Codongebrauch 
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keine Proportionalität ergeben hat. Im Rahmen dieser Analyse wurden jeweils die Signalwerte über 

tRNAs mit demselben Anticodon addiert (Daten nicht gezeigt). 

 

2.5 Erstellung einer Datenbank für regulatorische RNAs in C. glutamicum 

Im Laufe der Experimente und bioinformatischen Analysen wurden die produzierten Daten immer 

komplexer und zur besseren Übersicht in eine Datenbank eingepflegt (Abbildung IV-7). Diese Datenbank 

enthält die normalisierten und reskalierten Microarraysignale aller Experimente, und über flexible 

Filterprozesse können schnell vergleichende Abfragen unter Verwendung der Standard- oder alternativer 

Schwellenwerte in den spezifischen Microarrayexperimenten erstellt werden. Zusätzlich können 

verschiedene Informationen der zugehörigen Oligonukleotidproben abgerufen werden, sowie die Signal-

Standardabweichung über die Replikate, Position im Genom, Namen und Orientierung und Funktionen 

der umliegenden Gene und einige weitere Details. Darüber hinaus wurde über die Positionen aller 

Oligonukleotide eine Verknüpfung zu den Vorhersagen der Rfam-Datenbank (Gardner et al., 2009), der 

SIPHT-Analyse und der NAPP-Analyse erstellt. Zudem sind Verknüpfungen zur RNAz-Vorhersage 

regulatorischer RNAs und zur Liste von Rho-unabhängigen Terminatoren in C. glutamicum in der 

Datenbank enthalten. Außerdem sind die in dieser Arbeit aufgeführten Ergebnisse der cDNA-

Sequenzierung kleiner RNAs integriert. 

 

 

Abbildung IV-7 Datenbankstruktur. 
In der Datenbank sind alle Signale der Oligonukleotidproben und weitere Details enthalten. Zusätzlich wurden die 
Signale mit den Informationen der Rfam-Datenbank (Gardner et al., 2009) und den bioinformatischen Vorhersagen 
für kleine regulatorische RNAs und stromabwärts kodierten Rho-unabhängigen Terminatoren verknüpft. Außerdem 
können Vergleiche mit den Ergebnissen der cDNA-Sequenzierung kleiner RNAs vollzogen werden. 
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Über die sechs Microarrayexperimente zusammengefasst zeigen ca. 10 % (2143 von 21042) aller 

intergenischen Oligonukleotide ein Signal oberhalb des Standard-Schwellenwertes. Es ergibt sich, dass 

~9 % (195 von 2143) dieser Signale mit RNAz-Kandidaten überlappen und ~15 % (317 von 2143) in 

intergenischen Bereichen mit phylogenetischer Konservierung nach NAPP-Analyse (Ott et al., 2012) 

liegen. Insgesamt treffen ~21 % (442 von 2143) dieser Signale Regionen, in denen auch über die cDNA-

Sequenzierung kleine RNAs detektiert wurden. Die folgende Datenbank-Abfrage stellt eine 

Gesamtübersicht über die Signale in den einzelnen Microarrayexperimenten dar (Tabelle IV-2). 

 

Tabelle IV-2 Oligonukleotidsignale über alle Experimente (nach Standard-Schwellenwert) 
 Ohne  

Stress 
Hitze- 
Stress 

Kälte- 
Stress 

Diamid- 
Stress 

NaCl-  
Stress 

H2O2- 
Stress 

Signale gesamt 634 842 1151 1225 1024 1483 

Signale  
Experiment-spezifisch 

93 (15 %) 47 (6 %) 97 (8 %) 139 (11 %) 59 (6 %) 256 (17 %) 

Signale auch in  
anderen Experimenten 

541 (85 %) 404 (48 %) 576 (50 %) 627 (51 %) 450 (44 %) 702 (47 %) 

Signale auch im Experiment  
ohne Stress 

- 391( 46%) 487 (42 %) 459 (37 %) 515 (50 %) 525 (35 %) 

 

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass die Anzahl von Signalen am geringsten im Experiment ohne Stress 

(634) und am größten nach H2O2-Stress (1483) ist. Insgesamt ist über die Experimente ein hoher 

Prozentsatz von Signalen vertreten (zwischen 35 % und 50 %), die auch ohne Stress detektiert wurden. 

Der Experiment-spezifische Signalanteil ist eher gering und liegt in den Experimenten zwischen 6 % und 

17 %. 
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3 Identifizierung kleiner RNAs mittels Hochdurchsatz-Sequenzierung in 

C. glutamicum 

Die Hochdurchsatzsequenzierung von RNA-Proben (RNA-Seq) bzw. von den aus diesen Proben 

generierten cDNA-Bibliotheken stellt seit einiger Zeit eine sehr effiziente Methode zur Bestimmung 

kleiner RNA-Elemente in Bakterien und anderen Organismen dar (Güell et al., 2011). Hierbei wird eine 

Nukleotid-genaue Auflösung der kleinen RNAs erreicht. Über spezielle Methoden in der 

Probenvorbereitung kann eine genaue Bestimmung der Transkriptionsstarts ermöglicht werden (Sharma 

et al., 2010). In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der strangspezifischen cDNA-

Sequenzierung zur Identifizierung kleiner RNAs in C. glutamicum präsentiert. Die erhaltenen kleinen 

RNAs wurden hierbei in die drei Klassen „mRNA-Leader“, „ trans-kodierte RNAs“ und „antisense-

Transkripte“ klassifiziert. Zuästzlich wurden über die Sequenzierungs-Daten kleine putative Proteine 

identifiziert. Im Rahmen dieses Kapitels werden außerdem die Klassen „mRNA-Leader“ und „antisense-

Transkripte“ analysiert. Die Klasse „trans-kodierte RNAs“ wird erst im Kapitel 4 der Ergebnisse zur 

Validierung kleiner RNAs genauer dargelegt und dabei mit den vorangegangenen bioinformatischen 

Analysen und Experiment-spezifischen Microarrayanalysen verglichen. 

 

3.1 Erzeugung von zwei verschiedenen cDNA-Bibliotheken zur Hochdurchsatz-Sequenzierung 

kleiner RNAs und Kartierung der erhaltenen reads auf der C. glutamicum Genomsequenz 

Für die Hochdurchsatz-Sequenzierung kleiner RNAs in C. glutamicum wurden wie im 

Microarrayscreening die beschriebenen C. glutamicum-Kulturen verwendet, die während der 

exponentiellen Wachstumsphase geerntet und zusätzlich auch verschiedenen Stressbedingungen 

ausgesetzt waren. Im Gegensatz zu den Stress-spezifisch durchgeführten Microarrayexperimenten wurde 

nach Isolierung der Gesamt-RNA ein Gemisch aus gleichen Teilen jeder RNA-Probe gebildet (Pool). Aus 

diesem Gesamt-RNA-Pool wurden alle kleinen RNAs < 250 nt zunächst über Präzipitation fraktioniert 

(Abbildung IV-8, nächste Seite). Nach Abreicherung der ribosomalen RNAs über eine Hybridisierungs-

Prozedur mit rRNA-bindenden magnetischen beads, wurde die kleine RNA-Fraktion in zwei gleichgroße 

Ansätze aufgeteilt zur Erstellung von zwei verschiedenen cDNA Bibliotheken mit dem Illumina® 

TruSeq™ Small RNA Kit. Dabei wurde nach dem dRNA-Seq-Ansatz (Sharma et al., 2010) vorgegangen. 

Dies bedeutet konkret, dass ein Ansatz in Vorbereitung für cDNA-Bibliothek 1 enzymatisch auf 

Primärtranskripte angereichert wurde und zwar über die Behandlung mit einer 5′-Monophosphat-

spezifischen Exonuklease, die speziell degradierte oder prozessierte Transkripte abbaut. Nicht-

prozessierte primäre RNA-Transkripte weisen an ihren 5´-Ende einen Triphopshat-Rest auf und bleiben 
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von diesem enzymatischen Verdau unbeeinflusst. Die RNA für cDNA-Bibliothek 2 wurde dagegen nicht 

enzymatisch behandelt und enthält alle kleinen RNAs-Spezies.10 

 

Abbildung IV-8 Schritte zur Erzeugung der RNA-Proben für die 
Erstellung von zwei cDNA-Bibliotheken. 
 

 

Die Sequenzierung der beiden cDNA-Bibliotheken mittels dem 

Illumina GA IIx-System wurde mit einer Leselänge von 35 bp 

durchgeführt, die ausgehend vom 5’-Ende aus gelesen wurden.11 

Die erhaltenen reads wurden anschließend auf der 

Chromosomensequenz von C. glutamicum ATCC 13032 

(Kalinowski et al., 2003) kartiert (read mapping) und ergaben für 

die Primärtranskript-angereicherte Probe 7.869.859 eindeutig 

zuzuordnende reads (Bibliothek 1; Tabelle IV-3, nächste Seite) 

und 22.752.379 eindeutig zuzuordnende reads für die 

Gesamtfraktion kleiner RNAs (Bibliothek 2; Tabelle IV-3). Für 

die meist reichlich abundanten reads im Bereich von rRNA-

Genen konnte besonders in der enzymbehandelten cDNA-

Bibliothek 1 ein hoher Grad an Abreicherung erreicht werden. 

Von der Gesamtzahl der reads in cDNA-Bibliothek 1 sind nur 

3 % rRNA-Genen zuzuordnen. Außerdem wurde in Bibliothek 1 

im Vergleich zur Bibliothek 2 ein kleinerer Anteil an reads in sense-Richtung von Kodierregionen (CDS) 

erhalten. Dies lässt vermuten, dass die Anzahl degradierter oder bereits prozessierter größerer mRNA-

Transkripte durch die Enzymbehandlung verringert werden konnte. Die restliche Anzahl von reads 

konnte entweder cis-antisense zu Kodierregionen zugeordnet werden oder zu Regionen, in denen es 

bisher keine Annotation gab. Die cis-antisense reads zeigen mit bis zu 3 % einen ähnlich hohen Anteil in 

beiden Bibliotheken. Interessanterweise gehört jeweils der größte Anteil von reads zu Regionen ohne 

bisherige Annotationen. In der Primärtranskript-angereicherten Bibliothek 1 machen diese sogar 59 % der 

                                                      

10 Ein Überblick über die Agilent Bioanalyzer Daten zu Beginn der Arbeiten (sRNA-Pool) und der beiden fertigen 
cDNA-Bibliotheken steht auf der Daten-CD zur Verfügung (Ordner „Sequenzierung“, Datei Bioanalyzer.pptx). 
11 Die Ergebnisse sind im Verzeichnis vol/rna-illumina/Run010 auf dem CeBiTec-Server gelistet als Probe S6 bzw. 
Name X1 (= nicht behandelt) und Probe S6 bzw. Name T1 (= Terminator Exonuklease behandelt). 
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Gesamt-reads aus, was das Vorhandensein einer großen Anzahl potenzieller kleiner RNAs in 

C. glutamicum vermuten lässt.12 

Tabelle IV-3 Read-Übersicht über die Sequenzierungs-Ergebnisse der zwei cDNA-Bibliotheken 

Kategorie 
Primärtranskripte a 

kleiner RNAs  
(Bibliothek 1) 

Gesamtfraktion 
kleiner RNAs 
(Bibliothek 2) 

                Reads   [%]                     Reads   [%] 

rRNA-Gene 255.591   3,2 5.230.021   23,0 

tRNA-Gene 1.050.962   13,4 2.130.360   9,3 

mRNA-Gene (CDS, sense) 1.686.575   21,4 7.134.344   31,4 

Übrige Verteilung von reads             

cis-antisense (CDS, antisense) 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     22.752.379     
 

a Primärtranskripte kleiner RNAs wurden erhalten über eine 5’-Monophosphat-spezifische Exonuklease, die speziell 
Transkripte verdaut, die entweder prozessiert wurden oder gerade degradiert werden 

 

3.2 Filterungsprozesse zur Identifizierung von potenziellen kleinen RNA-Genen 

In den Sequenzierungs-Daten der Primärtranskript-angereicherten cDNA-Bibliothek 1 wird aufgrund des 

experimentellen Vorgehens jeweils an der 5´-Position eines read-Stapels ein TSS vermutet, wobei ein 

read-Stapel eine bestimmte Anzahl an einer Position startenden reads darstellt (Abbildung IV-9A, 

nächste Seite). Zur Berechnung der putativen TSS in der cDNA-Bibliothek 1 wurde nach manueller 

Analyse eine Mindestanzahl von 20 read-Starts an einer Position als sinnvoller Schwellenwert 

angenommen.13  Vor Beginn der weiteren Analysen wurden die Daten gefiltert, wobei alle 

Transkriptionsstarts im Bereich von tRNA- und rRNA-Genen und innerhalb annotierter 

proteinkodierender Sequenzen (CDS, sense-Richtung) entfernt wurden (Abbildung IV-9B). Dies führte zu 

einer Anzahl von 2899 Stapel (1304 Stapel cis-antisense zu CDS und 1595 Stapel in Regionen ohne 

Annotation). Ein weiterer Filterschritt bestand darin, die Sequenzen stromaufwärts der vermuteten TSS 

nach Promotoren zu analysieren (Abbildung IV-9C). Mit dem Tool Improbizer (Ao et al., 2004; Tompa et 

al., 2005) wurde in den Sequenzen nach Ähnlichkeiten zu den Konsensussequenzen des primären 

Sigmafaktor SigA (Pátek und Nešvera, 2011) oder des Stress-verwandten ECF-Familien-Sigmafaktors 

                                                      

12 Alle detaillierten Daten der Verteilung der reads, auch umgerechnet in RPKM-Werte (reads per kilo base per 
million) sind auf der beiliegenden CD im Ordner „Sequenzierung“ in Datei Expression.xlsx zu finden. 
 
13 Die Gesamttabelle der daraus ermittelten TSS in cDNA-Bibliothek 1 ist auf der CD im Ordner „Sequenzierung“ 
in der Datei Transkriptionsstarts-Rohdaten.xlsx zu entnehmen. 
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SigH (Busche et al., 2012) gesucht, wobei SigH eine bedeutende Rolle unter oxidativem Stress (Kim et 

al., 2005) und unter Hitzestress-Bedingungen spielt (Ehira et al., 2009). Dabei wurden 1267 putative TSS 

gefunden, die stromaufwärts eine SigA-erkennbare Promotorsequenz tragen (531 cis-antisense zu CDS 

und 736 in Regionen ohne Annotation). Die Suche nach SigH-Promotersequenzen war stromaufwärts von 

44 TSS erfolgreich (11 cis-antisense zu CDS und 33 in Regionen ohne Annotation). Für 14 Transkripte, 

wurden Promotoren beider Typen detektiert, was auf Transkriptvarianten mit unterschiedlichen 5’-Enden 

hindeutet. Um die 3’-Enden der potenziellen kleinen RNAs zu bestimmen wurden die reads beider 

cDNA-Bibliotheken analysiert. Jedes startende Transkript wurde bis zu einer Position verlängert, an der 

die Anzahl von reads unter einen gesetzten Wert von 10 fiel, und diese Position wurde als 3´-Ende 

definiert (Abbildung IV-9A).14  

 

Abbildung IV-9 Definition von Start- und Stopp-Positionen potenzieller kleiner RNA-Gene.  
A cDNA-Bibliothek 1 (Primärtranskripte) wurde zur Bestimmung der Transkriptionsstarts (TSS) an den 5´-Enden 
von read-Stapeln verwendet. B Workflow für die Charakterisierung potenzieller kleiner RNA-Gene mithilfe von 
bioinformatischer Promotoranalyse stromaufwärts der putativen TSS in cDNA-Bibliothek 1 (Primärtranskripte). Das 
3´-Ende der potenziellen kleinen RNAs wurde mithilfe von cDNA-Bibliothek 2 bestimmt. C Weblogo (Crooks et 
al., 2004) Präsentation der Konsensussequenzen der −35- und −10-Regionen von SigA- und SigH-abhängigen 
Promotoren, die mit dem Improbizer Tool (Ao et al., 2004; Tompa et al., 2005) detektiert wurden. Das prozentuale 
Auftreten eines Nukleotids an einer bestimmten Position ist durch die Größe des Nukleotidsymbols (A, C, G, T) 
repräsentiert. 
                                                      

14   Die Daten hierzu befinden sich im Ordner Sequenzierung in Datei Definition_3´-Enden.xlsx 
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Zusätzlich wurde um die ermittelten 3´-Enden herum innerhalb von 60 nt nach Rho-unabhängigen 

Terminatoren gesucht, da diese häufig die Transkripte kleiner bakterieller RNAs terminieren (Livny et 

al., 2008). Hierfür wurden die bereits bestimmten Rho-unabhängige Terminatoren in C. glutamicum 

eingesetzt, und der Vergleich lieferte 69 potenziellen kleinen RNAs Rho-unabhängige Terminatoren in 

diesem Bereich (4 cis-antisense zu CDS und 65 in Regionen ohne Annotation). In 136 Fällen folgten 

putative Transkriptionsstarts dicht aufeinander, was auf multiple Promotoren hindeutet. Daher wurden 

alle angenommenen multiplen TSS innerhalb von 100 bp vom äußersten 5´-Ende aus und mit demselben 

3´-Ende zu einer Region zusammengezogen und als solche annotiert.15 

 

3.3 Klassifizierung von kleinen RNA-Genen in Abhängigkeit von ihrer Position zu den 

benachbarten CDS 

Um die noch im Set enthaltenen putativen untranslatierten Regionen (UTRs) von mRNAs zu 

identifizieren, wurden alle potenziellen kleinen RNAs entsprechend ihrer Position und Richtung im 

Vergleich zu den umliegenden CDS gruppiert. Insgesamt wurden 298 Transkripte als “mRNA Leader” 

gekennzeichnet, auf deren TSS in weniger als 100 nt Distanz stromabwärts im gleichen Strang eine CDS 

folgt.16 Beim Vergleich mit der Rfam-Datenbank (Gardner et al., 2009) konnten zusätzlich das gut 

konservierte mraW-Motiv (bei cg2377), das cspA-Motiv (bei cg0215) und neun vorhergesagte 

Riboswitches Genen zugeordnet werden, deren 5´-UTRs damit länger als 100 nt sind (Tabelle IV-4).  

Tabelle IV-4 Liste der detektierten und Rfam-vorhergesagten cis-regulatorische Motive in C. glutamicum. 
Rfam Nr. Rfam  

Name 
Gen Rfam  

score 
Rfam  
Start 

Sequenzierung  
Start 

Rfam  
Stopp 

Sequenzierung 
Stopp 

RF00050 FMN-Ribosw. cg0083 111,76 66442 66438 66279 66406 

RF01766 cspA cg0215 60,19 186399 186327 186766 186500 

RF00059 TPP-Ribosw. cg0825 63,54 742654 742651 742547 742535 

RF00059 TPP-Ribosw. cg1227 51,03 1127774 1127765 1127883 1127860 

RF00059 TPP-Ribosw. cg1476 55,87 1373213 1373210 1373103 1373154 

RF00634 SAM-IV-Ribosw. cg1478 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 cg2157 49,13 2043157 2043151 2042989 2043038 

RF00059 TPP-Ribosw. cg2236 62,55 2120271 2120271 2120383 2120303 

RF01746 mraW cg2377 56,64 2267021 2266969 2266916 2266877 

                                                      

15 Eine Übersicht über alle potenziellen kleinen RNA Gene nach Filterung ist in der Datei 
Potenzielle_kleine_RNA_Gene.xlsx auf der CD im Ordner „Sequenzierung“ zu finden und stellt Informationen zur 
Sequenzierung (z.B. read count), alle zugehörigen Promotorsequenzen und Rho-unabhängigen Terminator-
Positionen zur Verfügung. 
 
16 Die Datei Klasse_mRNA-Leader.xlsx befindet sich auf der CD im Ordner Sequenzierung. 
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Hierbei konnten wir die Rfam-vorhergesagten Thiaminpyrophosphat (TPP)-abhängigen Riboswitches 

stromaufwärts von Genen des Thiamin-Biosyntheseweges thiC (cg1476), thiM (cg1655) und thiE 

(cg2236) validieren. Zwei TPP-Riboswitches wurden stromaufwärts von cg0825 (putative β-Ketoacyl 

Carrier-Protein-Reduktase) und cg1227 (putatives Membranprotein) gefunden. Ein Flavinmononukleotid 

(FMN)-abhängiger Riboswitch wurde bei der putativen Nikotinamid-Mononukleotidaufnahme-Permease 

(cg0083) identifiziert und ein S-Adenosylmethionin (SAM)-abhängiger Typ IV-Riboswitch 

stromaufwärts von cg1478 (annotiert als hypothetisches Protein). Zusammen mit zwei Riboswitch-

ähnlichen RNA-Motiven (beide yybP-ykoY) (Barrick et al., 2004) und sieben weiteren Transkripten, die 

putative kleine Proteine kodieren, wurden insgesamt 316 Regionen der Klasse “mRNA Leader” 

zugeordnet. 

 

Die Klasse “antisense-Transkripte” enthält 543 Regionen und besteht aus drei Untergruppen (i) cis-

antisense RNAs (asRNA), die innerhalb einer gegenüberliegenden CDS starten, (ii) Transkripte, die in 

antisense-Richtung zu einer 5´-UTR liegen und innerhalb von 100 nt des 5′-Endes dieser CDS starten 

(as5´-UTR) und (iii) Transkripte, die in antisense-Richtung zu einer 3´-UTR liegen und innerhalb von 

60 nt des 3′-Endes dieser CDS starten (as3´-UTR).17 Auf diese Weise wurden 464 Regionen als asRNAs, 

63 als as5´-UTRs, und 16 als as3´-UTRs eingeteilt (Abbildung IV-10, nächste Seite). Aufgrund spezieller 

CDS-Anordnungen wurden 8 as5´-UTRs auch als as3´-UTRs und 48 mRNA Leader auch als as5´-UTRs 

gezählt. Alle übrigen 262 Regionen wurden als Klasse „trans-kodierte kleine RNAs“ definiert.18 Hierzu 

zählen auch die RNA-Haushaltsgene tmRNA (cgb_09183), M1 RNA (cgb_24535) und 4.5S RNA 

(cgb_02933). Zur Vorbereitung auf eine Aktualisierung der C. glutamicum Genomannotation wurden alle 

antisense-Transkripte und trans-kodierte RNAs mit neuen Locus-Tags versehen. In der neuen 

Nomenklatur werden die Locus-Tags jeder CDS mit einer nachfolgenden Null erweitert (z.B. alt: cg0001; 

neu: cgb_00010). Die letzte Ziffer der Nummer wird dazu benutzt um neue Gene zwischen die alten 

einzufügen. 

                                                      

17 Die Datei Klasse_antisense-Transkripte.xlsx befindet sich auf der CD im Ordner „Sequenzierung“. 
18 Die Datei Klasse_trans-kodierte_RNAs.xlsx befindet sich auf der CD im Ordner „Sequenzierung“. 
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Abbildung IV-10 Klassifizierung der kleinen RNAs in Abhängigkeit von ihrer Position zu den benachbarten CDS. 
Alle neuen Gene der Klassen „antisense-Transkripte“ und „trans-kodierte RNAs“ werden einem neuen Locus-Tag 
zugeordnet. 

 

3.4 Suche nach putativen kleinen Proteinen 

Einige der detektierten kleinen RNAs könnten auch mRNAs repräsentieren, also kleine Peptide kodieren. 

Daher wurde im ersten Schritt das Tool “ORFfinder” eingesetzt, um aus den Sequenzen aller kleinen 

RNA-Gene ORFs im multiplen FastA-Format zu extrahieren. Anschließend wurde nach ribosomalen 

Bindestellen (RBSs) stromaufwärts der extrahierten ORF Sequenzen mit dem RBSfinder (Suzek et al., 

2001) mit einer Fenstergröße von 15 bp und den Standard RBS Einstellungen gesucht. Dabei wurden nur 

ORFs mit einer minimalen Länge von 15 Aminosäurenresten in Betracht gezogen, die entweder eine RBS 

besitzen oder mRNAs ohne Leader darstellen (leaderless transcripts). Insgesamt wurden acht kleine 

mRNAs erhalten (Tabelle IV-5, nächste Seite). Als nächstes wurde nach Konservierung dieser 

Peptidsequenzen in anderen bakteriellen Genomen mit dem tblastx-Algorithmus des NCBI Web Portals 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) gesucht. Dabei wurde eine Konservierung in sieben Fällen 

gefunden.19  Die ähnlichen kleinen Proteine (E-Werte < 10−4) wurden zumeist in anderen 

Corynebacterium-Spezies, aber auch außerhalb von Corynebakterien detektiert. Am weitesten verbreitet 

scheint der gut konservierte tmRNA-Peptid-Tag zu sein (Peptidsequenz AEKSQRDYALAA in 

C. glutamicum). Dieser C. glutamicum tmRNA-Peptid-Tag korrespondiert gut mit den bekannten 

Sequenzen eines breiten phylogenetischen Spektrums (Zwieb et al., 1999). Neben diesem, wurde nur das 

durch cgb_08775 (cg4014) kodierte Peptid außerhalb der Corynebacterium-Spezies als konserviert 

gefunden und war auch als Candidate_15_NC_006958 über das SIPHT-Tool (Livny et al., 2008) 

vorhergesagt. Das kleinste konservierte Peptid cgb_14345 (cg4016) wurde mit 15 Aminosäuren Länge 

                                                      

19 Die Datei Liste_putative-Peptide.xlsx befindet sich auf der CD im Ordner „Sequenzierung“. 
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kodiert gefunden und ist bereits bekannt als Valin-reiches Leaderpeptid vor dem ilvBNC-Operon 

(Morbach et al., 2000). Weitere Leaderpeptide möglicher Attenuatorstrukturen wurden bei cgb_33575 

(cg4012) vor trpE (cg3359) des Tryptophan-Operons identifiziert, bei cgb_03035 (cg4015) vor dem leuA 

Gen (cg0303), das als Isopropylmalat-Synthase den ersten Schritt in der Leucin-Biosynthese darstellt, und 

vor aroF (cg1129), das als DAHP-Synthase den ersten Schritt in der Synthese aromatischer Aminosäuren 

darstellt. Die vermutete Funktionalität der gennannten Peptide wird unterstützt durch das Auftreten von 

drei aufeinanderfolgenden Tryptophanresten im putativen Leaderpeptid stromaufwärts des Tryptophan-

Operons, aufeinanderfolgenden Codons verzweigter Aminosäuren im vermuteten leuA Leaderpeptid 

(2x Isoleucin-, 3x Valin- und 2x Leucin-Codons) und den drei Aminosäureresten Phenylalanin-Tyrosin-

Phenylalanin im Fall des aroF Leaderpeptids. Interessant ist, dass die mRNAs aller angenommenen Fälle 

transkriptioneller Attenuation leaderless-Transkripte sind. Eine Konservierung der Sekundärstruktur 

mittels RNAz wurde für alle putativen Leaderpeptid-mRNAs bis auf cgb_33575 vor trpE und für 

cgb_08775 erhalten.  

Tabelle IV-5 Putative Peptide 
Seq.-
Start 

Seq.-
Stop 

Strang ORF  
Länge 
[nt] 

ORF 
Start 

ORF 
Stopp 

RBS Neuer  
Locus- 

Tag 

Bisher  
Locus-

Tag 

Möglicher  
Attenuator für 

268137 268081 - 57 268137 268081 Leaderless cgb_03035 cg4015 cg0303 (leuA) 
806926 806809 - 75 806893 806819 AGGAG cgb_08775 cg4014   

848500 848922 + 39 848642 848680 - cgb_09185 tmRNA   

1047891 1048044 + 78 1047891 1047968 Leaderless cgb_11283 cg4017  cg1129 
(aroF) 1339309 1339356 + 48 1339309 1339356 Leaderless cgb_14345 cg4016 cg1435 (ilvB) 

1367696 1368633 + 93 1367818 1367910 AGGAG cgb_14697 cg4019   

2399351 2399146 - 108 2399280 2399173 AAGAG cgb_25195 cg4018   

3206459 3206519 + 54 3206459 3206512 Leaderless cgb_33575 cg4012 cg3359 (trpE) 

 

 

3.5 Betrachtung von cis-antisense RNA-Genen und ihre Verteilung auf funktionelle CDS-

Klassen 

Mehr als die Hälfte aller kleinen RNA-Regionen (543 von 807) fallen in die Klasse “antisense- 

Transkripte” (Abbildung IV-10, CD-Datei Klasse_antisense-Transkripte.xlsx). Für die Unterklasse von 

asRNAs (464), die direkt gegenüber einer CDS lokalisiert sind, wurde eine mittlere Größe von 55 nt 

berechnet. Diese sehr kleine Größe insbesondere für asRNAs im Vergleich zu den Transkriptgrößen in 

den anderen Klassen wird in einem Box-Plot-Diagramm deutlich (Abbildung IV-11, nächste Seite). Für 

das Set der trans-kodierten RNAs wurde dagegen eine mittlere Größe von 90 nt erhalten und eine nicht 

symmetrische Verteilung in Richtung größerer Transkripte. 
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Abbildung IV-11 Vergleich der Längenverteilung für asRNAs, trans-kodierte RNAs und mRNA Leader. 
Die Box Plots zeigen das arithmetische Mittel (kleines Quadrat) und den Median (gerade Linie) für die 
unterschiedlichen Klassen. Das untere Ende und das obere Ende der Boxen stellen jeweils das 0,25- und 0,75-
Quantil dar und die whisker zeigen die Ausreißer der Verteilung. 

 

Alle asRNAs verteilen sich auf 409 unterschiedliche CDS, und davon existieren 44 CDS, die mehr als ein 

antisense-Transkript besitzen. Es ist anzumerken, dass Transkription in antisense-Richtung nicht nur an 

den 5´-Enden der zugehörigen CDS zu beobachten ist, sondern oft auch am 3´-Ende oder in der Mitte der 

entsprechenden Kodierregion. Um die Funktionen von Genen mit kodierten asRNAs zu vergleichen, 

wurden diese klassifiziert nach dem eggNOG-Klassifikationssystem (evolutionary genealogy of genes: 

Non-supervised Orthologous Groups) (Jensen et al., 2008). Im Fall von 264 von 464 asRNAs sind die 

entsprechenden CDS über die eggNOG-Klassifikation gut charakterisiert (Abbildung IV-12, nächste 

Seite). Für die übrigen 200 asRNAs wurden entweder keine Kategorie oder nur Kategorien mit schlechter 

Charakterisierung erhalten. Eine normale Verteilung der 464 asRNAs über alle aktuell annotierten CDS 

in C. glutamicum würde wohl darin resultieren, dass ~15 % der Mitglieder einer eggNOG-Klasse eine 

asRNA enthalten. Daher wurden eggNOG-Klassen, in denen mehr als 20 % oder weniger als 10 % der 

Mitglieder eine asRNA enthalten als über- bzw. unterrepräsentiert bezogen auf antisense-Transkription 

betrachtet. Der geringste Anteil von asRNAs wurde für Gene in den Klassen Zellteilung (“D”, 0 %), 

Coenzym-Transport und Metabolismus (“H”, 1 %), Transkription (“K”, 7 %) und anorganischer 

Transport und Metabolismus (“P”, 9 %) gefunden. Andererseits wurde ein höherer Anteil von asRNAs in 

der funktionellen Klasse Zellhüllen-Biogenese (“M”, 35 %) beobachtet. Außerdem zeigte sich ein höherer 

Anteil von asRNAs für die Klasse von Proteinen, die in Sekretionsprozesse und Vesikeltransport 

involviert sind (“U”, 32 %) (Abbildung IV-12). In der letztgenannten funktionellen Klasse sind die beiden 

bekannten Mechanismen der Proteinsekretion mit asRNAs repräsentiert und zwar secY (cg0647), das für 

eine Preprotein-Translokase-Untereinheit des Sec-Sekretionssystems kodiert, und tatC (cg1684), das für 

eine Twin-Arginin (Tat) Translokase-Untereinheit kodiert. Die tatC antisense RNA (cgb_16835) wird 



Ergebnisse 

 90  
 

offenbar von einem SigA-abhängigen Promoter reguliert, wobei die secY asRNA (cgb_06475) 

wahrscheinlich von einem SigH-kontrollierten Promotor transkribiert wird. 

 

Abbildung IV-12 Funktionelle Klassikation von C. glutamicum Genen mit kodierten cis-antisense RNAs (asRNAs). 
Für 264 von 464 asRNAs konnten die entsprechenden kodierenden Gene eggNOG Klassen (Jensen et al., 2008) 
zugeordnet werden. Es werden die Häufigkeiten und Verteilung von asRNAs über alle eggNOG Klassen gezeigt. 
Klassen mit cis-antisense RNA Anteilen zwischen 10 % und 20 % stehen für eine normale Verteilung. Die roten 
gestrichelten Linien stellen die Grenzwerte dar, ab denen eggNOG-Klassen mit asRNAs unterrepräsentiert (< 10 %) 
oder überrepräsentiert (> 20 %) sind. 
 

 

In diesem Zusammenhang wurde auch der Anteil von Genen mit asRNAs berechnet, die für eine 

Transmembranhelix oder für ein Signalpeptid zur Sekretion kodieren. Über eine bioinformatische Suche 

wurden 165 von 464 asRNAs (~35 %) für solche entsprechenden Gene detektiert. Statistisch gesehen ist 

dieser Anteil nicht signifikant unterschiedlich von einer Normalverteilung, da in C. glutamicum 974 Gene 

entweder für ein Signalpeptid zur Sekretion (304 Gene) oder für mindestens eine Transmembranhelix 

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

C. glutamicum 

Die Identifizierung von kleinen RNAs in C. glutamicum (Mentz et al., 2013) stellt erst den Beginn der 

Analyse von RNA-Regulationen in diesem Bakterium dar. In den folgenden Jahren gilt es nun die 

Transkriptgrößen und Experiment-spezifische transkriptionelle Aktivität der neu definierten kleinen 

RNAs im Detail zu validieren, Sekundärstrukturen zu analysieren und natürlich die entsprechende(n) 

Funktion(en) zu bestimmen. Die über diese Arbeit erhaltenen Daten der bioinformatischen RNAz-

Vorhersage und Experiment-spezifischen Microarraydetektion intergenischer kleiner RNAs liefern in 

diesem Zusammenhang eine großen Menge von Informationen und können einen Ausgangspunkt für 

funktionelle Analysen von trans-kodierten RNAs darstellen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die 

Transkripte von vier trans-kodierten RNAs mit einer hohen Anzahl erhaltener reads mittels Northern 

Blot-Analyse untersucht. Für eine dieser vier RNAs aus der Klasse „trans-kodierte RNAs“ (cgb_16115) 

werden anschließend Ergebnisse präsentiert, die eindeutige Hinweise auf eine mögliche Ziel-mRNA bzw. 

eine putative Funktion liefern. Zudem haben die Ergebnisse dieser Arbeit zur Identifzierung der kleinen 

RNA cgb_15805 aus der Klasse „cis-antisense RNAs“ geführt, die gegenüber dem 5’-Ende von argC 

(cg1580) liegt und in Anlehnung daran asaC (antisense argC) benannt wurde. Analysen mit dieser 

kleinen RNA haben ergeben, dass ihr Wirkmechanismus transkriptionelle Interferenz ist und die 

Transkription von argC negativ beeinflusst (Petri et al., Manuskript in Vorbereitung) (Daten nicht 

gezeigt). Im letzten Kapitel wird außerdem aus der Klasse „mRNA-Leader“ die peptidkodierende RNA 

cgb_11283 stromaufwärts von aroF (cg1129) vorgestellt, über die ein neuer Mechanismus 

transkriptioneller Attenuation in der Synthese aromatischer Aminosäuren validiert werden konnte (Mentz 

et al., Manuskript in Vorbereitung). 

 

4.1 Analyse von trans-kodierten RNA-Genen in Bezug auf Sekundärstrukturkonservierung und 

ihre differenzielle Expression 

Um die Klasse „trans-kodierte RNAs“ genauer zu charakterisieren, wurde das Set dieser 262 RNAs mit 

der bioinformatischen RNAz-Vorhersage und den Ergebnissen der intergenischen tiling-Microarrays 

verglichen. Insgesamt gibt es 47 trans-kodierte RNAs, die sowohl eine RNAz-Vorhersage besitzen als 

auch in den Microarrayexperimenten detektiert wurden. Dazu gehören alle drei RNA-Haushaltsgene 

tmRNA (cgb_09183), M1 RNA (cgb_24535) und 4.5S RNA (cgb_02933). Die Abbildung IV-13 (nächste 

Seite) kartiert einen Längenvergleich der RNA-Haushaltsgene nach allen in dieser Arbeit durchgeführten 

Analysen zur Identifizierung kleiner RNAs in C. glutamicum im Vergleich zu den Rfam-Vorhersagen 

(Gardner et al., 2009). Es wird eine hohe Ähnlichkeit der Ergebnisse über die verschiedenen 

Bestimmungsmethoden deutlich, insbesondere bei Betrachtung der Ergebnisse der Microarrays (grün) 

und der cDNA-Sequenzierung (rot). 
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Abbildung IV-13 RNA-Haushaltsgene in C. glutamicum im Längenvergleich über alle Methoden. 
Es sind alle in dieser Arbeit durchgeführten Methoden zur Detektion kleiner RNAs in C. glutamicum im Vergleich 
zur Rfam-Datenbank Vorhersage (Gardner et al., 2009) gezeigt. 

 

 

Der Gesamtvergleich der RNAz-Vorhersage mit den 262 trans-kodierten RNAs lieferte in der Summe 77 

trans-kodierte RNAs (~ 30 %), die eine konservierte Sekundärstruktur aufzeigen (bei RNAz p ≥ 0.5). Ein 

ähnlicher Wert von 83 Übereinstimmungen wurde über den Abgleich mit Bereichen phylogenetischer 

Konservierung über die NAPP-Pipeline (Ott et al., 2012) bestimmt. Insgesamt 45 trans-kodierte RNAs 

wurden unter sehr stringenten Bedingungen (RNAz p ≥ 0.9) erhalten, und davon sind 18 gleichzeitig auch 

in den NAPP-contigs vertreten (Tabelle IV-6, nächste Seite). 
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Tabelle IV-6 Trans-kodierte kleine RNA-Gene mit überlappender RNAz-Vorhersage (p ≥ 0.9) und Vergleich mit 
NAPP-Daten für C. glutamicum (Ott et al., 2012). 

Neuer  

Locus Tag 

Strang Sequenzierung 

Start 

Sequenzierung  

Stopp 

Benachbarte Gene RNAz 

Start 

RNAz  

Stopp 

RNAz 

max.  

p-

score 

NAPP 

 

cgb_00105 - 10053 9921 cg0010(-)/cg0012(-) 10073 9921 0.95 � 

cgb_00925 + 74286 74320 cg0092(+)/cg0095(+) 74297 74476 0.99  

cgb_03505 - 307582 307548 cg0350(-)/cg0352(-) 307558 307474 0.95 � 
a
cgb_03605 + 314679 314787 cg0360(-)/cg0362(+) 314611 314792 0.99 � 

cgb_03995 - 346945 346882 cg0399(-)/cg0400(-) 346922 346590 0.96 � 

cgb_05085 + 452359 452408 cg0508(-)/cg0510(+) 452321 452622 0.99 � 

cgb_05716 + 509744 509990 cg0571(+)/cg0572(+) 509724 509981 0.99 � 

cgb_05756 + 512702 512814 cg0575(+)/cg0576(+) 512744 512906 0.99 � 

cgb_08496 + 782757 782836 cg0849(+)/cg0850(+) 782647 782889 0.99  

cgb_08785 - 807467 807331 cg0878(-)/cg0879(+) 807563 807292 0.92 � 

cgb_09095 - 842812 842715 cg0909(-)/cg0910(-) 842945 842791 0.97  

cgb_09097 - 842983 842911 cg0909(-)/cg0910(-) 842945 842791 0.97  
b
cgb_09185 + 848500 848922 cg0918(+)/cg0919(+) 848444 848993 0.90 � 

cgb_09483 + 878863 878996 cg0948(-)/cg0949(+) 878852 879125 0.99 � 

cgb_13305 - 1237440 1237333 cg1330(+)/cg1332(-) 1237507 1237208 0.90  

cgb_14495 + 1351975 1352041 cg1449(+)/cg1451(+) 1351833 1352246 0.99  

cgb_17355 - 1626662 1626596 cg1735(-)/cg1736(-) 1626885 1626583 0.95 � 

cgb_17735 + 1665705 1665791 cg1773(-)/cg1774(+) 1665657 1665835 0.99  

cgb_17805 - 1672717 1672673 cg1780(+)/cg1781(-) 1672744 1672565 0.92  

cgb_18405 - 1734383 1734304 cg1840(-)/cg1841(-) 1734440 1734264 0.99 � 

cgb_18415 - 1736390 1736347 cg1841(-)/cg1842(+) 1736478 1736333 0.96  

cgb_21516 - 2039580 2039466 cg2151(-)/cg2152(-) 2039656 2039493 0.98  

cgb_21673 - 2055867 2055764 cg2167(-)/cg2168(-) 2055929 2055750 0.99 � 

cgb_22185 - 2108839 2108800 cg2218(-)/cg2221(-) 2109027 2108748 0.98  

cgb_22215 - 2110108 2109924 cg2221(-)/cg2222(-) 2110102 2109913 0.99 � 

cgb_22285 - 2116294 2116236 cg2228(-)/cg2229(-) 2116297 2115998 0.96  

cgb_22405 - 2124418 2124384 cg2240(+)/cg2241(-) 2124504 2124285 0.92  

cgb_23783 - 2267593 2267546 cg2378(-)/cg2380(-) 2267720 2267551 0.93 � 

cgb_24455 - 2331195 2331116 cg2445(-)/cg2446(-) 2331257 2331109 0.99 � 
c
cgb_24535 - 2343003 2342592 cg2453(-)/cg2455(-) 2343050 2342650 0.95  

cgb_24775 - 2362678 2362640 cg2477(-)/cg2478(-) 2362704 2362548 0.94 � 

cgb_25636 + 2447380 2447441 cg2563(+)/cg2564(-) 2447231 2447490 0.94  

cgb_25955 - 2476453 2476419 cg2595(-)/cg2597(-) 2476484 2476295 0.92 � 

cgb_26475 - 2530082 2530004 cg2647(-)/cg2648(+) 2530150 2529972 0.91  

cgb_28315 + 2693243 2693292 cg2831(-)/cg2833(+) 2692958 2693349 0.99  

cgb_28685 - 2730160 2730126 cg2868(+)/cg2869(-) 2730432 2730065 0.97  

cgb_29606 - 2816731 2816535 cg2960(+)/cg2962(-) 2816711 2816532 0.99  

cgb_30116 - 2863994 2863960 cg3011(-)/cg3012(-) 2864045 2863846 0.95  

cgb_30685 - 2928726 2928634 cg3068(-)/cg3069(-) 2928804 2928585 0.99  

cgb_31375 - 2997519 2997485 cg3137(-)/cg3138(+) 2997679 2997500 0.94  

cgb_31785 - 3041252 3041154 cg3178(-)/cg3179(-) 3041427 3041124 0.97  

cgb_33045 - 3156331 3156287 cg3304(-)/cg3306(-) 3156621 3156254 0.91  

cgb_33325 + 3179928 3180066 cg3332(-)/cg3334(+) 3179728 3180003 0.99  

cgb_34325 - 3282122 3282086 cg3432(-)/cg3434(+) 3282124 3281877 0.95  
 

a RF01066; 6C  b RF00023; tmRNA      c
 RF00010; RNaseP 
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Ein Microarraysignal nach Standard-Schwellenwert konnte für 130 trans-kodierte RNAs detektiert 

werden (~ 50 %).20 Mithilfe der in dieser Arbeit erstellten Datenbank wurden 32 trans-kodierte RNAs 

erhalten, die mindestens in einem der Microarrayexperimente einen vierfachen Standard-Schwellenwert 

erreichen, also ein sehr deutliches Transkriptsignal ergeben haben, und sind in Form eines Signalmusters 

dargestellt (Abbildung IV-14, nächste Seite). Mit Ausnahme der M1 RNA zeigen die anderen RNA-

Haushaltsgene in allen Experimenten sehr deutliche Transkriptsignale. Der Großteil der übrigen trans-

kodierten RNAs wurde über die Experimente mit unterschiedlichen Signalen detektiert, was in der 

Abbildung über verschiedene Farben visualisiert wird. 

 

Außerdem wurde verglichen, ob die sieben trans-kodierten RNAs, für die SigH-abhängige Promotoren 

detektiert wurden, auch über die Microarrays im Zusammenhang mit oxidativen Stressbedingungen 

(Diamid oder H2O2) oder bei Temperatur-Stress mit deutlichen oder sehr deutlichen Transkriptsignalen 

beobachtet wurden. Bis auf cgb_11253 konnte dieser Zusammenhang für die übrigen sechs RNAs gezeigt 

werden (Tabelle IV-7). Wie schon oben beschrieben, ist cgb_16115 zusätzlich auch nach 

hyperosmotischem Stress mittels NaCl mit einem sehr deutlichen Transkriptsignal vertreten. 

Tabelle IV-7 Trans-kodierte RNAs mit SigH-/ECF-ähnlichem Promotor 
Trans-kodierte RNA  

(SigH-/ECF-ähnlicher Promotor) 
Mindestens deutliches Transkriptsignal/ 

doppelter Standard-Schwellenwert überschritten 
cgb_06075 Hitze-,Kälte,-Diamid-, H2O2-Stress 

cgb_01363 und cgb_31005 Diamid-, Kälte-, H2O2-Stress 
cgb_16115 Diamid-, NaCl-, H2O2-Stress 
cgb_20916 Diamid-, H2O2-Stress 
cgb_31375 Diamid-Stress 
cgb_11253 - 

 

  

                                                      

20 Alle Übereinstimmungen mit RNAz, NAPP und Microarrays wurden in der Datei Trans-kodierte_RNAs.xlsx 
entsprechend gekennzeichnet (CD-Ordner „Sequenzierung“). 
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Abbildung IV-14 Expressionsmuster 
über 32 trans-kodierte RNAs mit sehr 
deutlichem Transkriptsignal. 
(weiß = kein Signal/ unterhalb des 
Standard-Schwellenwertes; gelb = 
Transkriptsignal/ Standard-
Schwellenwert erreicht; rosa = 
deutliches Transkriptsignal/ doppelter 
Standard-Schwellenwert erreicht; 
orange = sehr deutliches 
Transkriptsignal/ vierfacher Standard-
Schwellenwert erreicht). 
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4.2 Spezifische Transkriptanalyse am Beispiel von vier trans-kodierten kleinen RNAs  

Zur Validierung der Sequenzierungsergebnisse wurden vier trans-kodierte RNAs ausgewählt und 

anschließend über Northern Blot-Experimente analysiert und auch mit den entsprechenden Stress-

spezifischen Microarraysignalen verglichen (Abbildungen siehe nächste Seiten). Es sind die aus vielen 

Actinomycetales Gattungen bekannte 6C RNA (cgb_03605) (Weinberg et al., 2010) (Abbildung IV-15a) 

und drei andere RNAs mit einer hoher Anzahl von reads (> 1000) an ihrem Transkriptionsstart. Hierfür 

wurde cgb_00105 als Beispiel für eine kleine RNA mit Vorhersage über RNAz (und NAPP) ausgesucht 

(Abbildung IV-15b). Als Beispiele ohne Sekundärstrukturkonservierung wurden cgb_20715 innerhalb 

und cgb_16115 außerhalb der Prophagen-Region CGP3 ausgewählt (Abbildung IV-15c und Abbildung 

IV-16). Die zugehörigen RNA-Sekundärstrukturen ergaben über eine RNAshapes-Analyse (Steffen et al., 

2006) unter MFE-Bedingungen jeweils hohe Faltungswahrscheinlichkeiten (shape-probabilities) von 

~90 %. Um Stress-spezifische Signalmuster zu erhalten, wurden in den Northern Blot-Analysen jeweils 

gleiche Mengen isolierter Gesamt-RNA aus einem Experiment pro Spur aufgetragen. Hierbei korreliert 

jeweils die Größe der obersten Bande einer kleinen RNA im Northern Blot mit der Größe, die über 

Sequenzierung bestimmt wurde (~100 nt für 6C RNA, ~130 nt für cgb_00105, ~95 nt und ~70 nt für 

cgb_20715, ~140 nt und ~95 nt für cgb_16115).  

 

Im Vergleich zur Rfam-Vorhersage (Gardner et al., 2009) der 6C RNA mit Start-Position 314705 zeigt 

diese in der Sequenzierung am 5´-Ende eine 27 nt Erweiterung (Sequenzierung Start-Position 314679). 

Die erweiterte 5´-Region scheint zumindest in den Corynebakterien-Spezies C. efficiens und 

C. diphtheriae konserviert zu sein, da diese so auch über die bioinformatische RNAz-Analyse 

vorhergesagt war (Start der RNAz-Vorhersage Position 314679). Die 6C RNA ursprünglich nach ihren 

zwei Schleifen benannt, die in Actinobakterien beide häufig sechs aufeinanderfolgende Cytosin-Reste 

enthalten. In C. glutamicum besitzt die 6C RNA interessanterweise zwei Abschnitte mit jeweils acht 

aufeinanderfolgenden Cytosin-Resten (Abbildung IV-15a). Die Funktion der Cytosin-Homopolymere in 

der 6C RNA ist bislang nicht bekannt, daher bleibt die Relevanz dieses Unterschiedes unklar. Eine 

Analyse der Signalstärken im Northern Blot ergab für die 6C RNA keine Änderung in den verschiedenen 

Experimenten, aber jeweils eine sehr deutlich sichtbare Bande. Die entsprechenden Ergebnisse der 

intergenischen Microarrays sind in Abbildung IV-15a-c und Abbildung IV-16 unterhalb der Northern 

Blot-Bilder jeweils mit eingezeichnet. Die Northern Blot Banden der kleine RNA cgb_20715 sind im 

Verhältnis zur Bande der 6C RNA zwar schwächer, aber dennoch deutlich und unterscheiden sich kaum 

in den Signalstärken untereinander (Abbildung IV-15c). Die quantitativen Aussagen wurden für die 

beiden genannten RNAs ähnlich über die Auswertung der spezifischen Microarrayexperimente erhalten. 
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Abbildung IV-15 Sequenzabdeckung, Validierung durch Northern Blot und Sekundärstrukturvorhersage von drei 
trans-kodierten kleinen RNAs.  
Validierung der kleinen RNAs (a) cgb_03605 (6C RNA), (b) cgb_00105 und (c) cgb_20715. Linke Spalte: Zeigt 
die Visualisierung und Sequenzabdeckung der reads (Hilker et al., Manuskript submittiert) in cDNA-Bibliothek 1, 
wobei die x-Achse die Lokalisierung im Genom abbildet. Weiße Pfeile repräsentieren die kleinen RNA-Gene, graue 
Pfeile die Nachbargene, braune Haarnadelstrukturen die Rho-unabhängigen Terminatoren. Mittlere Spalte: 
Northern Blot-Ergebnisse unter allen Bedingungen bei denen die Zellen geerntet wurden. (-) ≙ ohne Stress 
(OD600 10), Hitze-, Kälte-, Diamid-, Salz- und H2O2-Stress. Zusätzlich sind die Ergebnisse intergenischen 
Microarrayexperimente aufgeführt (gelb: Signal; rosa: deutliches Transkriptsignal; orange: sehr deutliches 
Transkriptsignal). Rechte Spalte: Sekundärstrukturen erzeugt über RNAShapes (Steffen et al., 2006) bei MFE-
Bedingungen (minimale freie Energie). Sequenz-Code: A-Blau; C-Grün; G-Rot; U-Gelb. 
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Ein vergleichbares Ergebnis mit den Microarrayexperimenten zeigt auch dass das Transkript von 

cgb_00105 (Abbildung IV-15b), das bei Hitze-Stress im Northern Blot nicht detektiert werden konnte. 

Auch das entsprechende Microarrayexperiment liefert bei Hitze-Stress nur ein Signal im Bereich des 

Standard-Schwellenwertes, wogegen sonst mindestens deutliche Transkriptsignale erhalten werden. Es 

fällt auf, dass der Northern Blot von cgb_20715 außerdem eine zweite, deutliche und kürzere Bande bei 

~70 nt zeigt. Da in der entsprechenden Region kein zusätzlicher Promotor detektiert wurde, kann 

vermutet werden, dass das zweite Transkript dieser kleinen RNA über enzymatische Prozessierung 

generiert wird.  

 

Auch die kleine RNA cgb_16115 (Abbildung IV-16, nächste Seite) liegt in Form von mindestens zwei 

unterschiedlichen Transkriptgrößen vor und ergibt nach hyperosmotischem Stress mittels NaCl ein 

auffällig verändertes Bandenmuster. Anders als im Fall der kleinen RNA cgb_20715, wurde ein um 52 bp 

versetzter zweiter TSS für cgb_16115 detektiert und zwar über die Suche nach SigH-abhängigen 

Promotoren. In der Tat zeigt die Promotorregion dieses zweiten TSS (-35: TGGATGA und -10: 

CGTTGTG) eine Ähnlichkeit zur SigH-Konsensussequenz (-35: gGGAAta und -10: YGTTgaa) (Busche 

et al., 2012). 21 Insgesamt besteht aber eine Ähnlichkeit zur Konsensussequenz von ECF-Sigmafaktoren 

(Pátek und Nešvera, 2011). Für SigH-abhängige Promotoren ist bekannt, dass sie Gene im 

Zusammenhang mit oxidativem Stress oder unter Hitze-Stress regulieren (Kim et al., 2005; Ehira et al., 

2009). Unter diesen Stressbedingungen sind im Northern Blot von cgb_16115 allerdings kaum stärkere 

Signale festzustellen. Zudem ist SigH ist unter normalen Wachstumsbedingungen ohne Stress durch den 

Anti-Sigmafaktor rshA (cg0877) inaktiviert (Busche et al., 2012). Das kleinere Transkript der schwachen 

Bande knapp unter 100 nt kann wohl diesem zweiten TSS zugeordnet werden, wird aber auch ohne Stress 

detektiert. Unter hyperosmotischem Stress wird eine spezifische Prozessierung der Transkripte 

angenommen, die zu dem veränderten Bandenmuster im Northern Blot führt. Die Ergebnisse der Stress-

spezifischen Microarrayexperimente sind an dieser Stelle nicht direkt vergleichbar, sie liefern ein sehr 

deutliches Transkriptsignal unter H2O2-Stress (9,2) und ergeben interessanterweise das mit Abstand 

höchste Signal unter NaCl-Stress (22,8). Vergleichende RT-qPCR Experimente waren wegen zu 

schwacher Signale nicht auszuwerten. 

                                                      

21 Dabei kann Y für ein C oder T stehen. Nukleotide in Großbuchstaben treten mit mehr als 80 % Einzelnukleotid-
Wahrscheinlich auf. 
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Abbildung IV-16 Trans-kodierte RNA cgb_16115. 
Die Abbildung wurde in Analogie zu Abbildung IV-15a-c erstellt, zeigt hier aber eine vergrößerte Sekundärstruktur 
mit den Details zu den zwei Transkriptionsstarts (TSS) dieser kleine RNA. Der 1. TSS steht in Abhängigkeit von 
einem SigA-Promotor und der 2. TSS von einem ECF-ähnlichen (extracytoplasmic function) Promotor. 
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4.3 Funktionelle Analyse der trans-kodierten RNA cgb_16115 

Die oben vorgestellte kleine RNA cgb_16115 wurde im Rahmen dieser Arbeit genauer untersucht, da sie 

viele charakteristische Eigenschaften besitzt, die darauf hinweisen, dass es sich um eine regulatorische 

trans-kodierte RNA handelt. Außerdem stellt die Abhängigkeit von einem zweiten ECF-ähnlichen 

Sigmafaktor, der speziell zur Transkription der Stamm-Schleife 2 von cgb_16115 führt, eine besondere 

und noch nicht beschriebene Art der Regulation einer kleinen RNA dar. Zusammenfassend sei hier noch 

einmal erwähnt, dass cgb_16115 unter bestimmten Stress-Bedingungen vermutlich differenziell 

exprimiert ist und in der Geamtlänge (140 nt) eine stabile Sekundärstruktur mit zwei Stamm-Schleifen 

zeigt, gefolgt von einem Rho-unabhängigen Terminator. Direkt stromaufwärts der kleinen RNA liegt 

scpA (cg1611) und scpB (cg1614) in der näheren Umgebung, welche als Proteine beide in 

Wechselwirkung mit dem SMC-Protein (structural maintenance of chromosome protein) treten und damit 

eine wichtige Rolle bei der Kondensation und Segregation der Erbinformation spielen (Volkov et al., 

2003). Direkt stromabwärts auf die kleine RNA cgb_16115 folgt in entgegengesetzter Orientierung das 

Gen cg1612. Zu diesem Gen sind bisher keine experimentellen Informationen vorhanden, aber anhand 

einer Datenbank von konservierten Domänen (Marchler-Bauer et al., 2011) wird angenommen, dass es 

sich bei dem Produkt von cg1612 um eine Acetyltransferase handelt. In den nächsten Kapiteln werden 

Ergebnisse zur funktionellen Analyse dieser kleinen RNA präsentiert, die sowohl über bioinformatische 

als auch mithilfe von experimentellen Methoden erhalten wurden. 

 

4.3.1 Zugänglichkeitsanalyse von cgb_16115 und verschiedene bioinformatische Methoden zur 

Vorhersage von Ziel-mRNAs dieser trans-kodierten RNA 

Trans-kodierte kleine RNAs bewirken über ihre Bindung im Bereich der UTRs von Ziel-mRNAs häufig 

eine posttranskriptionelle Regulation. Hierüber kann entweder die Translation dieser Ziel-mRNAs 

reguliert und/oder deren Stabilität verändert werden (Storz et al., 2011). Bei der Bestimmung der 

Funktion einer regulatorischen RNA können bioinformatische Programme hilfreich sein und können 

Hinweise auf eine putative Interaktion liefern. Verschiedene bioinformatische Programme erleichtern 

mittlerweile Vorhersagen von RNA-RNA-Interaktionen in Bakterien. Das Tool TargetRNA (Tjaden, 

2008) dient zur genomweiten Suche von möglichen Zielen einer kleinen RNA und berechnet im 

Standardmodus (individual basepair modus) einen Hybridisierungs-score, bei dem das 

Basenpaarpotenzial für die interagierenden RNA-Moleküle bewertet wird. Die Tools RNAup (Mückstein 

et al., 2006) betrachtet außerdem intramolekulare Strukturen sowie thermodynamische Eigenschaften und 

integrieren damit Zugänglichkeits-(accessibility) Berechnungen für zwei interagierende Sequenzen. In 

RNAPredator (Eggenhofer et al., 2011) wurde diese Art von Zugänglichkeitsprofilen für diverse Genome 

vorberechnet. Daher kann auch mit diesem Programm sehr schnell nach möglichen Interaktionen einer 

kleinen RNA in einem Genom gesucht werden. Einen ähnlichen Ansatz stellt die Software CopraRNA 
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(Wright et al., 2013) dar, der auch auf genomweiten distinkten Zugänglichkeitsanalysen basiert, aber 

zusätzlich phylogenetische Informationen aus anderen Genomen mit einbezieht, in denen die kleine RNA 

ebenfalls kodiert ist. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden mit den Online-Tools TargetRNA und RNAPredator für die trans-

kodierte RNA cgb_16115 angepasste Suchen innerhalb einer angenommenen mittleren 5´-UTR-Länge 

von 60 bp für C. glutamicum und bis +20 bp aller annotierten Genstarts durchgeführt. Das Ergebnis 

wurde anschließend mit einer Analyse über das Tool CopraRNA verglichen. Da der Algorithmus von 

CopraRNA für die phylogenetischen Sequenzvergleiche einen größeren Suchbereich benötigt, wurde hier 

der Standardbereich von -200 bp bis +100 bp bezüglich aller annotierten Genstarts ausgewählt. Für die 

CopraRNA-Analyse musste auf die sehr ähnlichen Sequenzen der Stämme C. glutamicum R (Yukawa et 

al., 2007) und C. glutamicum ATCC 13032 (Ikeda und Nakagawa, 2003) zurückgegriffen werden, weil 

über direkte BLASTn-Suchen (Altschul et al., 1990) keine homologen Regionen von cgb_16115 in 

anderen Bakterienspezies gefunden wurden. Insgesamt wurden über TargetRNA 21, über RNAPredator 

40 und mit CopraRNA 155 Vorhersagen erhalten, wovon 35 Vorhersagen innerhalb des direkt 

vergleichbaren 5´-UTR-Suchbereichs bestimmt wurden (insgesamt wurden nur Kandidaten mit p-Werten 

< 0,05 gewertet, also < 5 % Irrtumswahrscheinlichkeit).22 In den Ergebnissen der beiden Methoden, die 

die Zugänglichkeit von cgb_16115 berücksichtigen, werden drei distinkte Regionen auf der kleinen RNA 

für Interaktionen vorhergesagt (Abbildung IV-17A und B, nächste Seite), und zwar am Beginn der 

Stamm-Schleife 1 (Position 1-17), im Bereich zwischen Stamm-Schleife 1 und 2 bzw. nach dem 2. TSS 

(Position 52-62) und im Bereich der Stamm-Schleife 2 (Pos. 87-95). Über ein RNAup (Mückstein et al., 

2006) erzeugtes Zugänglichkeitsprofil von cgb_16115 ist in den Bereichen mit einer Häufung von 

Interaktionsvorhersagen zu erkennen, dass die nötige Energie ∆Gi, um vier aufeinanderfolgende 

Nukleotide in der Struktur zu öffnen, jeweils sehr gering ist (Abbildung IV-17A). Die stärkste Häufung 

von Interaktionen wird für den Beginn der Stamm-Schleife 1 beobachtet, der Zwischenbereich ab dem 

2.TSS wird am seltensten für Interaktionen vorhergesagt. 

                                                      

22 Alle detaillierten Ergebnisse sind der Datei Zielvorhersagen_cgb_16115.xlsx auf der Daten-CD zu entnehmen. 
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Abbildung IV-17 Zugänglichkeitsprofil von cgb_16115 und drei häufig vorhergesagte Interaktionsregionen. 
A Es existieren drei Regionen in denen sich Interaktionsvorhersagen über CopraRNA (Wright et al., 2013) häufen. 
In diesen Bereichen ergibt das RNAup (Mückstein et al., 2006) erstellte Zugänglichkeitsprofil, dass die nötige 
Energie ∆Gi, um vier aufeinanderfolgende Nukleotide in der Struktur zu öffnen, jeweils sehr gering ist. B Ermittelte 
Interaktionsregionen (rot) in der Sekundärstruktur-Darstellung von cgb_16115 (verändert nach RNA-Shapes, 
Steffen et al., 2006). 

 

Ein Vergleich über alle Vorhersagen ist in einem Venn-Diagramm visualisiert (Abbildung IV-18, nächste 

Seite). Es existieren jeweils wenige Übereinstimmungen zwischen den erhaltenen Kandidaten, aber 

insgesamt stimmen nur zwei davon in allen drei Vorhersagen überein und betreffen die Region 

stromaufwärts von cg3138 (ppmA), annotiert als Membran-Protease Untereinheit, Stomatin/Prohibitin 

Homolog) und cg2618 (vanK annotiert als Vanillin-Transporter, Merkens et al., 2005). Das Gen cg3138 

ist dabei als Ziel von Interaktionsregion 1 und cg2618 als Ziel von Interaktionsregion 3 vorhergesagt. Das 

Gen cg3138 wird dabei sogar über alle Methoden an der ersten Stelle der Vorhersagen berechnet. Dieses 

Gen ist als Membran-Protease-Untereinheit (Stomatin/Prohibitin-Homolog) annotiert und in einer 

Transkriptions-Einheit mit cg3139 (hypothetisches Protein) und cg3140 (tag1) kodiert (Pauling et al., 

2012). Über dieses Operon wurde bisher wenig publiziert, es ist aber bekannt, dass die Membran-Protease 

Untereinheit (cg3138) in einer Studie der Arbeitsgruppe von A. Poetsch als reichlich abundantes 

integrales Membranprotein detektiert wurde (fünfte Stelle in Bezug auf die relative Häufigkeit) (Fischer 

et al., 2006). Außerdem wurde gezeigt, dass die Gene cg3138-cg3139 vom dualen 

Transkriptionsregulator CysR (cg0156) des Schwefel-Metabolismus reprimiert werden (Rückert et al., 

2008).  
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Abbildung IV-18 Venn-Diagramm über die Ergebnisse bioinformatischen Zielsuche von cgb_16115. 
A In der direkt vergleichbaren Suchregion (-60bp bis +20 bp bezogen auf den TLS) wurden über CopraRNA 35 
Vorhersagen erhalten, alle anderen 120 Kandidaten liegen außerhalb davon, aber innerhalb des Standard CopraRNA 
Suchbereichs. B Die Tabelle zeigt jeweils die Schnittmengen von vorhergesagten Ziel-mRNAs, die über die drei 
verschiedenen Programme für cgb_16115 erhalten wurden.  

 

Die verschiedenen Regionen mit Häufung von Interaktionsvorhersagen lassen vermuten, dass die kleine 

RNA cgb_16115 auf mehrere Ziel-mRNAs in C. glutamicum regulatorisch wirken kann. Die 

Interaktionsregionen 2 und 3 sind dabei wahrscheinlich zusätzlich von einem ECF-ähnlichen-Promotor 

abhängig und besitzen damit wohl eine unterschiedliche Funktion als die Interaktionsregion 1. Die 

übereinstimmenden Vorhersagen der erhaltenen Ergebnisse deuten klar auf mindestens eine putative 

Interaktion mit der mRNA von cg3138 und/oder cg2618 hin. Es sind jedoch experimentelle Analysen zur 

Bestätigung und Validierung dieser bioinformatischen Zielvorhersagen notwendig. 

 

4.3.2 Gezielte Deletionen verschiedener Interaktionsregionen von cgb_16115 über GeneSOEing 

Experimentell können Hinweise auf post-transkriptionelle Regulationen durch eine kleine RNA erhalten 

werden, wenn vergleichende Analysen auf Transkriptomebene zwischen dem Wildtypstamm und einer 

Mutante durchgeführt werden, in der die Expression der regulatorischen RNA verändert ist (Vogel und 

Wagner, 2007). Ein kleiner Teil der folgenden Ergebnisse und Methoden wurde in der Masterarbeit von 

A. Neshat beschrieben (Neshat, 2010), die unter meiner Anleitung erfolgt ist. Hierbei wurde in 

C. glutamicum ATCC 13032 nahe des 5´-Endes von cgb_16115 mittels GeneSOEing eine 93 bp lange 

Deletion (Position 1502226-1502318) erzeugt, wobei alle drei Interaktionsregionen entfernt wurden, der 

Rho-unabhängige Terminator aber erhalten wurde.23 Diese Deletionsmutante wird fortan als 

∆cgb_16115_Reg123 bezeichnet. Später wurde im C. glutamicum-Wildtypstamm eine zweite Deletion 

                                                      

23 Die frühere Bezeichnung von ∆cgb_16115_Reg123  nach einer alten Nomenklatur lautete ∆scg_291. 
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erzeugt und zwar von derselben Position an, aber nur innerhalb von Stamm-Schleife 1 bis Position 

1502266 (41 bp). Im Detail wurde dabei die Interaktionsregion 1 mitsamt der ECF-Sigmafaktor-ähnlichen 

Promotorsequenz deletiert, womit die Interaktionsregionen 2 und 3 in dieser Mutante nun „speziell“ von 

einem SigA-abhängigen Promotor transkribiert werden. Diese Mutante wird fortan als ∆cgb_16115_Reg1 

bezeichnet. Aus praktikablen Gründen wurde beim Erzeugen dieser sehr kurzen Deletion zur 

Überprüfung von Mutanten eine Schnittstelle für die Restriktionsendonuklease HindIII kloniert. Ein 

Überblick über die Konstrukte der erzeugten Stämme ist in Abbildung IV-19 dargestellt.  

 
 
Abbildung IV-19 Überblick cgb_16115 im Wildtypstamm im Vergleich zu zwei erzeugten Deletionskonstrukten. 
Oben: C. glutmicum-Wildtyp (WT) von cgb_16115 mit Interaktionenregionen 1-3 und Darstellung der zwei 
verschiedenen Transkriptionsstarts, die abhängig von einem SigA-Promotor bzw. ECF-(exracytoplasmic function) 
ähnlichen Promotor transkribiert werden. Mitte : Konstrukt der Gesamt-Deletion aller Interaktionsregionen (Rho-
unabhängiger Terminator erhalten) Unten: Konstrukt mit Deletion von Interaktionsregion 1, wobei die 
Interaktionsregionen 2 und 3 nun speziell von dem SigA-abhängigen Promotor exprimiert werden. Zusätzlich wurde 
eine HindIII -Restriktionsschnittstelle kloniert. 

 

Es soll erwähnt werden, dass ∆cgb_16115_Reg123 kein verändertes Wachstumsverhalten in 

Minimalmedium gezeigt hat (Neshat, 2010), ebenso wurde für ∆cgb_16115_Reg1 unter diesen 

Bedingungen keine Änderung in der Teilungsrate der Bakterien beobachtet. Auch ein mikroskopischer 

Vergleich aller Stämme ergab bei verschiedenen Bedingungen (H2O und 1 M NaCl-Lösung) keine 

phänotypisch auffälligen Unterschiede. Hierbei wurden von den C. glutamicum-Zellen sowohl Hellfeld- 
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als auch Fluoreszenzaufnahmen mit dem Mikroskop Eclipse 80i (Nikon Instruments) gemacht. Für die 

Fluoreszenzaufnahmen wurden die Zellen mit einem Farbstoff markiert, der in die Zellmembran 

interkaliert (Molecular probes FM 4-64, Life Technologies, Darmstadt) (Vida und Emr, 1995).24 

 

4.3.3 Vergleichende cDNA-Microarrayanalysen zwischen dem C. glutamicum-Wildtypstamm 

und den Mutanten ∆cgb_16115_Reg1 und ∆cgb_16115_Reg123 

Liegt ein Deletionsstamm einer bakteriellen trans-kodierten RNA vor, kann es aufgrund dieses fehlenden 

Regulationselementes bei entsprechenden Bedingungen zu Abweichungen in der relativen Expression der 

putativen Ziel-mRNAs gegenüber Wildtypstamm kommen (Massé et al., 2005). Diese Abweichungen 

können primär auf einer veränderten Stabilität bzw. auf einem veränderten nukleolytischen Verdau 

beruhen, die entweder direkt auf die fehlende Interaktion zurückzuführen ist oder indirekt abhängig ist 

von der Anwesenheit translatierender Ribosomen auf der Ziel-mRNA. Aber auch sekundäre 

regulatorische Effekte der Deletion auf das Transkriptom werden sichtbar und können einen Hinweis auf 

den generellen funktionellen Zusammenhang einer kleinen RNA geben. Eine veränderte relative 

Expression kann global über vergleichende Microarraystudien detektiert oder für einzelne putative Ziel-

mRNAs über RT-qPCR-Analysen validiert werden. Unter Verwendung isolierter Gesamt-RNA aus 

Kultivierungen mit den beschriebenen Mutanten ∆cgb_16115_Reg123 und ∆cgb_16115_Reg1 wurden 

jeweils gegen den C. glutamicum-Wildtypstamm ATCC 13032 als Referenz vergleichende cDNA-

Expressionsanalysen über Zweifarben-cDNA-Microarrays nach der Standardmethode (Hüser et al., 2003) 

durchgeführt. Nach LOWESS-Normalisierung (Yang et al., 2002) der Hybridisierungsrohdaten und 

Einstichproben-t-Test über die biologischen Replikate wurden alle Gene mit M-Werten ≥ +0,6 oder ≤ -0,6 

bei signifikanten p-Werten < 0,01 (Irrtumswahrscheinlichkeiten < 1 %) als signifikant erhöht oder 

erniedrigt in der Deletionsmutante gegenüber dem C. glutamicum-Wildtypstamm gewertet. 25  Im 

Folgenden soll nicht auf die Details der Microarrayergebnisse eingegangen werden, sondern die Tendenz 

wiedergegeben werden, die sich aus besonders auffälligen Ergebnissen ergeben haben. 

Aufgrund der Northern Blot-Validierung und den intergenischen Microarrayanalysen ist eine 

differentielle Regulation durch die kleine RNA cgb_16115 besonders unter hyperosmotischen 

Stressbedingungen zu vermuten. Daher wurde zunächst eine vergleichende cDNA-Microarrayanalyse mit 

Gesamt-RNA vom C. glutamicum-Wildtypstamm gegen die Deletionsmutante ∆cgb_16115_Reg123 

                                                      

24 Die Bilder der mikroskopischen Aufnahmen befinden sich auf der CD im Ordner „Analyse_cgb_16115“ im 
Unterordner „Mikroskopie“. 
  
25  Alle Ergebnisse zu den Zweifarben-cDNA-Microarrayexperimenten befinden sich auf der CD im Ordner 
„Analyse_cgb_16115“ im Unterordner „EMMA2-cDNA-Microarraydaten“. 
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(Deletion aller Interaktionsregionen) wie in den Validierungsexperimenten jeweils nach 

hyperosmotischem Stress mittels NaCl durchgeführt. Nachfolgend ist die Streuung der Microarraydaten 

in einem M/A-Diagramm visualisiert (Abbildung IV-20), wobei die M-Werte (y-Achse) das Verhältnis 

der Log2-Intensitäten und die A-Werte (x-Achse) die durchschnittliche Log2-Intensität für einen Punkt 

abbilden. Insgesamt ergibt sich in diesem Experiment eine hohe Anzahl von Genen mit signifikant 

differenziellen M-Werten (~300 Gene), wobei extreme Werte eher in negativer Richtung erhalten werden. 

Einzig das Gen cg3138, für das eine dreifache Interaktionsvorhersage besteht, weist mitsamt den übrigen 

Genen dieses Operons cg3139 und cg3140 M-Werte > +1,5 auf und zeigt damit eine besonders auffällig 

erhöhte relative Expression in der Deletionsmutante. 

 

Abbildung IV-20 M/A-Diagramm für die Microarrayanalyse von C. glutamicum ∆cgb_16115-Reg123 im Vergleich 
zum Wildtypstamm nach hyperosmotischem Stress. 
Signale mit MWerten ≥+0,6 oder ≤ -0,6 gelten als signifikant erhöht oder erniedrigt gegenüber dem Wildtyp und 
sind farblich hervorgehoben (grün: stärkere Signale, rot: schwächere Signale, schwarz: keine Änderung). Alle 
Gennamen mit vorhergesagter Interaktion sind mit schwarzer Schrift bezeichnet, weitere Extremwerte wurden in 
grauer Schrift gekennzeichnet. Eingekreiste Gene sind Teil des RipA-Regulons und das ripA-Gen ist von einem 
Viereck umrandet. 
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Es entsteht der Eindruck, dass sich die Zellen generell in einem Prozess größerer Umstrukturierung 

befinden, da 17 Transkriptionsregulatoren, in der Mehrzahl putative Regulatoren, signifikant diffenzielle 

M-Werte zeigen.26 Hierunter befindet sich mit einem leicht erhöhten M-Wert von +0,9 auch der AraC-

Typ-Repressor von Eisenproteinen RipA (cg1120) (Wennerhold et al., 2005). Insgesamt ergeben sich in 

diesem Experiment mit ∆cgb_16115-Reg123 nach hyperosmotischem Stress viele Ähnlichkeiten zur 

Regulation durch RipA (ebd.), da für fast alle Gene dieses Regulons signifikant negative M-Werte 

erhalten werden. Hierzu gehören die Gene des sdhCDAB-Operons, die Gene narGHJI (Nitrat Reduktase), 

catA (Catechol 1,2-Dioxygenase), pta (Phosphotransacetylase), pcn (Aconitase), ackA (Acetat Kinase) 

und das katA Katalase-Gen. Bis auf die Transkriptionseinheit leuCD, die in diesem Experiment keine 

differenzielle Expression zeigt, stimmt die Antwort zum RipA-Regulon überein (Wennerhold et al., 

2005). Neben cg3138 werden in der Summe noch 21 weitere Gene detektiert, für die eine Interaktions-

Vorhersage mit der trans-kodierten RNA besteht. 27 Hierunter befindet sich auch das Gen vanK (cg2618), 

für das ebenfalls eine dreifache Interaktions-Vorhersage besteht. Die Bezeichnungen dieser Gene wurden 

im M/A-Plot in schwarzer Schrift gekennzeichnet. Interessant ist, dass für einige Gene des Stimulons 

nach RipA-Deletion (Wennerhold et al., 2005) ebenfalls Interaktionen mit cgb_16115 vorhergesagt sind. 

Dies ist der Fall für die membrangebundene Succinat-Dehydrogenase Untereinheit sdhB (cg0445), narG 

(cg1344) und katA (cg0310). Zudem ist auffällig, dass eine Interaktion mit catA2 (cg1311, 

Hydroxyquinol 1,2-Dioxygenase) vorhergesagt wurde (M-Wert -0,7) und catA (cg2363, Catechol 1,2-

Dioxygenase) den signifikant geringsten M-Wert von -3,1 aufweist. Zusätzlich zeigen acht ABC-Typ 

putative Eisen-Siderophore Transporter-Untereinheiten leicht erhöhte M-Werte bei +0,7 (cg0590, cg0591, 

cg0926, 0927, cg0769, cg0771, cg0777, cg0778). Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse ist es möglich, 

dass nach hyperosmotischem Stress in ∆cgb_16115 ein Eisenmangel entsteht. Es ist bekannt, dass RipA 

durch den DtxR-dualen Regulator (cg2103) bei Eisenüberschuss reprimiert wird (Wennerhold et al., 

2005; Brune et al., 2006), wobei der M-Wert von dtxR im vorliegenden Experiment allerdings unauffällig 

bleibt. 

 

Das Microarrayergebnis für cg3138 konnte über RT-qPCR Experimente mit Gesamt-RNA Proben 

validiert werden (Abbildung IV-21, nächste Seite) und hat zu einer ~6-fach stärkeren relativen Expression 

in der Deletionsmutante ∆cgb_16115-Reg123 gegenüber dem C. glutamicum-Wildtypstamm als Referenz 

jeweils nach hyperosmotischem Stress mittels NaCl geführt. 

                                                      

26  Alle Ergebnisse befinden sich im CD-Ordner „Analyse_cgb_16115“ im Unterordner „EMMA2-cDNA-
Microarraydaten“. 
 
27 Eine Übersicht dazu befindet sich in Datei Microarray-trifft-Vorhersagen.xlsx, CD-Ordner „Analyse_cgb16115“. 
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Abbildung IV-21 Validierung der erhöhten relativen Expression für cg3138 in ∆cgb_16115-Reg123 bezogen auf den 
C. glutamicum-Wildtypstamm (WT) als Referenz jeweils nach NaCl-Stress (RT-qPCR-Messung mit Gesamt-RNA). 

 

Zum Vergleich werden die Tendenzen der Hybridisierungs-Ergebnisse dargelegt, die mithilfe von 

isolierter Gesamt-RNA nach Zellernte bei exponentiellem Wachstum ohne Stress durchgeführt wurden, 

wobei nun die Hybridisierungs-Ergebnisse beider Deletionsmutanten jeweils gegen den C. glutamicum-

Wildtypstamm als Referenz betrachtet werden. Im Gegensatz zum Experiment mit ∆cgb_16115_Reg123 

nach hyperosmotischem Stress zeigt sich im cDNA-Microarrayexperiment ohne Stress mit 

~30 signifikant differenziellen Genen eine wesentlich schwächere Auswirkung auf das Transkriptom. 

Allerdings werden in der vergleichenden cDNA-Microarrayanalyse vom C. glutamicum-Wildtypstamm 

gegen ∆cgb_16115_Reg1 über 300 Gene mit signifikant abweichenden M-Werten etwa gleichverteilt in 

positiver und negativer Richtung erhalten. Somit zeigt das Deletionskonstrukt, in dem die 

Interaktionsregionen 2 und 3 SigA-abhängig exprimiert sind, auch ohne Stress-Bedingungen einen 

enormen Einfluss auf das Transkriptom.28  Für einen übersichtlichen Vergleich über die Gene mit 

besonders auffällig ähnlicher bzw. unterschiedlicher relativer Expression in beiden Experimenten wurden 

Gencluster über die signifikant differenziellen Gene in beiden Experimenten mit dem k-Means 

Algorithmus (Tavazoie et al., 1999) über das Programm Genesis (Sturn et al., 2002) berechnet. 

Anschließend wurden diese auf funktionelle Anreicherung nach Gen-Ontologie (GO) System (Ashburner 

et al., 2000) über das David-Tool (Dennis et al., 2003) untersucht. 

Nach der Clusteranalyse (k-Means 8) wurden die Gencluster (C1-C8) mit Größen zwischen 2 und 154 

Genen erhalten. 29 Dabei ergab sich nur ein Gencluster mit tendenziell positiven M-Werten in beiden 

Experimenten (bis +1,9), und zwar das C6-Cluster (5 Gene). Hier ist interessanterweise das Gen cg3138 

                                                      

28  Alle Ergebnisse befinden sich im CD-Ordner „Analyse_cgb_16115“ im Unterordner „EMMA2-cDNA-
Microarraydaten 
 
29 Die Datei k-Means-Gencluster.xls befindet sich im CD-Ordner “Analyse_cgb_16115”. 
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enthalten, für das die dreifache Interaktionsvorhersage besteht, mitsamt den anderen Genen der 

Transkriptionseinheit cg3139 und cg3140. Dieses von der Tendenz her übereinstimmende Ergebnis in 

beiden Deletionsmutanten ist daher möglicherweise auf die Auswirkung der in beiden Mutanten 

gleichartigen Deletion von Interaktionsregion 1 zurückzuführen. In einer Analyse über alle k-Means-

Cluster nach dem Gen-Ontologie (GO) System konnte nur für eines der acht Gencluster (C7) eine 

signifikante funktionelle Anreicherung detektiert werden (score > 1,3 bzw. p-Wert < 0,5). Dieses C7-

Cluster stellt mit 154 Genen das größte k-Means-Cluster dar und zeigt als Einziges auffällig negative 

M-Werte nur im Experiment mit der Mutante ∆cgb_16115_Reg1. Nach der GO-Terminologie über 100 

zugeordnete DAVID-IDs wurde eine signifikant funktionelle Anreicherung für zwei Annotations-Cluster 

erhalten: Mit dem höchsten score 5,5 (p-Wert < 0,00001) wurden die Gruppen Metall-Ionen-, Kationen-, 

Ionen-Transport in GO-Kategorie BP (biologische Prozesse) erhalten, gefolgt von den Gruppen di-, tri-

valenter anorganischer Kationen-Transport, hochaffiner Eisen-Transport, Eisen-Ionen-Transport, 

Transmembran-Transport mit einem score 3,6 (p-Wert < 0,0005) in den GO-Kategorien BP oder MF 

(molekulare Funktion). Die folgende Tabelle IV-8 präsentiert einen Ausschnitt aus diesem C7-Cluster 

und zeigt beispielhaft die enthaltenen ABC-Typ Transportergene, wobei viele der Gene bzw. Operons im 

Zusammenhang mit dem Metall-Ionen Transport stehen. Insgesamt sind 30 der 154 Gene aus dem C7-

Cluster (~20 %) im Modul Makroelement- und Metall-Homöostase (Pauling et al., 2012) vertreten. 

Tabelle IV-8 Ergebnisse von ABC-Typ Transportergenen im k-Means Gencluster C7 aus den vergleichenden 
Microarrayexperimenten der beiden cgb_16115 Deletetionsmutanten vs. C. glutamicum-Wildtypstamm 
(Kultivierung ohne Stress) a 

a 
Die geschweiften Klammern fassen Gene in einem Operon zusammen 
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Neben cg3138 wurden im Microarrayexperiment mit ∆cgb_16115_Reg1 (ohne Stress) weitere 28 Gene 

mit signifikant differnziellen M-Werten ermittelt, für die auch eine Interaktions-Vorhersage mit der trans-

kodierten RNA besteht. Hierunter befindet sich auch ein putative Transkriptionsregulator cg2462 (TetR-

Typ). 30  An dieser Stelle soll erwähnt werden, dass auch andere Transkriptionsregulatoren ohne 

Interaktionsvorhersage auffällige M-Werte zeigen: Der RipA-Repressor von Eisenproteinen A (cg1120; 

AraC-Typ) (Wennerhold et al., 2005) und der GntR-Typ Regulator cg1935, der im Zusammenhang mit 

dem Glukonat-Stoffwechsel bekannt ist und die Glukose-Aufnahme reguliert (Frunzke et al., 2008). 

Daneben sind neun putative Regulatoren differenziell reguliert, über die noch nichts oder nur sehr wenig 

bekannt ist. 

 

4.3.4 Hypothesen zum Regulationsmodell der Interaktion cgb_16115 mit ppmA (cg3138)  

Aufgrund der übereinstimmenden Vorhersage über alle drei bioinformatischen Methoden und der 

Ergebnisse der vergleichenden cDNA-Microarrayanalysen wird besonders die Interaktion der trans-

kodierten RNA cgb_16115 mit cg3138 als sehr wahrscheinlich angenommen. Daher wird nachfolgend 

versucht, ein putatives Regulationsmodell aufzustellen. Generell gilt: Wird im Zuge der Deletion einer 

kleinen RNA bei vergleichenden cDNA-Expressionsanalysen gegenüber dem Wildtypstamm eine erhöhte 

relative Expression der putativen Ziel-mRNA (wie im Fall von cg3138) festgestellt, so ist als Ursache 

eine höhere Stabilität dieser Ziel-mRNA aufgrund der fehlenden Regulation durch die kleine RNA 

möglich. In dem hier untersuchten System könnte die Bindung der kleinen RNA cgb_16115 im 

Wildtypstamm somit eine direkte destabilisierende Wirkung auf die cg3138-mRNA haben und/oder die 

Instabilität wird aufgrund einer geringeren Frequenz von translatierenden Ribosomen auf dieser Ziel-

mRNA hervorgerufen. Dies liegt daran, dass ein solch „nacktes“ Transkript ohne Ribosomen generell 

einem erleichterten nukleolytischen Verdau ausgesetzt ist. Somit ist auf Basis der experimentellen Daten 

eine Blockade der RBS von cg3138 durch Bindung der kleinen RNA cgb_16115 im Wildtypstamm 

denkbar. 

Eine bioinformatische Sekundärstrukturanalyse der 5´UTR von cg3138 soll helfen, die oben aufgestellten 

Vermutungen zu bestärken, jedoch ergibt sich ein unklares Bild. Die Sekundärstruktur der 5´-UTR von 

cg3138 ergibt sich aus einer relativ kurzen 5´-UTR mit einer Länge von 41 bp (Möker et al., 2004) und 

faltet sich mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer Haarnadelstruktur (shape probability 99 %, Abbildung 

IV-22A, nächste Seite). Es scheint so, als ob die RBS von cg3138 schon im nativen Zustand auch ohne 

Interaktion von cgb_16115 durch überwiegend komplementäre Adenin-Uracil Basenpaarungen blockiert 

ist. Kommt es nun zur Bindung mit der kleinen RNA cgb_16115, werden für diese bioinformatisch 

                                                      

30 Eine Übersicht dazu befindet sich in Datei Microarray-trifft-Vorhersagen.xlsx, CD-Ordner „Analyse_cgb16115“. 
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Komplementaritäten mit der Anti-RBS vorhergesagt (Abbildung IV-22A). So könnte über die Interaktion 

der beiden RNA-Moleküle die RBS von cg3138 möglicherweise für den Eintritt von Ribosomen 

freigelegt werden. Diese Hypothese spricht eher gegen die aus den Experimenten abgeleitete Annahme, 

dass die Bindung der kleinen RNA cgb_16115 zu einer RBS-Blockade von cg3138 führt. Es ist natürlich 

auch möglich, dass der Effekt der RBS-Blockade durch die Interaktion mit der RNA cgb_16115 noch 

verstärkt wird. Für ein solches Regulationsmodell ergeben sich zusätzlich Hinweise über die Berechnung 

der Sekundärstruktur mit beiden interagierenden RNA-Molekülen über das Programm RNAcofold 

(Gruber et al., 2008). Diese hat ergeben, dass während einer Interaktion bei MFE-Bedingungen weiterhin 

eine blockierte RBS von cg3138 vorliegen könnte (Abbildung IV-22B), in diesem Fall aber hauptsächlich 

über komplementäre stabile Guanin-Cytosin-Paarungen. Wie sich schon über die bioinformatischen 

Zielvorhersagen und die cDNA-Microarrayanalysen ergeben hat, ist vermutlich Stamm-Schleife 1 von 

cgb_16115 für die putative Interaktion mit der cg3138-mRNA verantwortlich und wurde so auch über 

RNAcofold (ebd.) erhalten.  

 

Abbildung IV-22 Sekundärstrukture der 5´-UTR von cg3138 und Visualisierung der Interaktion mit cgb_16115.  
A Die Sekundärstruktur der 5´-UTR von cg3138 berechnet über RNAShapes (Steffen et al., 2006). In Rot bzw. 
Grün sind die entsprechenden Nukleotide markiert, für die eine Interaktion mit der trans-kodierten RNA cgb_16155 
über TargetRNA (Tjaden, 2008) bwz. RNAPredator (Eggenhofer et al., 2011) und CopraRNA (Busch et al., 2008) 
vorhergesagt ist. B Sekundärstruktur der Interaktion berechnet über RNAcofold (Gruber et al., 2008) und 

visualisiert mit PseudoViewer3 (Byun und Han, 2009). 

 



Ergebnisse 

 112  
 

Die Überlegung, dass möglicherweise ein dreidimensionaler Pseudoknoten bei der Interaktion eine Rolle 

spielt, konnte über eine Analyse mit dem Programm pknotsRG (Reeder et al., 2007) nicht bestätigt 

werden. Darüber hinaus kann auch eine weitere Hypothese aufgestellt werden, und zwar, dass die 

Expression von cg3138 über einen komplexen regulatorischen Prozess erhöht wird. Hier ist z.B. ein 

Feedbackmechanismus denkbar, weil das RBS-freischaltende Regulationselement für cg3138 mit der 

Deletion von cgb_16115 fehlt. 

 

Abschließend soll erwähnt werden, dass im Rahmen dieser Arbeit versucht wurde, die vorhergesagte 

Interaktion von cgb_16115 mit cg3138 über ein bereits etabliertes heterologes 2-Plasmid Co-

Expressionssystem in vivo in E. coli mittels GFP-Translationsfusion (Urban und Vogel, 2007) 

nachzuweisen. Die erhaltenen Ergebnisse haben allerdings keine neuen Anhaltspunkte über den 

Wirkmechanismus ergeben. Es bleiben also die verschiedenen Hypothesen über das Regulationsmodell 

bestehen. Außerdem wurde eine vergleichende 2D-Gelelektrophorese mit den cytosolischen 

Proteinfraktionen der erzeugten Deletionsmutanten ∆cgb_16115_Reg1 sowie ∆cgb_16115_Reg123 und 

dem C. glutamicum-Wildtypstamm durchgeführt. Auch hierbei haben sich keine neuen Hinweise auf die 

oben untersuchte bzw. andere putative Interaktionen ergeben. Die dazugehörigen Daten werden daher in 

der vorliegenden Arbeit auch nicht präsentiert. 
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4.4 Validierung eines neuen Attenuationsmechanismus in der Synthese aromatischer 

Aminosäuren 

Als letztes Beispiel soll eine kleine RNA aus der Klasse „mRNA-Leader“ genauer untersucht und 

validiert werden. Unmittelbar stromaufwärts von dem Gen aroF, das als 3-Deoxy-d-Arabino-

Heptulosonat-7-Phosphat-(DAHP)-Synthase annotiert ist, befindet sich ein peptidkodierendes Transkript 

cgb_11283 RNA (cg4017) (Abbildung IV-23A, nächste Seite). AroF (cg1129) und das homologe AroG 

(cg2391) sind in C. glutamicum verantwortlich für den ersten Schritt in der Biosynthese aromatischer 

Aminosäuren (Ikeda, 2006) und synthetisieren Erythrose-4-Phospat zu DAHP. Das im 

Sequenzierungsexperiment identifzierte Transkript cgb_11283 zeigt mit dem Rho-unabhängigem 

Terminator eine Länge von 154 nt und wurde zuerst über eine Northern Blot-Analyse validiert 

(Abbildung IV-23b). Interessanterweise hat die Northern Blot-Analyse zusätzlich ein sehr viel längeres 

Transkript ergeben, vergleichbar mit der zu erwartenden Größe der aroF mRNA (~1.1 kb). Das 

vorhergesagte Peptid in cgb_11283 ist 25 Aminosäuren lang und enthält ein Cluster von drei Codons für 

die aromatischen Aminosäuren Phenylalanin und Tyrosin (F-Y-F). Diese Tatsache und die Ergebnisse der 

nachfolgenden Analysen lassen auf einen Attenuationsmechanismus schließen, weshalb dieses Peptid 

AroR benannt wurde. Über Sequenzvergleiche wurde herausgefunden, dass die Peptidsequenz von AroR 

in verschiedenen C. glutamicum Isolaten und in den nah verwandten Spezies C. efficiens und 

C. pekinense gut konserviert ist (Abbildung IV-23c).  

 

Um den Attenuator-Mechanismus von aroR als Leaderstruktur von aroF zu validieren, wurde eine pheA-

Transposon-Mutante von C. glutamicum pheA::IS6100 (Mormann et al., 2006) verwendet. Das pheA-Gen 

von C. glutamicum kodiert für eine Prephenat-Dehydratase und ist als Enzym verantwortlich für den 

letzten Schritt in der Biosynthese von Phenylalanin. Die erzeugte pheA-Mutante ist daher auxotroph für 

Phenylalanin. Um die intrazelluläre Phenylalanin-Konzentration kontrollieren zu können, wurde bei 

Anzucht von C. glutamicum pheA::IS6100 in CGXII-Minimalmedium (Keilhauer et al., 1993) mit 

Alanyl-Phenylalanin (Ala-Phe) Dipeptid supplementiert. Für limitierende Bedingungen wurde eine 

Konzentration 0,1 mM Dipeptid gewählt und im Überschuss wurde 1 mM Dipeptid eingesetzt. Nach 

Isolierung der Gesamt-RNA aus beiden Kulturen, wurden RT-qPCR-Analysen mit drei verschiedenen 

Primerpaaren durchgeführt, um den Effekt von Phenylalanin auf die Transkription des aroF-Gens zu 

messen. Diese Primerpaare befinden sich (i) innerhalb der Leader-mRNA, die die Kodiersequenz von 

AroR umfassen (ii) innerhalb des Gens aroF, das die DAHP-Synthase kodiert und (iii) in einem Bereich, 

der die AroR- und AroF-kodierenden Regionen überlappt (Abbildung IV-23d). 
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Abbildung IV-23 Transkriptionelle Attenuation für das DAHP-Synthase kodierende Gen aroF (cg1129).  
A Die Visualisierung der reads (Hilker et al., Manuskript submittiert) aus cDNA-Bibliothek 1 in der Region 
stromaufwärts von aroF zeigt das aroR Transkript mit Rho-unabhängigem Terminator. Die nummerierten blauen 
Linien repräsentieren die Regionen für drei verschiedene Primer-Amplifikate (i) in der aroR Region (ii) innerhalb 
der aroF kodierenden Region (DAHP-Synthase) und (iii) in der Region, die aroR und aroF überbrückt. B Northern 
Blot-Detektion der Leader-mRNA aroR und der langen aroF mRNA (~1.1 kb) über eine Digoxigenin-markierte 
RNA-Sonde für aroR (cgb_11293) in einem Gesamt-RNA-Pool von verschieden gestressten C. glutamicum ATCC 
13032 Kulturen. C Resultat und Alignment einer BLASTn-Suche mit der AroR Peptidsequenz. D Validierung einer 
transkriptionellen Attenuation vor aroF über RT-qPCR-Analysen. Die Experimente wurden mit isolierter Gesamt-
RNA einer Phe-auxotrophen Mutante pheA::IS6100 von C. glutamicum ATCC 13032 durchgeführt. Für die 
Kultivierungen in CGXII-Minimalmedium wurde unter limitierenden Bedingungen mit 0,1 mM Ala-Phe Dipeptid 
supplementiert und mit 1 mM Ala-Phe im Überschuss. 

 

Die RT-qPCR-Messungen haben gezeigt, dass die Attenuator-mRNA unter limitierenden Bedingungen 

dieselbe Konzentration aufweist wie bei Ala-Phe-Supplementation im Überschuss. Dagegen waren die 

relativen Mengen von aroF-Transkripten und von aroR- und aroF-überbrückenden Transkripten geringer 

als bei Supplementation im Überschuss, was auf eine Transkriptionstermination in der Attenuator-Region 

hinweist. 
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Eine bioinformatische Strukturanalyse hat potenzielle Nukleotidkomplementaritäten vorhergesagt, die 

eine Anti-Terminator Struktur begünstigen und die Bildung der Rho-unabhängigen Terminator-Stamm-

Schleife verhindern könnten (Abbildung IV-24B). Die minimale freie Energie für die Attenuatorstruktur 

mit Rho-unabhängigem Terminator wurde mit 18 kcal/Mol berechnet und die Faltung des Anti-

Terminators mit 22 kcal/Mol. Über Faltung der homologen Attenuator-Region in C. efficiens wurden sehr 

ähnliche Strukturen erhalten (Daten nicht gezeigt).  

 

Abbildung IV-24 Potenzielle Terminator-/Antiterminatorstruktur im Attenuator stromaufwärts von aroF in 
C. glutamicum.  
Die aroR Leader-mRNA ist in verschiedenen Sekundärstrukturen gezeigt. Nukleotide, die mit einem schwarzen 
Balken unterstrichen sind repräsentieren das Triple-Cluster der Codons Phenylalanin (F), Tyrosin (Y) und 
Phenylalanin (F). Nukleotide, die in Rot markiert sind, stellen das Stopp-Codon des AroR Leaderpeptids dar. A 
Überschuss von Phenylalanin führt zur Formation eines Rho-unabhängigen Terminators. B Mögliche Anti-
Terminator-Struktur bei Phe-Limitierung. Beide möglichen Sekundärstrukturen wurden unter MFE-Bedingungen 
mit RNAShapes (Steffen et al., 2006) berechnet. 
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V. Diskussion 

1 Die Kombination verschiedener bioinformatorischer und experimenteller 

Methoden führt zur umfassenden Identifizierung von kleinen RNA-Genen in 

C. glutamicum 

Seit einigen Jahren nimmt das Wissen über die enorme Bedeutung von Regulationen durch kleine RNA-

Moleküle in Bakterien zu. Das meiste Wissen über regulatorische kleine RNAs besteht für die Klasse von 

γ-Proteobacteria und hier besonders für E. coli- und Salmonella-Spezies. Mithilfe dieser 

Dissertationsarbeit wurden zum ersten Mal kleine RNA-Gene in dem industriell bedeutenden Bakterium 

C. glutamicum über eine Hochdurchsatz-Sequenzierung (RNA-Seq) identifiziert. Dieses Gram-positive 

Bakterium stellt gleichzeitig auch einen Modellorganismus für die nah verwandten Gattungen der 

Corynebacterineae, wie z.B. Mycobacterium oder Nocardia dar. Um ein möglichst umfangreiches Bild 

über die in C. glutamicum kodierten kleinen RNA-Gene zu erhalten, wurden in dieser Arbeit auch noch 

weitere Methoden angewendet. Hierbei sind eine bioinformatische in silico-Vorhersage regulatorischer 

RNAs und auch Transkriptanalysen über intergenische tiling-Microarrays zu nennen. Da die Techniken 

zur Hochdurchsatz-Sequenzierung von RNAs in Bakterien erst im Laufe dieser Dissertationsarbeit 

etabliert wurden (Sittka et al., 2008; Sharma et al., 2010) ist die RNA-Seq zeitlich betrachtet erst als 

letzte Methode zur Bestimmung kleiner RNAs in C. glutamicum angewendet worden (Mentz et al., 

2013). Zu Beginn dieser Arbeit hat die erfolgreiche Validierung der Methode von intergenischen tiling-

Microarrays in E. coli (siehe Anhang) darauf schließen lassen, dass die entwickelte Prozedur zusammen 

mit dem Java-Applet IRMA (Schroeder, 2007) eine geeignete Methode ist, um kleine RNAs in Bakterien 

schnell und kosteneffizient zu detektieren. Tiling-Microarrays verschiedener Auflösung und Dichte sind 

auf anderen Microarrayplattformen bereits in den globalen Studien mit E. coli zur Identifizierung kleiner 

RNAs zum Einsatz gekommen (Selinger et al., 2000; Wassarman et al., 2001; Tjaden et al., 2002; Zhang 

et al., 2003) und werden bis heute auch in anderen Bakterien publiziert in Caulobacter (Landt et al., 

2008), in Listeria (Toledo-Arana et al., 2009), in Mycobacterium tuberculosis (Miotto et al., 2012), in 

Streptococcus (Kumar et al., 2010; Patenge et al., 2012) und in Vibrionaceae (Ahmad et al., 2012). Der 

technologische Vorsprung von RNA-Seq zur exakten Kartierung kleiner RNAs wurde jedoch schnell 

deutlich (Schlüter et al., 2010; Mraheil et al., 2011; Vockenhuber et al., 2011; Wilms et al., 2012) und 

stellt heute die state-of-the-art–Technologie zur Identifizierung nach kleinen RNAs dar. Schon vor der 

Durchführung der RNA-Seq-Methode zur Identifizierung von kleiner RNAs in C. glutamicum haben also 

die Ergebnisse der intergenischen tiling-Microarrays auf eine rege Transkriptionsaktivität in ~10 % der 

intergenischen Regionen schließen lassen. Außerdem waren mittels einer RNAz-Vorhersage (Washietl et 

al., 2005) zur Suche nach konservierten Sekundärstrukturen mit thermodynamischer Stabilität ~600 

regulatorische RNA-Kandidaten in dieser Arbeit vorhergesagt, die auf Basis eines multiplem Genom-

Aligments mit den verwandten C. efficiens und C. diphtheriae erhalten wurden. 
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Im Rahmen der experimentellen Analysen mittels der RNA-Seq- und Microarraytechnologien wurde 

jeweils Gesamt-RNA aus C. glutamicum-Zellen isoliert und weiterverwendet, die zum Zeitpunkt der 

Probenahme in der Überzahl Stress-Bedingungen ausgesetzt waren. Auf diese Weise sollten so viele 

kleine RNA-Transkripte wie möglich detektiert werden, da eine starke, differenzielle Expression 

regulatorischer RNAs besonders in Folge von Stresseinwirkung auf Bakterienzellen beobachtet worden 

ist (Hoe et al., 2013). Obwohl für beide Analysemethoden jeweils Gesamt-RNA aus gleichartigen 

Kultivierungsexperimenten eingesetzt wurde, ergab sich über die vergleichbaren Signale in den 

intergenischen Regionen, wie beispielsweise für trans-kodierte RNAs, keine vollständige 

Übereinstimmung zwischen den beiden experimentellen Techniken. Dieses Ziel ist jedoch auch wenig 

realistisch aufgrund der vielen technischer Varianzen bei der Durchführung und wurde selbst zwischen 

vergleichbaren RNA-Seq Experimenten verschiedener Plattformen erreicht (Schlüter et al., 2010). 

 

In anderen Studien zeigte die (vergleichende) Gegenüberstellung von Microarraytechnologie und 

Hochdurchsatz-Sequenzierung jeweils eine höhere Sensitivität im RNA-Seq-Experiment und dies vor 

allem für schwach exprimierte Gene (Su et al., 2011; Sîrbu et al., 2012). Schon in Vorbereitung auf die 

Microarrayhybridisierungen kann die Effizienz der Fluoreszenzmarkierung durch die Rückfaltung kleiner 

RNAs zu stabilen Sekundärstukturen negativ beeinflusst werden. Allerdings können sich durch diese 

stabilen Strukturen auch Verzerrungen in den RNA-Seq-Daten ergeben. So sind besonders die 

Adapterligation, die cDNA-Synthese und die Amplifikation zur cDNA-Bibliothek von elementarer 

Bedeutung. Kommt es zur Hinderung oder Bevorzugung dieser Reaktionen, kann dies die tatsächliche 

Höhe der Transkript-Level verfälschen. So weisen manche Transkripte eine extrem hohe Anzahl von 

reads auf und erscheinen besonders gut amplifiziert, andere sind dagegen nur schlecht zu detektieren 

(Raabe et al., 2013). Im Rahmen der intergenischen Microarrayanalysen in dieser Arbeit wurde die 

markierte kleine RNA-Fraktion ohne cDNA-Synthese zwar direkt hybridisiert, allerdings ist hier 

zusätzlich mit nicht-spezifischen Kreuzhybridisierungen zu rechnen. Im Vergleich zu den sehr kurzen 

25-mer Proben auf Affimetrix „GeneChip“-Microarrays und einen kritischen Punkt dieser Technologie in 

Bezug auf die Bindespezifität darstellen (Wu et al., 2005), ermöglichen die verwendeten 50-mer 

Oligonukleotidproben wohl höhere Bindespezifitäten. Zusätzlich ist die Bindeeffizienz der kleinen RNA-

Transkripte an die Oligonukleotidproben auf Microarrays aber auch abhängig von den 

Schmelztemperaturen der Proben, und diese variieren auf den verwendeten tiling-Microarrays. Während 

für die Signal-Variation unspezifischer Bindungen besonders die Schmelztemperaturen eine Rolle 

spielen, sind für spezifische Bindungen auch die intramolekularen Strukturen und thermodynamische 

Eigenschaften der Moleküle von Bedeutung, wie zumindest für NimbleGen Microarrays gezeigt wurde 

(Mueckstein et al., 2010). Insgesamt konnten für die geniom®one Plattform stabile 

Reaktionsbedingungen, eine hohe Genaugkeit und, wie auch in dieser Arbeit, eine hohe 
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Reproduzierbarkeit nachgewiesen werden (Baum et al., 2003). Da die Reproduzierbarkeit und die 

Genauigkeit häufig ein großer Nachteil von Microarraystudien waren, wurde im Jahr 2006 das 

MicroArray Quality Control (MAQC) Konsortium (Shi und et al., 2006, 2010) gegründet. Hier wurden 

Kriterien der Qualitäts-Kontrolle anhand der Analyse verschiedener Microarrayplattformen entwickelt, 

um eine Standardisierung von Microarraydaten zu ermöglichen.  

 

Ein weiterer technischer Unterschied zwischen den experimentellen Ansätzen der RNA-Sequenzierung 

und der in dieser Arbeit gewählten Microarrayplattform ist folgender: Während im 

Sequenzierungsexperiment in C. glutamicum auch cis-antisense RNAs detektiert wurden, war dies mit 

den verwendeten intergenischen Microarrays nicht möglich. Die geniom®one-Plattform bietet nur für 

eine kleinere Anzahl von Oligonukleotidproben Platz als andere hochauflösende Einfarben-

Microarrayplattformen (Affymetrix „Gene Chip", Illumina „Bead Chip", Agilent „SurePrint-Arrays“). 

Verglichen mit Microarraystudien, in denen nur die Expression eines reduzierten Sets von 

hochkonservierten intergenischen Regionen analysiert wurde, wie beispelsweise in Staphylococcus 

aureus (Pichon und Felden, 2005), geben die Microarrayexperimente aus dieser Arbeit jedoch einen 

umfangreichen Überblick über die Transkriptionsaktivität in allen intergenischen Regionen und können 

damit viele Stamm-spezifische regulatorische RNA-Elemente detektieren. Insgesamt lässt sich 

zusammenfassen, dass die erhaltenen Transkriptlängen zumindest für starke Signale über beide 

experimentellen Analysemethoden gut vergleichbar sind, wie für die RNA-Haushaltsgene in 

C. glutamicum gezeigt wurde. Auch die Längen der bioinformatischen Vorhersagen waren an dieser 

Stelle gut vergleichbar. 

 

Auf Grundlage verschiedener bioinformatischer Tools wurden immer wieder bioinformatische 

Vorhersagen kleiner RNAs in verschiedenen Bakterien unternommen, in E. coli beginnend im Jahr 

2001(Rivas und Eddy, 2001) und zuletzt in 2009 (Tran et al., 2009). Innerhalb der letzten zehn Jahre sind 

dafür verschiedene bioinformatische Vorhersagemodelle implementiert worden (Sridhar und 

Gunasekaran, 2013). Die Übereinstimmung der aktuellen in vivo-Expression kleiner RNAs mit 

bioinformatischen Vorhersagen war in anderen Studien und anderen Bakterien dabei meist eher gering 

(Arnvig und Young, 2009; Perez et al., 2009; Vockenhuber et al., 2011). Auch in dieser Arbeit ist die 

Schnittmenge der mittels RNA-Seq detektierten trans-kodierten RNAs und gleichzeitigen RNAz-

Vorhersagen nicht besonders hoch, beträgt aber immerhin 30 %. Eine Erklärung hierfür kann sein, dass es 

grundsätzlich unmöglich ist, in einem Experiment alle auslösenden Umweltfaktoren zu treffen, die die 

Expression regulatorischer RNAs bewirken. Andererseits existiert wohl auch eine größere Anzahl 

Stamm-spezifischer regulatorischer RNAs, die auf das Bewohnen einer ökologischen Nische eines 
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Bakterien-Stammes zurückzuführen ist bzw. dieses erst ermöglicht. In diesen Fällen sind 

bioinformatische Vorhersagen auf Basis komparativer Sequenzanalysen nicht möglich. Neben den rein 

vergleichenden Genomanalysemethoden existieren Vorhersage-Programme, die kleine RNAs auf Basis 

von Transkriptionsmerkmalen identifizieren. Hier stellen die sRNAPredict-Algorithmen (Livny et al., 

2005; Livny et al., 2006) bekannte bioinformatische Tools dar, die kleine RNAs in konservierten 

Primärsequenzen stromaufwärts von Rho-unabhängigen Terminatoren vorhersagen. Die SIPHT-Analyse 

auf Basis des sRNAPredict Algorithmus (Livny et al., 2008) ergab für C. glutamicum jedoch nur wenige 

kleine RNA-Kandidaten. Die erst vor kurzem entwickelte NAPP-Pipeline (Ott et al., 2012) hat Hunderte 

phylogenetisch konservierter intergenischer Regionen in C. glutamicum ergeben, aber nur ungefähr ein 

Drittel der RNAz-Vorhersagen liegen auch in diesen mittels NAPP identifizierten Regionen. Im Abgleich 

mit den Sequenzierungsdaten trans-kodierter RNAs wurde allerdings eine vergleichbare Anzahl an 

Übereinstimmungen wie für die RNAz-Vorhersagen erhalten (ebenfalls ~30 %). Es kann also sinnvoll 

sein, für Vorhersagen kleiner RNAs in einem Bakterium verschiedene bioinformatische Methoden 

anzuwenden. Weiterhin sollte möglichst immer eine experimentelle Validierung zur Bestätigung der 

potentiellen kleinen RNAs vorgenommen werden und zur Ermittlung der exakten Start- und Stopp-

Positionen. 

 

 

2 RNA-Seq-Daten erlauben aufgrund ihrer Einzelnukleotid-Auflösung die 

präzise Bestimmung von Eigenschaften kleiner RNAs in C. glutamicum 

Ein bedeutende Eigenschaft der RNA-Seq-Technik zur Analyse von Transkriptomen ist, dass sie sich zur 

Bestimmung von Transkriptionsstarts eigenet (Sharma et al., 2010). Die Anreicherung von 

Primärtranskripten wird mittels enzymatischer Behandlung der isolierten RNA-Proben erreicht. So führt 

die RNA-Seq-Technologie zur simultanen und exakten Bestimmung von Tausenden Transkriptionsstarts, 

die früher über 5´RACE (rapid amplification of cDNA ends) (Frohman, 1993) einzeln und 

arbeitsaufwendig bestimmt werden mussten. Der Ansatz nach Sharma et al. wurde auch in dieser Arbeit 

in C. glutamicum durchgeführt. Trotzdem ergeben sich in der Primärtranskript-angereicherten cDNA-

Bibliothek noch eine Vielzahl von reads kleiner RNA-Transkripte, die wahrscheinlich über enzymatische 

Prozessierung entstanden bzw. aus Degradierungsprozessen hervorgegangen sind und nicht effizient 

genug über die enzymatische Exonuklease-Behandlung zur Anreicherung von Primärtranskripten 

abgebaut wurden. So werden beispielsweise nur prozessierte und degradierte Transkripte durch das 

verwendete Exonuklease-Enzym abgebaut, die eine 5´-Monophosphat-Gruppe aufweisen, Transkripte mit 

einer 5´-Diphosphat-Gruppe dagegen nicht. Aus diesen Gründen mussten in der vorliegenden Arbeit zur 

Bestimmung der putativen Transkriptionsstarts kleiner RNAs einige Filterschritte auf die erhaltenen reads 
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der Sequenzierungs-Daten angewendet werden. Hierbei wurde ein an die Größe des Datensets 

angepasster Anstieg von read-Starts von einer Position auf die nächste als Schwellenwert für einen 

putativen TSS eingesetzt. Im Anschluss daran wurde stromaufwärts aller putativen TSS über eine in 

silico-Analyse nach zugehörigen Promotoren gesucht. Hierbei wurde die bereits bekannte primäre SigA-

Promotorsequenz verwendet (Pátek und Nešvera, 2011). Die erweiterte und besonders gut 

konservierte -10-Region dieser SigA-Konsensussequenz wurde gerade kürzlich in einer Gesamt-

Transkriptom-Sequenzierung bei über 2000 Genen bestätigt (Pfeifer-Sancar et al., 2013). Zusätzlich 

wurde nach Übereinstimmungen mit der SigH-Promotersequenz (Busche et al., 2012) gesucht, denn von 

diesem ECF-Sigmafaktor liegen bisher die meisten Informationen über Promotorsequenzen vor. Da die 

Erkennungssequenz von SigH-Promotoren eine hohe Ähnlichkeit zu den der vier anderen ECF-

Sigmafaktoren in C. glutamicum aufweist (Pátek und Nešvera, 2011), ist eine exakte Zuordnung der 

Promotor-Abhängigkeit nicht möglich. Es lässt sich feststellen, dass die Anzahl regulatorischer kleiner 

RNAs, die von einem ECF-ähnlichen Sigmafaktor abhängen sowohl für cis-antisense als auch für trans-

kodierte RNAs sehr gering ist. 

 

Zum Zeitpunkt der RNA-Seq-Auswertung kleiner RNAs in C. glutamicum lag noch keine Gesamt-

Transkriptom-Sequenzierung mit definierten UTR-Längen der proteinkodierender Gene vor, diese wurde 

erst vor kurzem publiziert (Pfeifer-Sancar et al., 2013), wobei allerdings speziell für RNAs > 200 nt 

untersucht wurden. Daher wurden die putativen kleiner RNAs für diese Arbeit über ihre relative Position 

zu den annotierten CDS in trans- und cis-antisense kodierte RNAs klassifiziert. Ein ähnliches Vorgehen 

wurde auch in in anderen Studien gewählt (DiChiara et al., 2010; Schlüter et al., 2010). Wie in dieser 

Arbeit wurden kleine RNAs bisher in cis- und trans-kodierte antisense RNAs eingeteilt bzw. klassifiziert, 

und die daraus abgeleitete Funktionalität der kleinen RNAs war zumeist eindeutig. Vor kurzem aber 

wurde zumindest in Archaeen das Paradigma einer strengen Grenze zwischen cis- und trans-kodierten 

kleinen RNAs überraschenderweise in Frage gestellt. Hier wurden in Methanosarcina mazei die ersten 

Funktionen einer kleinen RNA in Archaeen aufgeklärt (Prasse et al., 2013). Diese Studie hat ergeben, 

dass sRNA162 mit den 5´-Bereichen von zwei Ziel-mRNAs interagiert und dabei in einem Fall als cis-

antisense RNA und im anderen Fall in trans auf eine entfernte mRNA wirkt. 

 

Auch bei der Bestimmung der 3´-Enden mithilfe der Sequenzierungs-Daten für die cDNA-Bibliothek 2 

wurde ein manueller Schwellenwert zur Detektion gesetzt. Nach einer anschließenden Längen-Analyse 

repräsentiert die Klasse der mRNA-Leader wie erwartet die längsten Transkripte. Dieses resultiert wohl 

auf der fortlaufenden Polymerisation bis in die zugehörige CDS beim Zeitpunkt eines Abbruchs der 

Transkription. Interessanterweise wurde in den vorliegenden Daten für cis-antisense RNAs (asRNAs), die 
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direkt gegenüber der CDS von mRNAs kodiert sind, eine besonders kurze Transkriptlänge festgestellt. 

Dieser Unterschied wurde in der Studie von Schlüter und Mitarbeitern nicht beobachtet, wobei die 

Sequenzierung hier auf dem 454-System (Roche, Basel, Schweiz) durchgeführt wurde (Schlüter et al., 

2010). Verglichen mit kleinen RNA-Genen in anderen Bakterien wurde in C. glutamicum eine kürzere 

Durchschnittslänge für kleine RNA-Gene erhalten, was ähnlich auch in Streptomyces coelicolor 

festgestellt wurde (Vockenhuber et al., 2011) und im Gegensatz zum vorliegenden 

Sequenzierungsexperiment in dieser Arbeit (Illumina GA IIx-System) ebenfalls auf Basis des 454-

Systems von Roche erhalten wurde. Die geringe Anzahl von Vorhersagen mit dem SIPHT-Tool (Livny et 

al., 2008) hat dies schon vermuten lassen: Der Vergleich der in der Sequenzierung detektierten kleinen 

RNAs mit einer Vorhersage Rho (ρ)-unabhängiger Terminatoren ergeben, dass weniger als 25 % der 

trans-kodierten kleinen RNAs von einer solchen Terminatorstruktur gefolgt werden (Mentz et al., 2013). 

Besonders die Anzahl der asRNAs, auf die ein Rho-unabhängiger Terminator folgt, ist marginal. Eine 

ähnliche Beobachtung wurde auch in einer Studie mit Vibrio splendidus erhalten (Toffano-Nioche et al., 

2012). Diese Tatsache passt zu der Beobachtung von Peters und Kollegen im Jahr 2009, die in einer 

genomweiten Analyse in E. coli ρ-abhängig terminierte Bereiche in mehreren hundert Fällen beobachtet 

haben, und zwar intergenisch am 3´-Ende von kleinen regulatorischen RNAs, für stabile tRNAs und 

intragenisch für kleine antisense-Transkripte (Peters et al., 2009). Vor kurzem wurde ebenfalls in E. coli 

gezeigt, dass das ρ-Protein in der Tat die Hauptrolle in der umfassenden Unterdrückung von antisense 

Transkription spielt und dies in Abhängigkeit von seinem Cofaktor NusG (Peters et al., 2012). Die 

Termination des kleinen RNA-Transkriptes cgb_00105, das keine eindeutige Terminatorstruktur zeigt 

und damit möglicherweise in Abhängigkeit vom ρ-Protein terminiert wird, konnte in dieser Arbeit über 

eine Northern Blot Analyse bestätigt werden. 

 

Es wird deutlich, dass die erhaltenen reads nach einem durchgeführten RNA-Seq-Experiment eine sehr 

große und komplexe Menge von Informationen beinhalten. Dies beruht darauf, dass der 

Transkriptionsmechanismus in Bakterien wesentlich komplexer ist als lange Zeit angenommen wurde 

(Thomason und Storz, 2010). Daher sollten RNA-Seq-Rohdaten zur Detektion kleiner RNAs immer 

sorgfältig analysiert werden, um die relevanten Signale von möglichen Falsch-Positiven-Signalen 

abgrenzen zu können. Man muss allerdings davon ausgehen, dass aufgrund der angewendeten 

Filterschritte auch einige echte kleine RNAs mit untypischen bzw. unbekannten Promoren verloren 

gehen. 
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3 Die Verknüpfung der Ergebnisse verschiedener Transkriptanalysemethoden 

eignet sich zur Bestimmung spezifischer Expressionsmuster trans-kodierter 

RNAs 

Die mithilfe der neuen NGS-Sequenzierungstechnologien produzierten Daten weisen den bisher größten 

Informationsgehalt für die Transkriptom-Forschung überhaupt auf. Dem fundamentalen Aspekt des 

experimentellen Designs sowie der statistischen Analyse und Auswertung der produzierten RNA-Seq-

Daten wurde jedoch einige Zeit lang wenig Aufmerksamkeit geschenkt, und besonders die Schritte zur 

quantitaven Auswertung sind bisher nicht standardisiert. Die entsprechenden Methoden werden aber 

zunehmend entwickelt (Chen et al., 2011; Garber et al., 2011). Ein statistisches Modell zur Abschätzung 

der Transkriptmengen wurde von Trapnell und Mitarbeitern aufgestellt und in dem Programm Cufflinks 

implementiert (Trapnell et al., 2010). Aus der Microarraytechnologie ist ein Ansatz bekannt, der externe 

spike-in-Kontrollen zur Normaliserung von Transkriptmengen verwendet (Yang, 2006). Dieser Ansatz 

wurde auf RNA-Seq-Experimente übertragen und hat damit zur quantitativen Auswertung von 

Sequenzierungs-Daten sowohl in Eukaryoten (Mortazavi et al., 2008) als auch in Prokaryoten (Wang et 

al., 2011) geführt. Zur Analyse der differenziellen Expression kleiner RNAs ist es aus den oben 

genannten Gründen aber weiterhin sinnvoll, auch andere etablierte Methoden anzuwenden. In diesem 

Zusammenhang sind aber auch die vergleichsweise hohen Kosten als wesentliches Kriterium zu nennen, 

die bei der Durchführung von RNA-Seq-Experimenten immer noch entstehen. 

Als eine gut etablierte Methode zur Transkriptanalyse ist die Northern Blot-Methode zu nennen, die für 

einige trans-kodierten RNAs auch in dieser Arbeit durchgeführt wurde und bisher zur stichprobenartigen 

Validierung in nahezu jeder Analyse zur Suche nach kleinen RNAs auch in anderen Bakterien 

durchgeführt wurde. Northern Blot-Analysen für alle neu detektierten kleinen RNAs durchzuführen wäre 

jedoch sehr zeitaufwendig. Wie auch in dieser Arbeit gezeigt, werden heute relativ kostengünstige 

Microarrayanalysen mit RNA-Seq-Experimenten kombiniert, um Experiment-spezifische 

Expressionsmuster der kleinen RNA-Transkripte zu erstellen (Schlüter et al., 2010; Phillips et al., 2013). 

In dieser Arbeit wurden kleine RNAs mittels Sequenzierung aus einem RNA-Gemisch detektiert, das aus 

Zellen verschiedener Kultivierungsexperimente stammte. Um die Experiment-spezifische 

transkriptionelle Aktivität speziell der intergenisch lokalisierten kleinen RNAs in größerem Umfang zu 

untersuchen, wurden die Sequenzierungsergebnisse mit den Experiment-spezifischen tiling-

Microarrayanalysen verglichen. Wie im Ergebnisteil dieser Arbeit gezeigt, können über Datenbank-

Abfragen nun speziell für die intergenisch detektierten kleinen RNAs Expressionsmuster aufgestellt 

werden. Um dies zu verdeutlichen, wurden an dieser Stelle 106 trans-kodierte kleine RNAs mit 

mindestens deutlichen Transkriptsignalen in mindestens einem Experiment in das Netzwerk-Tool 
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NodeXL (http://nodexl.codeplex.com) zur Erstellung eines Graphen importiert, was eine nützliche 

Methode zur Visualisierung größerer und vergleichbarer Datenmengen darstellt.31 Zur Erstellung der 

folgenden Abbildung V-1 wurde ein Algorithmus verwendet, der einen ungerichteten Graphen mit 

Mehrfachkanten visualisieren kann (Harel und Koren, 2000). Die Menge der Knoten ist definiert über die 

trans-kodierten RNA, wobei jeweils die Anzahl abgehender Kanten darüber Auskunft gibt, in welchen 

Experimenten die kleine RNA aufgetreten ist. Zur einfachen Darstellung wurden die Knoten je nach 

Anzahl der abgehenden Kanten farblich markiert. Im Netzwerk-Graph wird deutlich, dass in dieser 

Untermenge von 106 RNAs mit deutlichen Transkriptsignalen auffällig wenige spezifisch in einem 

Experiment auftreten (schwarze Knoten). Die Experimente mit Diamid- und Kälte-Stress zeigen jeweils 

mit einer Anzahl von 11 schwarzen Knoten die meisten trans-kodierten RNAs mit spezifischer 

Expression auf. Insgesamt sind 24 der kleinen RNAs in allen Experimenten vertreten (rote Knoten), zu 

denen auch alle RNA-Haushaltsgene gehören. Interessanterweise finden sich die meisten gemeinsamen 

Signale zwischen zwei Experimenten (jeweils grüne Knoten) mit 14 trans-kodierte RNAs in den 

Experimenten H2O2- und Diamid-Stress. 

 

 

 

 

 

 

 

  

Abbildung V-1 Netzwerk-Graph einer Untermenge von trans-kodierten RNAs, die in den durchgeführten 
Experimenten transkriptionell aktiv waren. 
Der Graph nach D. Harel und Y. Koren (Harel und Koren, 2000) zeigt Knoten, die stellvertretend für trans-kodierte 
RNAs stehen. Die abgehenden Kanten zwischen den Knoten repräsentieren dabei die Anzahl von verschiedenen 
Experimenten, in denen die kleine RNA mit mindestens einem deutlichen Transkriptsignal aufgetreten ist. Zur 
Visualisierung wurden die Knoten farbig markiert (schwarz: Signal spezifisch für ein Experiment; grün: zwei 
Experimente; blau: drei Experiment; gelb: vier Experimente; lila: fünf Experiment; rot: alle Experimente. Das 
Diagramm wurde mit NodeXL (nodexl.codeplex.com) erstellt. 
                                                      

31  In der Graphentheorie ist ein Graph G (V, E) eine abstrakte Struktur, die eine Menge von V Objekten 
(Knoten oder Ecken) mit den zwischen diesen Objekten bestehenden Verbindungen E (Kanten) repräsentiert, wobei 
die Kanten gerichtet oder ungerichtet sein können. 
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Bakterienzellen sind in ihrer Umwelt häufig H2O2 oder anderen reaktiven Sauerstoff-Spezies ausgesetzt. 

Dieser oxidative Stress bedeutet für die Zellen, dass in den Proteinen Cysteine zu Disulfid-Brücken 

oxidiert werden, und dies führt zur Inaktivierung von Proteinen. Aber auch DNA und Lipide können 

geschädigt werden (Storz et al., 1990). Daher gibt es in Bakterien ein komplexes System der zellulären 

Redox-Homöostase, das die Expression von Antioxidans-Genen wie Superoxid-Dismutasen (SOD), 

Peroxidasen und Katalasen reguliert (Aslund und Beckwith, 1999). Das in dieser Studie verwendete 

Diamid reagiert generell mit freien Thiolen in den Bakterienzellen. Die Produkte dieser chemischen 

Reaktion erzeugen nichtnatürliche Disulfid-Brücken sowie ein Hydrazin-Derivat im Cytoplasma und 

stellen somit Disulfid-Stress für die Zellen dar (Aslund und Beckwith, 1999). Da Thiol-oxidativer Stress 

als eine Unterkategorie von oxidativem Stress bezeichnet werden kann, sind die erhaltenen 

Gemeinsamkeiten für die Expression kleiner regulatorischer RNAs in den beiden Experimenten mit 

Diamid und H2O2 nachzuvollziehen. Unter oxidativen Stressbedingungen in E. coli spielt neben dem 

Redox-sensitiven Protein SoxR auch OxyR eine bedeutende Rolle (Aslund und Beckwith, 1999). OxyR 

stellt gleichzeitig einen Transkriptions-Aktivator aus der LysR-Familie von Regulatorproteinen dar, 

vermittelt als solcher die oxidative Stress-Antwort und induziert auch die kleine RNA OxyS (Altuvia et 

al., 1998). Überraschenderweise wurde vor kurzem gezeigt, dass OxyR (cg2109) in C. diphtheriae und 

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

OxyS-Homolog in C. glutamicum gefunden werden. 

Das Homolog der aus Actinomyceten bekannten 6C RNA zeigte jeweils starke Bandensignale im 

Northern Blot und wurde mittels der tiling-Microarrays mit sehr deutlichen Transkriptsignalen in allen 

Experimenten detektiert (abgebildet als roter Knoten in Abbildung V-1). Bis heute gibt es nur wenige 

Hinweise auf die Funktion der 6C RNA in C. glutamicum, wogegen in Streptomyces coelicolor eine 

gesteigerte Transkription der 6C RNA während der Sporulation ermittelt wurde (Swiercz et al., 2008). 

Vor kurzem wurde allerdings gezeigt, dass die 6C RNA in C. glutamicum in das GlxR-regulatorische-

Netzwerk involviert ist (Jungwirth et al., 2013). GlxR ist als globaler Regulator des Kohlenstoffquellen-

Metabolismus und von Energie-Umwandlungsprozessen bekannt. 

Aufgrund der Ergebnisse der Microarrayexperimente ist es nun möglich, die spezifische Expression für 

die Hälfte aller klassifizierten trans-kodierten RNAs zu überprüfen. Die Tatsache, dass in Vorbereitung 

auf die Hybridisierung der intergenischen tiling-Microarrays ohne reverse Transkription gearbeitet wurde, 

kann für die quantitative Auswertung der erhaltenen Signale vorteilhaft sein. Es soll an dieser Stelle aber 

erwähnt werden, dass sich quantitative Aussagen über die Microarraysignale als problematisch erweisen. 

Aus statistischer Sicht wurden nicht ausreichend viele Microarrayreplikate hybridisiert, bzw. es wurde 

keine Referenz-Probe oder externe spike-in-Kontrollen mitgeführt (Yang, 2006). So konnte auch keine 

statistische Analyse der erhaltenen Signale erfolgen. Beim Vergleich von Microarraysignalen einzelner 

trans-kodierter RNAs mit den Northern Blot-Signalestärken wurde unter den vergleichbaren 
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experimentellen Bedingungen meist eine ähnliche Tendenz erhalten. Insgesamt wird angenommen, dass 

sich die Ergebnisse der tiling-Microarrays aus dieser Arbeit zumindest zur ersten groben Einschätzung 

über quantitative Aussagen zur Experiment-spezifischen Expression kleiner RNAs eignen. 

 

4 Cis-antisense RNAs sind in C. glutamicum zahlreich vorhanden und bei 

proteinkodierenden Genen bestimmter funktioneller Klassen häufiger 

anzutreffen 

In den Daten der intergenischen tiling-Microarrays erschienen die vielen Signale, die gleichzeitig in 

beiden Strängen im Bereich der 5´-UTRs und 3´-UTRs von CDS auftraten zunächst noch rätselhaft und 

wurden zum Teil auf Kreuzhybridisierungen zurückgeführt. Solch ähnliche Beobachtungen wurden auch 

in anderen Studien zur Detektion kleiner RNAs mittels tiling-Microarrays auf anderen Plattformen 

gemacht, beginnend für E. coli (Wassarman et al., 2001) bis zuletzt in Listeria monocytogenes (Toledo-

Arana et al., 2009). Eine extensive Transkription im antisense Strang proteinkodierender Gene konnte 

aber dann über RNA-Seq-Experimente in verschiedenen Bakterien bestätigt werden, und heute ist 

bekannt, dass cis-antisense RNAs einen grundsätzlicher Bestandteil der Transkription in Bakterienzellen 

darstellen (Lasa et al., 2011). Auf Basis der Ergebnisse dieser Arbeit über kleine RNAs in C. glutamicum 

kann zusammengefasst werden, dass cis-antisense RNA-Gene auch in diesem Gram-positiven 

Actinobakterium zahlreich vorhanden sind und in ~15 % aller annotierten proteinkodierenden Gene zu 

finden sind (Mentz et al., 2013). Dieser Wert gibt allerdings nur den Anteil von kleinen RNAs wieder, die 

direkt entgegengesetzt zu einer CDS starten und in dieser Arbeit sicher als cis-antisense identifiziert 

werden konnten (asRNAs). In vorhergegangenen Studien variierte der Anteil von Genen, die durch 

asRNA-Transkription gekennzeichnet sind, in verschiedenen bakteriellen Genomen recht stark und war 

am größten mit >46 % in Helicobacter (Sharma et al., 2010). Die erste asRNA in C. glutamicum wurde 

stromaufwärts von cg1935 detektiert (Zemanová et al., 2008) und überlappt die mRNA des 

Regulatorproteins der GntR-Familie in antisense-Richtung. In dieser Arbeit wurden weitere asRNAs in 

C. glutamicum identifiziert, die gegenüber von Transkriptionsregulatoren lokalisiert sind, z.B. in 

antisense-Richtung von cysR (cg0156) und sufR (cg1756), die in die assimilatorische Sulfatreduktion 

involviert sind (Rückert et al., 2008) und eine Rolle bei der Abwehr von Thiol-oxidativem Stress 

(Nakunst et al., 2007) spielen. Außerdem wurden asRNAs am acnR Gen (cg1738) (Krug et al., 2005) und 

anderen Mitgliedern der TetR-Familie (cg2686; cg1308) beobachtet. Ebenso wurden die folgenden 

Regulatorgene mit antisense-Transkription identifiziert: SugR (cg2115) als Regulator der Gene des 

PEP:Zucker-Phosphotransferasesystems (Engels und Wendisch, 2007; Gaigalat et al., 2007), NdrR 

(cg2112) als Regulator der Desoxyribonukleotid-Reduktion (Jochmann et al., 2009), PcaO (cg2627) als 

Aktivator der Gene des Ketoadipat-Metabolismus (Zhao et al., 2010), FarR (cg3202) als transkriptioneller 
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Regulator der Gene des Stickstoff-Metabolismus (Hänssler et al., 2007) und zwei Mitglieder der HTH_3-

Familie (cg1392; cg2040). 

Basierend auf dem eggNOG-Klassifikationssystem für orthologe Gene (Jensen et al., 2008) hat die 

Analyse von asRNAs dieser Arbeit ergeben, dass diese Transkripte in C. glutamicum anscheinend 

häufiger in Genen auftreten, die eine Funktion in der Biogenese der Zellhülle und im Prozess der Protein-

Sekretion haben. Es existieren jedoch Hunderte von kurzen Transkripten in antisense-Richtung von 

proteinkodierenden Sequenzen in C. glutamicum, und ihre Funktionen müssen im Einzelnen noch 

aufgeklärt werden. Bisher konnte herausgefunden werden, dass asRNAs den Level von Transkriptions-

Regulatoren, metabolischen, toxischen und Virulenzproteinen beeinflussen sowie Transposasen 

reprimieren können (Thomason und Storz, 2010). Generell können antisense-Transkripte in Bakterien die 

Stabilität ihrer Ziel-mRNAs verändern, und zwar entweder über Erzeugung oder Blockierung von 

Ribonukleasen (Gerdes et al., 1992; Opdyke et al., 2004; Lee und Groisman, 2010). In diesem 

Zusammenhang konnten Lasa und Mitarbeiter für verschiedene Gram-positive Bakterien zeigen, dass 

überlappende antisense-Transkripte doppelsträngige Substrate für den Abbau mit RNaseIII erzeugen und 

dadurch viele kleine RNAs (~20 nt) generieren (Lasa et al., 2011). Dieser Prozess stellt möglicherweise 

einen genomweiten posttranskriptionellen Mechanismus dar, um mRNA-Level anzupassen (ebd.). Andere 

Studien haben ergeben, dass asRNAs durch ihre Bindung zur Termination der Transkription führen 

können (Brantl und Wagner, 1994; Stork et al., 2007) oder dass antisense-Transkription an der Ziel-

mRNA einen veränderten Zugang zur ribosomalen Bindestelle bewirken und damit die Translation 

regulieren kann (Hernández et al., 2006). Im Prozess der transkriptionellen Interferenz kommt es 

aufgrund der simultanen in vivo-Aktivität der Promotoren bzw. der konvergenten Transkription im sense- 

und antisense-Strang zur Konkurrenz der RNA-Polymerasen, wodurch die Aktivität des schwächeren 

Promotors durch die des Stärkeren in cis unterdrückt wird (Callen et al., 2004, 2005). Auf Grundlage der 

vorliegenden Arbeit wurde eine cis-antisense RNA detektiert, für die ein Mechanismus transkriptioneller 

Interferenz auch in C. glutamicum gezeigt werden konnte, und zwar für argC (cg1580) (Petri et al., 

Manuskript in Vorbereitung). Im Bereich nahe des 5´-Endes der argC mRNA liegt im antisense Strang 

die asRNA cgb_15805, die in Anlehnung daran asaC RNA benannt wurde (antisense zu argC) und 

~90 nt lang ist (ebd.). Die in entgegengesetzter Richtung liegenden Promotoren von argC und von asaC 

führen zu Transkripten mit einer Überlappung von ungefähr 90 nt, was der erhaltenen Größe für die 

asRNA entspricht. Transkriptionelle Analysen nach der Zerstörung des antisense-Promotors und 

Überexpression von AsaC auf einem Vektor in trans haben ergeben, dass die Transkription von argC 

durch Transkription von AsaC beeinträchtigt wird und dass der Mechanismus dahinter transkriptionelle 

Interferenz ist (ebd.). Auch in anderen Organismen existieren Beispiele transkriptioneller Interferenz zur 

Regulation der Genexpression: In Bakteriophagen (Dodd und Egan), in Prokaryoten (Wang et al., 1998), 

in Hefen (Hongay et al., 2006) und Säugetieren (Martianov et al., 2007). 
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5 Funktionelle Analysen der trans-kodierten RNA cgb_16115 lassen auf eine 

Interaktion mit ppmA (cg3138) schließen und deuten auf weitere Regulationen 

im Zusammenhang mit Metall-Ionen-Transport hin 

Der Untersuchung einiger trans-kodierter RNAs mittels Northern Blot-Analyse hat teilweise zwei oder 

mehr Signale ergeben. Im Fall von cgb_20715 ist Reifung oder Degradierung über Endo- oder 

Exoribonukleasen wahrscheinlich, da kein zusätzlicher Promotor identifiziert wurde. Für cgb_16115 

wurde allerdings ein zweiter Promotor detektiert und führt speziell zur Expression von Stamm-Schleife 2 

bzw. der Interaktionsregionen 2 und 3. Bisher ist bekannt, dass trans-kodierte RNAs wie DsrA in E. coli 

mit verschiedenen Ziel-mRNAs spezifisch durch unterschiedlichen Substrukturen bzw. Stamm-Schleifen 

interagieren können (Lease et al., 1998). Die Expression einer einzelnen Substruktur einer kleinen RNA 

von einem zusätzlichen Promotor wurde aber noch nicht beobachtet. Darüberhinaus steht der zweite 

Promotor von cgb_16115 nicht wie der erste in Abhängigkeit von dem primären Sigmafaktor SigA aus 

C. glutamicum, sondern besitzt Ähnlichkeiten mit einem SigH bzw. ECF-ähnlichen Promotor. Gene, die 

eine Abhängigkeit von SigH-Promotoren zeigen, wurden im Zusammenhang mit der Antwort auf 

oxidativen Stress oder Hitze-Stress beobachtet (Ehira et al., 2009; Busche et al., 2012). Da unter diesen 

genannten Bedingungen kein auffällig starkes Bandensignal im Northern Blot-Experiment beobachtet 

wurde, ist also eher eine Abhängigkeit von einem anderen ECF-Sigmafaktor zu vermuten, für welche 

recht ähnliche Erkennungssequenzen beobachet worden sind (Pátek und Nešvera, 2011). Diese Annahme 

wird verstärkt durch die Tatsache, dass der hochkonservierte Bereich mit über 80 % 

Nukleotidwahrscheinlichkeit in der -35-Region mit „GGAT“ anders lautet als für SigH-abhängige 

Promotoren („GGAA“) und damit von der bekannten SigH-Promotor Konsensussequenz leicht abweicht. 

Erst kürzlich wurde von Busche und Mitarbeitern vermutet, dass gerade eine Änderung an dieser vierten 

Position zur spezifischen Erkennung eines anderen ECF-Sigmafaktors beiträgt. So wird an dieser Position 

ein „C“ für Promotoren vermutet, die in Abhängigkeit von SigE stehen (Tobias Busche, persönliche 

Mitteilung). Wie in dieser Arbeit durchgeführt, macht es für cgb_16115 im Rahmen funktioneller 

Analysen Sinn, nicht die gesamte regulatorische RNA bzw. alle ihre Interaktionsregionen zu deletieren, 

sondern einzelne Interaktionsregionen zu deletieren, um so mehr Informationen über die Funktion(en) 

dieser speziellen kleinen RNA zu erhalten. In der erzeugten partiellen Deletionsmutante cgb_16115_Reg1 

wurde dabei der SigA-abhängige Promotor erhalten und führt nun speziell zur Expression der 

Interaktionsregionen 2 und 3.  

 

Aktuell werden immer wieder neue bioinformatische Programme entwickelt, die sich zur Vorhersage von 

Ziel-mRNA regulatorischer RNAs eignen. Verlässliche in silico-Vorhersagen erweisen sich als 

kompliziert, denn im Gegensatz zu eukaryotischen miRNAs mit definierter Länge und 

vollkomplementären seed-Paarungen weisen bakterielle regulatorische RNAs eine extreme 
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Heterogenizität in ihrer Größe sowie Struktur auf und besitzen nur teilweise Komplementaritäten mit 

ihrer Ziel-mRNA (Papenfort et al., 2010). Die aktuellen Vorhersage-Tools basieren entweder nur auf 

Basenpaarkomplementaritäten (Tjaden, 2008) oder zusätztlich thermodynamischen Modellen (Busch et 

al., 2008; Eggenhofer et al., 2011) und seit kurzer Zeit auch auf Kriterien phylogentischer Konservierung 

(Wright et al., 2013). Trotz kontinuierlicher Verbesserung der Vorhersage-Algorithmen, wie 

beispielsweise die Berücksichtigung der Zugänglichkeit der Interaktionsregion, werden jeweils auch eine 

Anzahl falschpositiver Vorhersagen berechnet. So ist auch in dieser Arbeit die hohe Anzahl von 

Vorhersagen für cgb_16115 zu erklären, die auf verschiedenen Algorithmen beruhen. Sicherlich findet 

nur ein Bruchteil der in dieser Arbeit erhaltenen Zielvorhersagen für cgb_16115 auch in vivo statt. 

Möglicherweise gibt es in vivo auch Interaktionen, die über die bioinformatische Vorhersage gar nicht 

oder nur mit schlechten p-Werten berechnet wurden, z.B. weil für die entsprechende Interaktion noch ein 

unterstützdes Helferprotein wie Hfq (Valentin-Hansen et al., 2004; Soper et al., 2010), StpA (Waldsich et 

al., 2002), HU51 (Balandina et al., 2002) oder H-NS (Deighan et al., 2000) benötigt wird. In dieser 

Arbeit wurde speziell nach putativen Interaktionsregionen in den 5´-Bereichen von mRNAs gesucht. 

Möglicherweise kommt es aber auch zu Interaktionen mit anderen Bereichen von mRNAs. Solche 

Mechanismen wurden allerdings für trans-kodierte RNAs noch nicht beschrieben. Insgesamt zeigt sich, 

dass ein größerer Teil bereits bekannter und experimentell bewiesener RNA:RNA-Interaktionen von den 

Programmen exakt berechnet wird (Busch et al., 2008; Tjaden, 2008). Daher können sich über 

sorgfältiges Analysieren der bioinformatischen Vorhersagen Hinweise auf eine bisher unbekannte 

RNA:RNA-Interaktion ergeben wie beispielsweise in Agrobacterium tumefaciens gezeigt (Wilms et al., 

2011). Die Tatsache, dass in dieser Arbeit die zwei mRNAs vanK und ppmA mithilfe von allen drei 

Zielvorhersage-Programmen detektiert wurden, deutet in diesen Fällen besonders auf eine tatsächliche 

in vivo-Interaktion mit cgb_16115 hin. 

Die trans-kodierte RNA cgb_16115 ist in einer genomischen Region lokalisiert, in der die umliegenden 

Gene für Proteine kodieren, die eine besondere Rolle bei der Zellteilung spielen. Das stromaufwärts 

liegende Gen parA2 (cg1610) kodiert für ein Protein, welches in Abhängigkeit von ATP an der 

Verteilung der genetischen Information vor der Zellteilung beteiligt ist (Bignell und Thomas, 2001). 

Außerdem liegt scpA (cg1611) direkt stromaufwärts der kleinen RNA und scpB (cg1614) in der näheren 

Umgebung, welche als Proteine beide in Wechselwirkung B. subtilis mit dem SMC-Protein (structural 

maintenance of chromosome protein) treten und damit eine ebenso wichtige Rolle bei der Kondensation 

und Segregation der Erbinformation spielen (Volkov et al., 2003). Direkt stromabwärts auf die kleine 

RNA cgb_16115 folgt in entgegengesetzter Orientierung das Gen cg1612. Zu diesem Gen sind bisher 

keine experimentellen Informationen vorhanden, aber anhand einer Datenbank von konservierten 

Domänen (Marchler-Bauer et al., 2011) wird angenommen, dass es sich bei dem Produkt von cg1612 um 

eine Acetyltransferase handelt. 
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Vermutlich ist aber eine Funktion der kleinen RNA cgb_16115 nicht direkt von ihrer Lokalisierung im 

Genom abzuleiten, denn die erzeugten Deletionsstämme zeigten keine Veränderung im Zellwachstum 

und auch keine sichtbaren Veränderungen der Zelllänge oder Zellteilung auf den Mikroskopiebildern, die 

in dieser Arbeit aufgenommen wurden. Trotzdem scheint die Auswirkung des Fehlens der kleinen RNA 

auf das Transkriptom in den meisten durchgeführten cDNA-Microarrayexperimenten enorm groß zu sein. 

Multiple Regulationen durch trans-kodierte RNAs wurden schon beschrieben. Für die kleine RNA GcbV 

in Salmonella wurde ein beeindruckend großes post-transkriptionelles Regulon aufgedeckt, das in die 

Regulation von ~1 % aller Salmonellen-Gene involviert ist (Sharma et al., 2007; Sharma et al., 2011). In 

den Ergebnissen der cDNA-Micorarrayexperimente lassen sich jedoch primäre Effekte durch direkte 

Interaktionen mit der kleinen RNA cgb_16115 nicht von sekundären Effekten unterscheiden, die sich 

beipielsweise durch Auswirkung auf Proteinregulatoren ergeben können. Deutlich wird jedoch, dass in 

allen präsentierten Microarrayexperimenten der Deletionsstämme im Vergleich zum C. glutamicum-

Wildtyp das Gen ppmA (cg3138) mit erhöhten M-Werten aufgefallen ist, wobei jeweils die gesamte 

Transkriptionseinheit mit den Genen cg3139 und cg3140 auch signifikant verändert war. Hiermit wird 

also zusätzlich zu den bioinformatischen Zielvorhersagen ein weiterer Hinweis für eine Interaktion von 

cgb_16115, und wie vorhergesagt mit deren Stamm-Schleife 1, mit der cg3138-mRNA geliefert. 

 

Genfunktionen können für ppmA anhand von Sequenzhomologien mithilfe der Conserved Domain 

Database (Marchler-Bauer et al., 2011) vorhergesagt werden. So kann eine Homologie zwischen ppmA 

und einer Domäne Flotillin-ähnlicher Proteine identifiziert werden. Viele dieser Proteine sind als 

Mikrodomänen in der Zellmembran (lipid rafts) lokalisiert und können als Bestandteile von 

Multiproteinkomplexen an einer Vielzahl von physiologischen Prozessen beteiligt sein (Langhorst et al., 

2005). In einer Studie von Fischer und Mitarbeitern aus der Arbeitsgruppe von A. Poetsch wurde die 

Membran-Protease Untereinheit ppmA als reichlich abundantes integrales Membranprotein detektiert 

(fünfte Stelle in Bezug auf die relative Häufigkeit) (Fischer et al., 2006). Zudem haben vorangegangene 

Microarrayanalysen haben ergeben, dass cg3138 vom dualen Transkriptionsregulator CysR (cg0156) des 

Schwefel-Metabolismus reprimiert wird (Rückert et al., 2008). Es ist außerdem über verschiedene 

Stimulons mit stark erhöhten M-Werten (bis +3,9) aufgefallen, und zwar (i) nach Deletion des Zur-

Regulators in C. glutamicum (cg2502; Untergruppe Fur-Regulatoren), das den Schlüsselregulator der 

Zink-Homöostase darstellt (Schröder et al., 2010), (ii) nach Deletion des dualen Transkriptionsregulators 

DtxR, der in das globale regulatorische Netzwerk des Eisen-Metabolismus involviert ist (Brune et al., 

2006), und (iii) nach Deletion des Zwei-Komponentensystems MtrAB (Möker et al., 2004). Alle 

M-Werte dieser genannten regulatorischen Proteine sind in den Microarrayexperimenten allerdings 

unauffällig geblieben. Zu dem Gen cg3139 und seiner Funktion konnten keine Informationen ermittelt 

werden. Das Gen cg3140 (tagA1) kodiert laut CCD-Analyse für eine 3-Methyladenin-DNA-
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Glykosylase I. Dieses Enzym ist an der Reparatur von DNA-Schäden durch alkylierende Verbindungen 

beteiligt, indem es mit hoher Effizienz 3-Methyladenin aus der DNA entfernt (Bjelland und Seeberg, 

1996). 

 

Im vergleichenden Microarrayexperiment zwischen dem C. glutamicum-Wildtypstamm und der erzeugten 

Deletionsmutante cgb_16115_Reg123 (Verlust aller Interaktionsregionen) zeigte diese 

Transkriptionseinheit cg3138-cg3139 nach hyperosmotischem Stress eine besonders auffällige 

differenzielle Expression. Bakterien und besonders Bodenbakterien sind häufig hyperosmotischen Stress-

Situationen ausgesetzt. Man unterscheidet hier zwischen hyperosmotischem Stress, wenn aufgrund von 

hoher Osmolarität in der Umgebung ein Efflux von Wasser aus den Zellen heraus stattfindet, und 

hypoosmotischen Stress, wenn aufgrund von niedriger Osmolarität in der Umgebung Wasser in die Zellen 

hineinfließt. Um das dynamische Gleichgewicht wieder herzustellen, kommt es unter hyperosmotischen 

Bedingungen zur kontinuierlichen Aufnahme osmotisch aktiver gelöster Stoffe. Unter hypoosmotischen 

Bedingungen dagegen sind chemosensitive Kanäle geöffnet, und es werden kleine gelöste Stoffe aus den 

Zellen heraustransportiert. C. glutamicum ist mit mindestens zwei, MscL (Cg1001) und YggB (Cg1434), 

dieser chemosensitive Kanäle gegen hypoosmotischen Stress ausgestattet (Nottebrock et al., 2003). Unter 

hyperosmotischen Stressbedingungen werden Glycin-Betain, Ectoin und Prolin mittels Aufnahme oder 

Biosynthese akkumuliert. Zu den osmosensitiven Transportern in C. glutamicum gehören BetP (Cg1016), 

EctP (Cg2539), LocP (Cg2563) und ProP (Cg3395), wovon BetP den aktivsten darstellt und Betain im 

Cotransport mit zwei Na+-Ionen aufnimmt (Krämer, 2009). Als Sensorsystem für die Antwort auf 

hyperosmotischen Stress wurde im Jahr 2004 von Möker und Mitarbeitern das Zweikomponentensystem 

MtrAB in C. glutamicum beschrieben (Möker et al., 2004). Alle diese Komponenten der Osmoregulation 

zeigen im vergleichenden cDNA-Microarrayexperiment mit ∆cgb_16115_Reg123 nach 

hyperosmotischem Stress keine signifikant erhöhten M-Werte. So steht aus dieser Sicht die differenzielle 

Expression der trans-kodierten RNA cgb_16115, die besonders im Zusammenhang mit hyperosmotischen 

Stress beobachtet wurde, vermutlich nicht direkt im Zusammenhang mit der Osmoregulation in 

C. glutamicum. Interessanterweise ist aber gerade betB mit einem signifikant negativen M-Wert von -2 im 

cDNA-Microarrayexperiment mit ∆cgb_16115_Reg1 ohne Stress detektiert worden. Zudem ist betP in 

dem großen k-Means Cluster C7 enthalten, für das eine auffällige Anreicherung von Genen der 

funktionellen Klasse Metall-Ionen-Transport mithilfe des Gen-Ontologie (GO) Systems (Ashburner et al., 

2000) erhalten wurde. 

Insgesamt kann vermutet werden, dass ein Großteil der zahlreich erhaltenen signifikant differenziellen 

Gene in den cDNA-Microarrayexperimenten nicht direkt auf eine Interaktion mit der kleinen RNA 

zurückzuführen ist. Der Effekt der putativen Interaktion mit der Membranprotease ppmA könnte 

möglicherweise aber verschiedene sekundäre Effekte auf das Transkriptom auslösen. Insgesamt zeigen 
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auch viele Proteinregulatoren eine auffällig veränderte relative Expression in den cDNA-

Microarrayexperimenten, wobei die meisten davon putative Regulatoren darstellen, über die noch nicht 

sehr viel bekannt ist. Mit ripA (cg1120) wurde im vergleichenden Microarrayexperiment mit dem 

Deletionsstamm cgb_16115_Reg123 nach NaCl-Stress jedoch ein bekanntes Regulatorgen getroffen, das 

für den AraC-Typ-Regulator zur Repression von Eisenproteinen kodiert (Wennerhold et al., 2005). Fast 

alle Gene des RipA-Regulons zeigen deutlich negative M-Werte und erscheinen reprimiert. Von diesen 

Genen stimmen auch einige mit Interaktionsvorhersagen überein. Zusätzlich zeigen verschiedene Eisen-

Transporter leicht erhöhte M-Werte. Augrund dieser Ergebnisse könnte vermutet werden, dass in der 

Deletionsmutante cgb_16115_Reg123 nach hyperosmotischem Stress ein Eisenmangel auftritt. In dem 

ebenfalls Gram-positiven Bodenbakterium B. subtilis konnte gezeigt werden, dass erhöhte 

Salzkonzentrationen in der Umgebung zu Eisenmangel in den Zellen führen (Hoffmann et al., 2002; Steil 

et al., 2003). Eisen ist ein essentielles Element nicht nur für Bakterien, sondern alle Organismen und 

spielt als Cofaktor in Eisen-Schwefel-Proteinen in vielen biologischen Prozessen eine Rolle (Andrews et 

al., 2003). In E. coli ist mit RhyB eine kleine RNA bekannt, die neben dem Fur-Regulator (ferric uptake 

regulator) einen Einfluss auf die Eisen-Homöostase zu haben scheint und zusätzlich selbst durch Fur 

reguliert wird (Massé et al., 2005). 

 

Die genaue Funktion der kleinen RNA cgb_16115 in C. glutamicum bleibt unklar. Zusammengefasst 

deuten die komplexen Ergebnisse der vergleichenden cDNA-Microarrayanalysen im weiteren Sinn auf 

einen Zusammenhang mit der Regulation der Metall-Ionen-Homöostase hin und speziell der von 

membranständigen (Transport-) Proteinen. Zur putativen Interaktion von cgb_16115 und der ppmA-

mRNA wurden in dieser Arbeit verschiedene Hypothesen zum Regulationsmodell aufgestellt. Nach den 

bioinformatischen Vorhersagen ist eine Translationsaktivierung durch Bindung der kleinen RNA zu 

vermuten. Die MFE-Faltung der 5´-UTR von ppmA zeigt deren RBS über selbst-komplementäre 

Bindungen blockiert, und cgb_16115 interagiert nach den Vorhersagen mit dem Bereich der Anti-RBS. 

Aus experimenteller Sicht ist im Wildtypstamm allerdings eine geringere Frequenz der Ribosomen auf 

der mRNA durch Bindung von cgb_16115 anzunehmen, da die M-Werte von ppmA in den 

Deletionsmutanten jeweils erhöht sind. Wenn keine weiteren Transkriptionsfaktoren involviert sind, ist 

von einer höheren Stabilität der ppmA-mRNA ohne Bindung der kleinen RNA auszugehen. Dies würde 

dann auf eine erhöhte Translationsfrequenz und eine geringere Zugänglichkeit für Exo- und 

Endonukleasen in den Deletionsstämmen hinweisen. 

Interaktionen kleiner RNA nahe der RBS einer mRNA wurden in der Literatur insgesamt häufiger 

beschrieben und bewirken meistens eine Blockierung der zugehörigen RBS und eine Reprimierung der 

Translation (Interaktionsbeispiele RyhB-sodB Tjaden et al., 2006, SgrS-ptsG Kawamoto et al., 2006, 

Spot42-galK Møller et al., 2002 und GcvB-dppA Pulvermacher et al., 2009). Die Bindung kleiner RNAs 



Diskussion 

 132  
 

in mehr als 100 nt Entfernung von der RBS hat in der Regel den Effekt einer thermodynamischen 

Umstrukturierung der gesamten 5-´UTR zur Folge und bewirkt über Öffung der RBS eine Translations-

aktivierende Wirkung (Interaktionsbeispiele DsrA-rpoS Majdalani et al., 1998 und RprA-rpoS Majdalani 

et al., 2002). Aufgrund der vorhergesagten Bindung von cgb_16115 nahe der RBS von ppmA könnte man 

nach diesem Modell eher auf eine Blockierung dieser schließen, was auch zu den erhaltenen Ergebnissen 

der cDNA-Microarrayanalysen passt. Insgesamt wird deutlich, dass das Wissen über RNA-Regulationen 

in C. glutamicum im Allgemeinen noch sehr gering und nicht ausreichend ist, um die regulatorischen 

Vorgänge und die Bedeutung der Regulationen durch cgb_16115 im Detail zu verstehen. Vermutlich 

spielen hierbei auch bisher unbekannte Komponenten eine Rolle wie z.B. RNA-Helferproteine. 
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6 Transkriptionelle Attenuation ist ein Mechanismus zur Regulation 

verschiedener Aminosäuresynthese-Gene in C. glutamicum und wurde hier für 

das Gen der DAHP-Synthetase (aroF) validiert 

Ein verbreiteter Mechanismus zur Regulation der Genexpression ist die transkriptionelle Attenuation 

(Merino und Yanofsky, 2005). Hierbei erfährt das 5´-Ende einer mRNA eine Strukturänderung, die zur 

Bildung eines Rho-unabhängigen Terminators führt und dadurch ein verfrühtes Ende der Transkription 

bewirken kann (Naville und Gautheret, 2010). Der zu dieser Strukturänderung führende Mechanismus 

kann von der Ribosomenaktivität in einem kurzen Leaderpeptid abhängen (Yanofsky, 1981; Vitreschak et 

al., 2004) oder auch von anderen regulatorischen Vorgängen in 5´-UTRs von Genen wie vom Binden 

kleiner Metabolit-Liganden an Aptamer-Sequenzen (Riboswitches) (Henkin, 2008) oder ungeladener 

tRNAs an T-Box-Sequenzen (Henkin, 1994; Vitreschak et al., 2008). Auch Temperaturänderungen 

können eine Rolle bei der Attenuation spielen (RNA-Thermometer) (Naville und Gautheret, 2010). 

Vorhersagen indizieren, dass in Bakterien bis zu 10 % der Gene stromaufwärts Terminations-/Anti-

Terminationsregulationen aufweisen (Henkin und Yanofsky, 2002). Es gibt Hinweise, dass das Histine-

Biosynthese-Operon hisDCB–orf1–orf2–hisHA–impA–hisFI in C. glutamicum AS019 über einen T-Box-

vermittelten Attenuationsmechanismus reguliert wird (Jung et al., 2010). Die Sequenzierungs-Ergebnisse 

dieser Arbeit haben in C. glutamicum ATCC 13032 zwar ein kurzes (Abbruch-) Transkript vor hisD 

(cg2305, Klasse mRNA-Leader) ergeben, aber aktuelle Ergebnisse von Kulis-Horn und Mitarbeiter haben 

einen solchen Mechanismus für diesen C. glutamicum-Stamm nicht zeigen können (Kulis-Horn et al., 

2014). 

 

Als cis-regulatorische RNA-Motive sind transkriptionelle Attenuatoren generell auch in der Rfam-

Databank (Gardner et al., 2009) gelistet und können über diese mithilfe von Kovarianzmodellen 

vorhergesagt werden. Wie in der vorliegenden Arbeit schon dargelegt wurde, sind in C. glutamicum neun 

Riboswitches auf diese Weise bioinformatisch vorhergesagt worden, die auch alle in der Sequenzierung 

detektiert wurden und wahrscheinlich jeweils Polymerisationsabbruch-Transkripte darstellen. Mittels der 

Rfam-Datenbank wurden in C. glutamicum allerdings keine Mechanismen vorhergesagt, die eine 

Ribosomen-vermittelte Attenuation für Gene zur Biosynthese von Aminosäuren vorhersagen. Bisher 

wurde jedoch für drei Leaderpeptid-kodierende Transkriptionseinheiten eine Regulation durch 

transkriptionelle Attenuation in C. glutamicum vermutet und teilweise auch bewiesen. Diese betreffen das 

trpE-Gen (cg3359) des Trp-Operons, das leuA-Gene (cg0303) (Pátek et al., 1994) und das ilvB-Gen 

(cg1435) des ilvBNC-Operons (Morbach et al., 2000). Im RNA-Seq-Experiment zur Identifizierung 

kleiner RNAs konnte in allen drei Fällen eine kleine RNA detektiert werden. Die Bildung dieser 

Transkripte ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass unter den gewählten Kultivierungs-Bedingungen 

und unter kurzzeitiger Stresseinwirkung auf die C. glutamicum-Zellen kein direkter Mangel an 
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aromatischen Aminosäuren entsteht. Aufgrund ausreichend geladener tRNA-Moleküle wird der 

Translationsprozess daher an den entsprechend aufeinanderfolgenden Codons in diesen Leaderpeptiden 

nicht verzögert, wodurch die Faltung der Terminatorstruktur begünstigt wird und es zur 

Transkriptionstermination kommt. Das historisch erste identifizierte Operon unter der Kontrolle 

transkriptioneller Attenuation ist das Trp-Operon in E. coli. Dieses enthält ein Leaderpeptid mit einer 

Reihe aufeinanderfolgender Trp-Codons (Hiraga und Yanofsky, 1973). In Analogie dazu zeigt die 

5´-UTR von trpE (cg3359) in C. glutamicum ebenfalls einen kurzen ORF, der für ein Trp-haltiges 

Leaderpeptid kodiert und als TrpL (Cg4012, Cbg_33575) bezeichnet wird. Ergebnisse verschiedener 

Studien lassen vermuten, dass trpL die Expression des stromabwärts lokalisierten trpE-Gens in 

Abhängigkeit von der Verfügbarkeit geladener tRNATrp regliert (Sano und Matsui, 1987). In der 

Regulation des Trp-Operons im Gram-positiven Bakterium Bacillus subtilis gibt es dagegen deutliche 

Unterschiede, denn dort ist kein Leaderpeptid kodiert. Stattdessen existiert in B. subtilis ein Protein 

namens TRAP (trp RNA-binding attenuation protein), welches bei Trp-Mangel an Wiederholungen von 

GAG-Sequenzen bindet und so die Bildung einer Anti-Terminatorstruktur begünstigt (Babitzke et al., 

1994).  

Eine weitere peptidkodierende kleine RNA wurde in dieser Arbeit stromaufwärts des leuA-Gens (cg0303) 

in C. glutamicum detektiert und wird als leuL (cg4015) bezeichnet. Bereits 1994 zeigten Pátek et al., dass 

die spezifische Aktivität der durch leuA kodierten Isopropylmalat-Synthase mehr als zweifach erhöht war 

unter Leucin-Mangel (Pátek et al., 1994). Zudem konnte dieser regulatorische Effekt von Leucin wurde 

nach Mutagenese Leaderpeptid aufgehoben werden (ebd.). Ein anderer untersuchter 

Attenuationsmechanismus in C. glutamicum wurde für das ilvBNC-Operons identifiziert (cg1435) und ist 

in die Biosynthese der verzweigten Aminosäuren involviert (Morbach et al., 2000). Die Region 

stromaufwärts von ilvB kodiert für ein Leaderpeptid (ilvL/cg4016), das mehrere Codons für die 

verzweigten Aminosäuren Isoleucin, Leucin und Valin enthält. Unter Mangelbedingungen für eine oder 

alle der entsprechenden Aminosäuren konnte gezeigt werden, dass die Expression des Operons mehr als 

zweifach erhöht war (ebd.). Darüber hinaus vermuteten Morbach und Mitarbeiter ein leaderless-

Transkript für dieses ilvL. In Übereinstimmung damit zeigen die RNA-Seq-Ergebnisse, dass der TSS von 

ilvL bzw. ilvB direkt am Beginn des Leaderpeptid-Start-Codons liegt. Nach Analyse der RNA-Seq-Daten 

liegt ein leaderless-Transkript ebenso für die trpL- und leuL-mRNAs vor. Leaderless-Transkripte wurden 

schon in verschiedenen Bakterien beobachtet. Die Bedeutung von leaderless-Transkripten und der genaue 

Mechanismus sind bislang nicht eindeutig geklärt (Zheng et al., 2011). Über in silico-Analysen wurde 

besonders in Actinobakterien ein relativ hoher Prozentsatz von bis zu 20 % für diese Art von Transkripten 

festgestellt (ebd.). Erst ganz aktuell wurde in einer RNA-Sequenzierung des Gesamt-Transkriptoms von 

C. glutamicum gezeigt, dass leaderless-Transkripte in diesem Bakterium mit einem besonders hohen 

Prozentsatz von 33 % vertreten sind (Pfeifer-Sancar et al., 2013). 
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In dieser Arbeit wurde zusätzlich noch ein weiteres leaderless-Transkript der peptidkodierenden kleinen 

RNA cgb_11293 (aroL) detektiert und zwar am 5´-Ende des aroF-Gens (cg1129), dessen Genprodukt 

eine von zwei DAHP-Synthasen in C. glutamicum darstellt und den ersten Biosyntheseschritt des 

Shikimat-Biosyntheseweges aromatischer Aminosäuren katalysiert. Dieses Leadepeptid weist zudem eine 

Anzahl aufeinanderfolgender aromatischer Aminosäure-Codons auf (Mentz et al., 2013) und konnte in 

einigen Corynebakterien-Spezies als konserviert beobachtet werden. Wie für die meisten der anderen 

detektierten Leaderpeptid-mRNAs besteht auch für aroL eine Sekundärstrukturkonservierung über die 

RNAz-Vorhersage regulatorischer RNAs, und es existiert eine Vorhersage mit dem SIPHT-Tool 

(Candidate_10_NC_006958). Die Funktion des putativen Attenuationsmechanismus für das aroF-Gen 

wurde über transkriptionelle Analysen untersucht, und diese weisen sehr darauf hin, dass es sich hier um 

einen solchen transkriptionellen Attenuationsmechanismus handelt (Mentz et al., Manuskript in 

Vorbereitung). Insgesamt lässt sich zum aufgestellten Regulationsmodell der transkriptionellen 

Attenuation für aroF sagen, dass die vorhergesagten Anti-Terminator-Sequenzkomplementaritäten nicht 

so eindeutig sind wie für andere in der Literatur beschrieben Attenuatoren. Um die alternative Anti-

Terminator-Faltung zu gewährleisten, wird in vivo möglicherweise unterstützend ein RNA-Helferprotein 

benötigt. 

Bisher wurde eine transkriptionelle Attenuation in Abhängigkeit vom zellulären Gehalt geladener 

Phenylalanin- und Tyrosin-tRNAs für DAHP-Synthasegene überhaupt noch nicht gezeigt. Liu und 

Mitarbeiter haben im Jahr 2008 für die AroF DAHP-Synthase beobachetet, dass diese besonders sensitiv 

ist gegenüber einer Feedbackinhibierung durch Tyrosin und etwas weniger durch Phe und Trp (Liu et al., 

2008). Im Gegensatz dazu ist die AroG DAHP-Synthase (cg2391) nur gering sensitiv gegenüber Trp und 

nicht sensitiv gegenüber Tyr und Phe. Außerdem scheint AroG essenstiell zu sein (ebd.). Im Gegensatz zu 

C. glutamicum gibt es in E. coli drei isofunktionelle DAHP-Synthasen, die jeweils in Abhängigkeit von 

der intrazellulären Konzentration der korrespondierenden Aminosäuren allosterisch inhibiert werden 

können (Panina et al., 2001). In E. coli wird allerdings das pheA kodierte Phenylalanin-Biosynthese-

Enzym Chorismat-Mutase/Prephenat-Dehydratase durch transkriptionelle Attenuation reguliert, in diesem 

Fall aber spezifisch in Abhängigkeit von der intranzellulären Konzentrationen von tRNAPhe (Gavini und 

Davidson, 1991). 

Die Analyse des Stammes C. glutamicum ATCC 21850, der Tryptophan überproduziert, führte im Jahr 

1993 zur Identifzierung der dafür verantwortlichen Mutation in der Trp-Leaderpeptidsequenz (Heery und 

Dunican, 1993). Da heute verschiedene Stämme von C. glutamicum zur industriellen Produktion von 

Aminosäuren genutzt werden, könnten die erhaltenen Ergebnisse dieser Arbeit zur transkriptionellen 

Attenuation für die Entwicklung von Aminosäure-Produktionsstämmen relevant sein.
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VI.  Ausblick 

Mithilfe der Ergebnisse dieser Arbeit wurde eine Vielzahl kleiner RNAs in C. glutamicum ATCC 13032 

bestimmt, und so wurde zum ersten Mal die beachtliche genetische Ausstattung für potentielle RNA-

Regulationen deutlich, die dieses Actinobakterium besitzt. Da zum Zeitpunkt der Auswertung der 

RNA-Seq kleiner RNAs noch keine Daten zur Gesamt-Transkriptom-Sequenzierung in C. glutamicum 

vorlagen, wurden einheitliche UTR-Längen für annotierte Gene definiert, um die erhaltenen kleinen 

RNAs zu klassifizieren. Erst vor kurzem wurde eine Gesamt-Transkriptom RNA-Seq-Analyse in 

C. glutamicum speziell für RNAs > 200 nt fertiggestellt (Pfeifer-Sancar et al., 2013) und definiert nun die 

genaue Länge der UTRs von über 2000 proteinkodierenden Genen. Die erhaltenen 5´-UTR-Längen sind 

recht variabel, das arithmetische Mittel liegt bei ~60 nt. Allerdings gibt es auch ~500 5´-UTRs, die länger 

als 100 nt sind. Im Rahmen der neuen Genomannotation für C. glutamicum werden die Ergebnisse beider 

Studien (Pfeifer-Sancar et al., 2013 und Mentz et al., 2013) nun zusammengeführt und können einige 

Änderungen bezogen auf die Klassifizierung kleiner RNAs ergeben. 

 

Die funktionelle Untersuchung der trans-kodierten RNA cgb_16115 wurde in dieser Arbeit begonnen, 

und auf Basis bioinformatischer und experimenteller Analysen sind vor allem Hinweise einer Interaktion 

mit der cg3138-mRNA, einer putativen Membran-Protease, erhalten worden. Der direkte Nachweis dieser 

Interaktion ist allerdings noch nicht gelungen und das Modell zur Regulation ist weiterhin unklar. In vitro 

toeprinting-Assays (primer extension inhibition) könnten die Auswirkung der Deletion von cgb_16115 

auf die Bindung von Ribosomen an der cg3138-mRNA deutlich machen. Aufgrund einer in silico-

Promotoranalyse wird vermutet, dass die kleine RNA in Abhängigkeit von einem SigA- und einem ECF-

ähnlichen Promotor steht. Es entsteht die Frage, ob es über diese Sigmafaktoren hinaus noch 

Proteinregulatoren gibt, die diese kleine RNA regulieren. Um dies zu untersuchen, eignet sich die 

Methode der DNA-Affinitätschromatographie. Diese eignet sich zur Identifizierung von bindenden 

Regulatorproteinen an die DNA und wird damit als regulator fishing bezeichnet. Die Methode wurde 

zuerst für Zellkulturen durch Gishlain und Fish entwickelt (Ghislain und Fish, 1996) und außerdem 

erfolgreich in Corynebakterien angewendet (Brinkrolf et al., 2008; Brune et al., 2011). 

Für den Nachweis einer Interaktion mit cg3138 kann außerdem das Wissen über RNA-Helferproteine in 

C. glutamicum hilfreich sein, die möglicherweise eine Rolle bei der Vermittlung dieser und 

wahrscheinlich auch anderer regulatorischer RNA-RNA-Interaktionen spielen können. Mit der 

Identifizierung dieser Helferproteine wurde teilweise schon begonnen, und diese muss nun fortgeführt 

werden. Die Idee besteht darin, die RNA-bindenden Helferproteine zu „fischen“, in Anlehnung an das 

Fischen von Regulatorproteinen (ebd.). So sollen entweder in vitro amplifizierte regulatorische RNAs 

oder die in vivo RNA-Fraktion kleiner RNAs jeweils am 3´-Ende mit einem Biotin-Tag ligiert werden. 
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Eine andere Möglichkeit stellt die Ligation biotinilierter RNA-Adapter an das 5´-Ende der kleiner RNAs 

dar. Anschließend sollen die biotinilierten kleinen RNAs an magnetische Streptavidin-Beads und darüber 

an eine magnetische Säule gekoppelt werden. Spezifisch RNA-bindendende Proteine aus einem 

aufgereinigten C. glutamicum-Proteinrohextrakt sollen dann von der Säule eluiert und im Anschluss 

mithilfe massenspektrometrischer Analysen identifiziert werden. Vor Beginn dieses Experimentes muss 

natürlich die ribosomale RNA abgereichert werden, um nicht die zahlreichen vorhandenen ribosomal 

bindenden Proteine zu detektieren. 

In den vergleichenden cDNA-Microarrayexperimenten der beiden Deletionsmutanten von cgb_16115 im 

Vergleich zum C. glutamicum-Wildtypstamm hat sich eine auffällige differenzielle Expression für Gene 

des Metall-Ionen-Transports ergeben bzw. speziell für Gene der Eisen-Homöostase. In diesem 

Zusammenhang könnten vergleichende Wachstumsanalysen und auch vergleichende transkriptionelle 

Expressionsanalysen mit den in dieser Arbeit erzeugten Deletionsstämmen unternommen werden, die auf 

unterschiedlicher Konzentration von Metall-Ionen im Kultivierungsmedium beruhen, z.B. durch 

Verwendung von CGXII-Minimalmedium ohne Eisen in den zugegebenen Spurenelementen. Zudem 

sollten die in dieser Arbeit schon begonnenen 2D-Gelelektrophoreseexperimente im Rahmen einer 

Funktionsanalyse von cgb_16115 mit der Fraktion cytosolischer Proteine aus C. glutamicum nun für die 

Fraktion von Membranproteinen fortgeführt werden. 

 

In Bezug auf Funktionsanalysen kleiner RNAs können generell auch Frag-Seq (fragmentation 

sequencing)-Experimente eine Rolle spielen(Underwood et al., 2010). Die vorhergesagte Faltung der 

Sekundärstrukturen von RNA-Elementen könnten auf diese Weise verifiziert oder korrigiert werden, 

wodurch sich möglicherweise auch Schlüsse auf putative Interaktionen ergeben können. 

 

Die Analyse der differenziellen Expression kleiner RNAs wurde mit den Ergebnissen der intergenischen 

tiling-Microarrays eine wichtige Informations-Grundlage geschaffen. Weiterhin wird die Durchführung 

von Northern Blot-Analysen noch mehr Informationen liefern um kleine RNAs im Detail zu analysieren. 

Für die Zukunft sollte aber auch über die Durchführung paralleler Mulitplex-Hochdurchsatz-

Sequenzierungen in C. glutamicum nachgedacht werden, wobei externe spike-in-Kontrollen zur 

quantitativen Auswertung und Erstellung von Expressionsmuster über die Transkripte verwendet werden 

könnten (Wang et al., 2011). 
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VIII.  Anhang 

1 Geniom®one Microarrayplattform  

Die Microarrayplattform geniom®one (febit biomed GmbH, jetzt CBC Comprehensive Biomarker 

Center, Heidelberg, Deutschland) stellt ein Einfarben-Microarray System dar, das alle Prozessschritte von 

der Microarraysynthese über die Hybridisierung und Detektion (Baum et al., 2003) integriert. Zur 

Herstellung der Microarrays dient ein mikrofluidischer Reaktionsträger, der acht Einheiten mit je 6776 

Oligonukleotidproben enthält, wodurch insgesamt bis zu 54.000 Proben realisiert werden können. Sowohl 

die Länge als auch die Anzahl der Oligonukleotidproben können variiert werden und ermöglichen damit 

eine flexible in situ-Synthese der Microarrays über einen fotolithografischen Prozess.  

 

Im Rahmen dieser Arbeit und auf Basis dieser Plattform wurde zusammen mit dem Java-Applet IRMA32 

zur Berechnung von intergenischen Oligonukleotidproben eine Methode zur schnellen und relativ 

kostengünstigen Detektion kleiner bakterieller RNAs entwickelt. Die Validierungsexperimente wurden 

mithilfe des Enterobakteriums Escherichia coli K-12 MG1655 durchgeführt, da zum Zeitpunkt der 

Methodenvalidierung (2010) bereits 60 kleine RNAs für dieses Genom annotiert waren. Anschließend 

sollte die erfolgreiche Methodenvalidierung publiziert werden. Allerdings wurde die „febit biomed 

GmbH“ Ende des Jahres 2011 umstrukturiert, bekam einen neuen Namen und wurde zur „Comprehensive 

Biomarker Center GmbH“, kurz CBC. Die Services des Unternehmens wurden grundlegend umgestellt 

und fokussieren sich nun ausschließlich auf den Bereich Biomarker-Analytik in der personalisierten 

Medizin. In diesem Zuge wurden die Technik und Herstellung der geniom®one Plattform und der 

Support für bereits verkaufte Geräte dieser Serie eingestellt. Die zu diesem Zeitpunkt bereits 

existierenden Daten für C. glutamicum beinhalten jedoch viele Informationen, die nicht verloren gehen 

sollten und werden daher in dieser Arbeit präsentiert. 

Im Zuge der Methodenvalidierung wurden für das Design des E. coli Microarrays über IRMA jeweils 

15.409 50-mer Oligonukleotidproben mit 15-mer Überlappung für alle intergenischen Regionen für beide 

Stränge des Genoms berechnet. Zusätzlich wurden jeweils die Startsequenzen der tRNAs in sense-

Richtung als Positiv-Kontrollen und deren reverse Komplemente (antisense-Richtung) als Negativ-

Kontrollen berechnet. In Vorbereitung auf die Hybridisierungen wurden E. coli Zellen in LB-Medium 

kultiviert und bei drei verschiedenen Bedingungen geerntet: (i) Bei exponentiellem Wachstum ohne 

Stress (ii) in dieser Wachstumsphase nach Hitzeschock und (iii) in der Stationärphase. Nach Isolierung 

der Gesamt-RNA und Selektion der kleinen RNA-Fraktionen (< 250 nt) wurde diese nach dem Standard-

                                                      

32 IRMA (Intergenic Regions by Microarray Analysis) in Zusammenarbeit mit S. Schroeder Schroeder (2007) 
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Verfahren Cy3-markiert und mit einem biologischen Replikat Experiment-spezifisch hybridisiert (Baum 

et al., 2003). Die während dieser Arbeit entwickelte Methode zur Auswertung der Daten ergab folgende 

Ergebnisse: Die Normalisierung der Rohdaten über Quantil (Bolstad et al., 2003) führte im Vergleich zur 

Normalisierung über Medianzentrierung zur besseren Reproduzierbarkeit über die Replikate. Der 

Schwellenwert, ab dem transkriptionelle Aktivität angenommen wird, wurde definiert als der maximale 

Wert aller tRNA-antisense Signale bzw. Negativ-Kontrollen in einem Experiment. Auf diese Weise 

konnten 50 (83 %) der 60 annotierten kleinen RNAs in E. coli über die Experimente detektiert werden, als 

Beispiel ist das Signal der 6S RNA im Experiment Stationär Phase gezeigt (Abbildung Anhang-1). 

Darüber hinaus konnte eine Korrelation zwischen der Länge der annotierten kleinen RNAs und der 

Anzahl der Signale über dem Schwellenwert für transkriptionelle Aktivität in den entsprechenden 

Genomregionen nachgewiesen werden (Abbildung Anhang-2).  

 

Abbildung Anhang-1 Signal der 6S RNA in E.coli K12 MG1655 (Stationär Phase Experiment). 
Der Screenshot zeigt die graphische Benutzeroberfläche von IRMA, in der die genomische Region und die 
intergenischen Oligonukleotide zwischen zwei ORFs (b2910 und b2912, dargestellt als Pfeile) abgebildet sind. 
Zusätzlich sind in Orange die erhaltenen Signale der 6S RNA gezeigt, die oberhalb des Schwellenwertes für 
transkriptionelle Aktivität liegen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung Anhang-2 Korrelation der Signallänge mit den Transkriptgrößen annotierter kleiner RNAs. 
Alle 50 detektierten annotierten kleinen RNAs wurden anhand ihrer Länge in Klassen sortiert und gegen die 
Durschnittsanzahl von Oligonukleotiden mit Transkriptsignal in diesen Regionen aufgetragen.  
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2 pK18mobsacB-Leervektor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung VIII-1 pK18mobsacB-Leervektor  
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3 CD (Ordnerstruktur) 

 

• Datenbank.accdb 

• Ordner „geniom-Microarrays“ 

Ergebnisse.xlsx 

Ergebnisse_Kontrollen.xlsx 

IRMA Oligonukleotide.xlsx 

IRMA.jar 

• Ordner „Sequenzierung“ 

Bioanalyzer.pptx 

Definition_3´Enden.xlsx 

Expression.xlsx 

Transkriptionsstarts-Rohdaten.xlsx 

Potenzielle_kleine_RNA_Gene.xlsx 

Liste_putative_Peptide.xlsx 

Klasse_antisense-Transkripte.xlsx 

Klasse_mRNA-Leader.xlsx 

Klasse_trans-kodierte_RNAs.xlsx 

• Ordner „Vorhersagen“ 

RNAz-Vorhersage.xlsx 

Rho-unabhängige Terminatoren.xlsx 

Mauve.txt 

Mauve.alignment 

Mauve.backbone 

Mauve.guide_tree 

Mauve.islands 

• Ordner „Analyse_cgb_16115“ 

 Zielvorhersagen_cgb_16115.xlsx 

k-Means-Cluster.xlsx 

Microarray-trifft-Vorhersagen.xlsx 

o Unterordner „EMMA2-cDNA-Microarraydaten“ 

o Unterordner „Mikroskopie“  
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