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Zusammenfassung

Bakterien stehen im andauernden Wettkampf um Nihrstoffe und Lebensraum, in dem sie
durch Produktion von Bakteriocinen, Proteinen, die fiir nah verwandte Bakterienarten giftig
sind, einen Vorteil erreichen konnen. Eine Untergruppe der Bakteriocine stellen die Colici-
ne der E.coli Bakterien dar, welche toxisch fiir nah verwandte Enterobakterien sind. Daher
stellt sich die zentrale Frage, wie ein Toxinproduzent, in Anwesenheit von externem Stress,
im Dilemma zwischen Suizid eines einzelnen Bakteriums durch die Produktion des Toxins
und Uberleben, einen Wettbewerbsvorteil fiir die gesamte Population sichern kann. Sowohl
die Stochastizitit als auch die Dynamik der Expression des Toxins und des Lysisgens wur-
den noch nicht im Detail untersucht. Zudem ist weitgehend unverstanden wie ein einzelnes

Bakterium das Colicin Operon in effektiver Art und Weise exprimieren kann.

In dieser Arbeit wurde ein doppeltes Fluoreszenzreporterplasmid eingesetzt um die Dynami-
ken der beiden zentralen Proteine cea und cel, mit Hilfe der parallelen zeitaufgeldsten Fluo-
reszenzmikroskopie, zu quantifizieren. Die genetische Information fiir das Toxin Colicin E2
liegt auf dem Plasmid pColE2-P9 und ist Bestandteil des Colicin E2 Operons, bestehend aus
einem SOS Promotor und Genen fiir die Produktion des Toxins (cea), des Immunitétsproteins
(cei) sowie eines Proteins dessen Produktion zur Zelllyse fiihrt (cel). Die SOS Antwort der
Bakterien, reguliert durch den Repressor LexA, fiihrt in Kombination mit verschiedenen wei-
teren regulatorischen Elementen zu einem Zusammenspiel zwischen transkriptioneller und
post-transkriptioneller Regulation der Produktion und Abgabe des Toxins. Die Translation des
Lysisproteins und damit die Freisetzung des Toxins wird dabei vom globalen Regulator CsrA,
im Zusammenspiel mit den sSRNAs CsrB und CsrC, gehemmt. In dieser Arbeit soll zwischen
zwel verschiedenen Szenarien unterschieden werden, durch die die Bakterien einen Vorteil

fiir die gesamte Population erreichen konnen. Zum Einen durch eine genau abgestimmte Ar-
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beitsteilung zwischen Bakterien die das Toxin produzieren und solchen die dies nicht tun,
erreicht durch heterogene Genexpression. Zum Anderen konnte der Vorteil durch einen zeit-
lichen Versatz zwischen der Expression des Toxins und des Lysisgens hervorgerufen werden,

der zum Erreichen einer effektiven Toxinkonzentration fithren wiirde.

Um zeitgleich die Expression der Gene fiir das Toxin und die Zelllyse quantitativ analysie-
ren zu konnen wurde doppeltes Fluoreszenzreporterplasmid erzeugt. Die Heterogenitit der
Expression des Colicin E2 Operons konnte mit Hilfe des Reporterplasmids bestétigt werden.
Diese Heterogenitit in der Produktion und Abgabe des Toxins verdndert sich mit sich @ndern-
den Umweltbedingungen. Bereits geringer dullerer Stress fiihrt zum Umschalten von basaler
phénotypischer Heterogenitit in einen Zustand zeitlich heterogenen Anschaltens. Ein wei-
teres Ansteigen des Stresslevels fiihrt zu einer synchronen Antwort nahezu aller Bakterien.
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Zeitpunkt der Toxinabgabe hauptsichlich durch das
mRNA-Bindeprotein CsrA reguliert wird und deshalb die Toxinabgabe durch die Zelllyse

ausgelost wird.

Um einen moglichen zeitlichen Versatz zwischen der Toxin Produktion und Abgabe zu unter-
suchen wurden verschiedene Einflussfaktoren analysiert. Unterschiede in der Stirke der SOS
Antwort der Bakterien, hervorgerufen durch veridnderte Bindestellen fiir LexA auf dem Re-
porterplasmid, fithren zu dhnlichen Effekten in der Expression von cea und cel. Dabei zeigen
sich nur kleine Unterschiede im zeitlichen Versatz zwischen der Expression von cea und cel.
Den groBten Einfluss auf den zeitlichen Versatz hat die Veridnderung der Bindewahrschein-
lichkeit des CsrA an die cel mRNA, die je nach Mutation zur Verkiirzung oder Verldngerung
fithren kann. Verdnderungen in der Verfiigbarkeit einer der sSRNAs CsrB und CsrC, die Gegen-
spieler zu CsrA darstellen, zeigten nur kleine Effekte auf die zeitliche Verzogerung zwischen

der Expression von cea und cel.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass sowohl die phinotypische Heterogenitit als auch
der Zeitpunkt der Toxinabgabe zur Effektivitit der Toxinproduktion und damit zum Erfolg der
Uberlebensstrategie beitragen. Die Ergebnisse demonstrieren, dass die post-transkriptionelle
Regulation durch den Regulator CsrA die phinotypische Heterogenitit beeinflusst und sowohl

die Effektivitdt der Toxinproduktion als auch den Zeitpunkt der Toxinabgabe steuert.



Summary

Bacteria live in a constant competition for nutrients and space with other bacteria and have
evolved several strategies to gain a benefit throughout time. One way for bacteria to win this
struggle is the production of bacteriocines, proteinacous toxins. A special group of the bacte-
riocines are the plasmidal encoded colicins of E. coli bacteria, active against closely related
Enterobactericaeae. Therefore, the central question arises to how toxin producing bacteria
ensure their competitive success at the population level in the dilemma between individual
suicide events, through toxin production and survival, in the presence of external stress. So
far, the stochastic nature and the dynamics of the expression of the toxin and the lysis ge-
ne have not been investigated in detail and little is understood about how a single bacterium

expresses the colicin operon in an effective way.

In this thesis, a double fluorescent reporter plasmid was used to quantify the dynamics of the
gene expression of the two central proteins cea and cel by means of parallelized fluorescence
time-lapse microscopy. The Colicin E2 operon is encoded on the plasmid pColE2-P9 and con-
sists of an SOS promotor and coding genes for the toxin (cea), the cognate immunity protein
(cei) and the lysis protein (cel). The combination of the SOS response of bacteria, regulated
via the repressor LexA, in concert with further regulatory elements, leads to a combination of
transcriptional and post-transcriptional regulation of toxin production (cea) and release (cel).
The global regulator CsrA (carbon storage regulator A) together with the sSRNAs CsrB and
CsrC, which act as sequestering elements for CsrA, inhibits the translation of the lysis gene
and therefore the release of the toxin, via binding to the mRNA of the colicin operon. This
thesis attempts to discriminate between two possible scenarios how bacteria can achieve a
benefit for the whole population: a well-tuned division of labor between toxin producing and

reproducing bacteria achieved by heterogeneous gene expression, or a delay between toxin
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expression and release to gain an efficient toxin concentration.

As a quantitative readout, the double fluorescence reporter plasmid for the parallel observati-
on of the expression of the toxin and the lysis gene was constructed. As expected the reporter
plasmid revealed heterogeneous expression of the Colicin E2 operon. The heterogeneity of
expression and release of the toxin changes with changing environmental conditions. A slight
increase of external stress leads to a switch of the expression characteristics from basal pheno-
typic heterogeneity to an intermediate state of heterogeneous timing. A further increase of the
stress level results in a synchronous response of nearly all bacteria. This enables the bacterial

population to react to worsening environmental conditions.

This work demonstrates that the time-point of toxin release is mainly regulated by the mRNA
binding protein CsrA. Accordingly, the time-point of the toxin release is triggered by cell
lysis. To investigate a potential time-delay between the toxin expression and release, different
influence factors were analysed. A different strength of the SOS response, realized by different
binding sites for LexA on the reporter plasmid, leads to similar differences in the expression
of cea and cel and exhibits only small effects on the time-delay between the expression of
these genes. The biggest influence was observed by altering the CsrA binding probability to
the cel mRNA. Lower binding probability due to a mutation of the reporter plasmid results
in a much lower time-delay, the use of a plasmid with an improved binding site results in a
longer time-delay. Therefore, altering the binding probability directly affects the length of the
time delay and exhibits a possibility to tune the time-delay. Alterations in the availability of
the SRNAs CsrB and CsrC, which are antagonists of CsrA, show only small effects on the

delay between cea and cel gene expression.

In summary, this work shows, that both phenotypic heterogeneity and time-point of toxin
release contribute to the effectiveness of toxin production and to the succsess of bacterial
survival strategy. The findings presented in this work demonstrate that the post-transcriptional
regulatory modul by the global regulator CsrA affects phenotypic heterogeneity and regulates

the effectivity of toxin production and the time-point of toxin release.



1. Einleitung

Diese Arbeit beschiftigt sich mit den Dynamiken der Produktion und Abgabe des Colicin
E2 Toxins. Hierbei wird der Focus darauf gelegt zu verstehen, wie diese Dynamiken dazu
beitragen konnen, dem produzierenden Bakterium einen Wettbewerbsvorteil gegeniiber nah
verwandten Bakterien, die die selben Nihrstoffe bendtigen, zu verschaffen. Dazu ist es not-
wendig die zu Grunde liegenden Regulationsmechanismen zu verstehen. Entscheidende An-
satzpunkte sind dabei, zu verstehen, welchen Einfluss die tanskriptionelle Regulation bzw.
die post-transkriptionelle Regulation auf die Expression einzelner Gene ausiibt und wie diese
Einfliisse die Heterogenitit des Systems verdndern. Diese Mechanismen konnen mit einem
Verstindnis der theoretischen Grundlagen der Regulationen und insbesondere mit Hilfe von
zeitaufgeloster Einzelzellmikroskopie in Verbindung mit quantitativer Auswertung der Mess-
daten untersucht werden. In der Einleitung wird daher zunéchst auf allgemeine Regulations-
mechanismen und die Grundlagen der Genetik eingegangen bevor in den Kapiteln [2.2] und

[2.3] die fiir das Colicin E2 System spezifischen Mechanismen betrachtet werden.

Wissenschaft besteht aus Fakten wie ein Haus aus Backsteinen, aber eine Anhdufung von

Fakten ist genau sowenig Wissenschaft wie ein Stapel Backsteine ein Haus ist.

Henri Poincaré

Die Eigenschaften eines Lebewesens basieren auf den Informationen, die auf dem Genom ab-
gespeichert sind. Die Frage wie die im Genom enthaltene Information tatsdchlich umgesetzt

wird, wurde von Francis Crick 1958 mit der Aufstellung des zentralen Dogmas der Mikrobio-
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logie beantwortet. Dieses besagt, das Informationen die in der DNA (Desoxyribonucleinsidu-
re) auf dem Genom gespeichert sind, abgelesen und in mRNA umgeschrieben werden. Die
auf der mRNA codierten Informationen konnen im Anschluss in Proteine iibersetzt werden

[1]. Diesen Gesamtprozess bezeichnet man als Genexpression (siche Abbildung|[I.).

Replikation

DNA

Transkription

RNA Translation } Protein

Abbildung 1.1.: Zentrales Dogma der Mikrobiologie: Darstellung der Informationsflussrichtungen nach
Crick [1] im Pfeildiagramm. Die DNA repliziert sich selbst und kann in RNA umgeschrieben werden (Tran-

skription). Diese wird im Anschluss in Proteine iibersetzt (Translation).

Nach dieser Darstellung sind nicht alle Richtungen des Informationsflusses moglich. Er-
laubt sind DNA Replikation (DNA—DNA), Transkription (DNA—RNA) und Translation
(RNA—Protein) [1]] (siche Abbildung|[I.T]). Weitere in Spezialfillen ablaufende Prozesse sind
die RNA Replikation, z.B. durch RNA abhingige RNA-Polymerasen in RNA-Viren [2], die
reverse Transkription der RNA zur DNA z.B. in Retroviren [3] und die direkte Translation der
DNA zu Proteinen die allerdings nur in vitro nachgewiesen wurde [4]]. Sowohl die Transkrip-
tion, (Ubersetzung von DNA durch die DNA abhiingige RNA Polymerase in RNA), als auch
die Translation, (Ubersetzung der mRNA durch die Ribosomen in Proteine) wird an vielen
Stellen von unterschiedlichen Spielern reguliert. Prokaryoten ermoglicht dies auf sich verén-
dernde Umweltbedingungen, Nahrungsquellen oder Gefahren zu reagieren (3, 16, [7]]. Gleich-
zeitig wird durch die spezifische Regulation die Verschwendung von Ressourcen vermieden,
da ein Gen nur dann exprimiert wird wenn das spezifische Genprodukt, beispielsweise ein

Protein, tatsichlich gebraucht wird.



Dabei sind verschiedene Regulationsmechanismen moglich. Auf der Stufe der Transkription
kann es entweder zur Aktivierung oder zu einer Repression der Genexpression [8] kommen.
Das E.coli CAP Protein (Katabolit Aktivator Protein) stellt ein Beispiel fiir die Aktivierung
der Transkription dar. Bindet cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) an CAP, fiihrt das
zur Verbesserung der Bindung zwischen CAP und der DNA [9, [10]. Dadurch wird die Bin-
dung der DNA abhingigen RNA Polymerase zur DNA verstéirkt [[11]. Unter anderem wird
die Transkription des Lac-Operons, das fiir den Transport und den Abbau von Laktose in
Bakterien zustindig ist [[12]], von CAP aktiviert. Im Gegensatz dazu kann es auch zu einer Re-
pression der Transkription kommen. Ein Beispiel hierfiir ist das Protein LexA, das gebunden
an eine Erkennungssequenz die meist mit der Promotorsequenz des regulierten Operons iiber-
lappt, die Bindung der DNA abhiingigen RNA Polymerase [[13] stort. Ein weiteres Beispiel der
Repression, das Protein FUR, geht mit zweifach geladenen Metallionen eine Bindung ein, die
es ihm ermoglicht an FUR-Boxen auf der DNA zu binden und die Transkription des jeweiligen
Operons zu unterbinden [14]]. Diese Regulationsmechanismen konnen zusétzlich von weite-
ren Proteinen beeinflusst werden. So wirkt zum Beispiel im Falle von LexA eine vermehrte
Expression des Proteins RecA in Stresssituationen der Inhibition durch LexA entgegen [15]].
Dabei kommt es zur Ausbildung von RecA-ssDNA Filamenten, die eine Selbstabspaltung von
LexA induziert. Dadurch kann es zur Transkription des entsprechenden Operons [13] kom-
men. RecA und LexA iiben also durch ihr regulatorisches Zusammenspiel einen Einfluss auf

die Transkriptionsrate des regulierten Operons aus.

Neben der transkriptionellen Regulation kann auch die Translation durch verschiedene regula-
torische Elemente beeinflusst werden [[16,17]. So konnen zum Beispiel mRNA-Bindeproteine
die Anbindung der Ribosomen an die RBS (Ribosombindestelle) der mRNA verschlechtern
bzw. verbessern. Ein Protein dieser Klasse ist CsrA, dass regulatorisch auf den Zuckerhaushalt
der Bakterien wirkt [18]]. Es bindet an spezifische mRNA Sequenzen, die sich hiufig iiberla-
gern mit der Ribosom Bindestelle eines Proteins. Durch diese Bindung wird die Expression
des Proteins verschlechtert oder ganz unterbunden [18]]. Je nach Art der Bindestelle kann das
Protein CsrA auch die Produktion von Proteinen aktivieren, z.B. wird die Translation des

Proteins flhDC von CsrA aktiviert [[19]. Nicht Protein codierende kurze RNA Stiicke (SRNA,
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shortRNA) stellen ebenfalls posttranskriptionelle Regulatoren dar [20, 21]. Zum Einen bin-
den sie, wie z.B. CsrB und CsrC [22] mRNA-Bindeproteine, die dann nicht mehr fiir die
Regulation der Translation zur Verfiigung stehen. Zum Anderen konnen sRNA’s direkt die
Ubersetzung von mRNA in Proteine beeinflussen, indem sie zum Abbau der mRNA fiihren
noch bevor diese translatiert werden kann. Ein Beispiel hierfiir stellt, wie in Prevost et al.
[23] gezeigt, die SRNA RyhB dar, die durch ihre Bindung an die mRNA des Gens sodB die

Degradation dieser mRNA induziert.

Neben diesen bereits weitgehend gut verstandenen Regulationsmechanismen gibt es weitere
Spieler die die Regulation beeinflussen konnen. Ein Beispiel hierfiir stellt die ssDNA (ein-
zelstringige DNA) dar, deren Anwesenheit die Expression von Genen beeinflussen kann.
Einzelstranigige DNA, hervorgerufen durch die Schidigung der dsDNA (doppelsttringigen
DNA), induziert die Expression des Proteins RecA und beeinflusst damit mittelbar, tiber die

Induktion der Selbstabspaltung des LexA Proteins die SOS Antwort des Bakteriums [24].

Die Expression einzelner Gene, oder eines Operons, wie im Fall des Colicin E2 (Kapitel
[2.1), hingt von vielen verschiedenen Faktoren ab. Komplexe Regulationsnetzwerke fiihren in
der Regel nicht zu einem einfachen ,,AN-AUS* Verhalten, sondern die Expression ist iiber
Gleichgewichte von Proteinen oder die Verkniipfung der einzelnen regulatorischen Elemente

bestimmt.

Generell konnen komplexe biologische Prozesse in biochemische Reaktionen aufgeteilt wer-
den, wobei sich diese Reaktionen in einem stationdren Nichtgleichgewichtszustand [25] befin-
den, der durch freien Austausch von Energie und Materie mit der Umgebung gekennzeichnet
ist [25]]. Mit Hilfe der theoretischen Physik ist eine Modellierung dieser Prozesse moglich. Um
die Voraussagen der Modelle zu iiberpriifen, bedarf es der experimentellen Bestédtigung. Dabei
sind Messungen auf Einzelzellebene notig, da viele regulatorische Effekte im Mittel iiber eine
ganze Population nicht erkennbar wiren [26]. Die Analyse von dynamischen Prozessen, wie
zum Beispiel der Expression eines bestimmten Proteins, auf Einzelzellebene kann mit Hil-

fe von zeitaufgeloster Einzelzellmikroskopie realisiert werden. Diese dynamischen Prozesse



sind oft duBerst komplex. Ziel dieser Arbeit war es die Dynamiken der Expression verschie-
dener Gene am Beispiel der Expression des Toxins (cea) und des Lysisgens (cel) des Colicin
E2 Operons genauer zu studieren um einen Einblick in die komplexen Regulationsmecha-
nismen die der Toxinproduktion und Abgabe zu Grunde liegen zu erlangen. Durch zeitauf-
geloste Analyse konnen die Dynamiken der einzelnen Regulationsschritte und der Zeitpunkt
ihres Anschaltens ermittelt werden. Mit Hilfe der quantitativen zeitaufgelosten Einzelzellmi-
kroskopie ist es moglich den zeitlichen Verlauf der Expression der Gene einzelner Proteine
in einem Bakterium zu beobachten, Proteine iiber deren Menge bzw. Zeitpunkt der Produkti-
on man mehr erfahren mochte sind zum Beispiel die Bakteriocine. Dabei handelt es sich um
von Bakterien gebildete Toxine, die wirksam gegen andere Bakterien sind [27, 28]]. Die Bak-
teriocine stellen eine mogliche Alternative zu herkdmmlichen Antibiotika, auf Grund ihrer
Wirkungsweise, dar [27, 29]. Steigende Zahlen multi-resistenter Bakterienstimme lassen die
herkdmmlichen Antibiotika immer mehr an Wirkung verlieren 30} 31]]. In dieser Arbeit wird
ein Mitglied der Gruppe der Colicine, einer Untergruppe der Bakteriocine mit sehr engem
Wirtstropismus untersucht [32, 33} 134]]. Das auf einem Plasmid codierte Colicin E2 Operon,
produziert unter Einfluss von Stress das Toxin Colicin E2, das aktiv ist gegen nah verwandte
Enterobakterien [32]. Das Colicin E2 System stellt auf Grund seiner komplexen Regulation
der Produktion und der Abgabe der Colicins [33] (siche Abbildung [2.2) ein gutes Modell-
system dar. In diesem System findet ein Zusammenspiel verschiedener transkriptioneller und
post-transkriptioneller Regulationsmechanismen statt. Dieses Zusammenspiel muss, um Bac-
teriocine und speziell Colicine gezielt einsetzen zu konnen, genau verstanden werden. Fiir das
Verstindnis wiederum ist eine genaue Analyse der Expression und Regulation der einzelnen
Bestandteile des Operons notig. In Kombination mit analytischen Modellen konnen dadurch
exakte Aussagen iiber die Schnelligkeit, Stirke und Effektivitdt der Colicin Produktion und

Abgabe getroffen werden.

Eine Moglichkeit die regulatorischen Zusammenhinge, also das Zusammenspiel der Proteine
und weiterer regulatorischer Elemente zu ermitteln, stellen fundierte biologische Studien dar.
Eine quantitative Aussage kann dennoch, aus diesen Studien meist nicht getroffen werden.

Durch eine physikalische Herangehensweise wird die quantitative Auswertung der gemesse-
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nen Daten ermoglicht. Zudem kann auf Grund der hoheren Sensitivitét und besseren zeitlichen
Auflosung eine Auswertung der Daten hinsichtlich der zu Grunde liegenden Reaktionskineti-
ken erfolgen. In dieser Arbeit wird zeitaufgelste Fluoreszenzmikroskopie (siehe Kapitel
eingesetzt um hoch sensitiv schnelle Anderungen oder sehr kleine Unterschiede in der Gen-
expression zu detektieren. Dabei werden unter Verwendung diverser gentechnisch erzeugter
Mutanten (siehe Kapitel die Unterschiede in den Kinetiken der Regulationsmechanismen

analysiert die die Expression der einzelnen Gene des Colicin E2 Operons beeinflussen.

In den folgenden Kapiteln werden als einfithrende Grundlagen (Kapitel [2) die Funktion und
der Aufbau des Colicin E2 Operons, die Grundlagen der Regulation auf transkriptioneller
und post-transkriptioneller Ebene gezeigt, auBerdem wird ein erstes Modell vorgestellt, das
die post-transkriptionelle und die transkriptionelle Regulation des Colicin E2 Operons be-
riicksichtigt. Im Kapitel Materialien und Methoden (Kapitel [3) werden die Klonierung der
Mutanten, die Sequenzierung des gesamten pColE2-P9 Plasmides und die Durchfithrung der
Experimente beschrieben. Die Dynamik der Expression der Gene des Colicin E2 Operons und
die biologische Signifikanz einer zeitlichen Verzogerung zwischen der Toxinexpression und
der Abgabe durch Zelllyse werden in Kapitel |4|dargestellt und diskutiert. Auerdem wird auf
den Einfluss von Veridnderungen in den Elementen der transkriptionellen als auch der post-
transkriptionellen Regulation der Expression eingegangen. Kapitel [5|fasst die Ergebnisse aus
Kapitel 4/ im Bezug auf die Effektivitit und den moglichen Nutzen der Bacteriocin Plasmide

zusammen und gibt einen Ausblick auf mogliche weitere Forschungsansitze.

10



2. Einfuhrende Grundlagen

2.1. Das Colicin E2 Operon

Um eine Analyse der Dynamiken der Expression einzelner Gene durchfithren zu kénnen, ist
es notwendig im Vorfeld zu verstehen wie genetische Information auf dem Genom codiert
ist und welche Faktoren moglicherweise die Expression der Gene beeinflussen. Héufig sind
genetische Informationen in Cluster, so genannten Operons zusammengefasst. Das Konzept
der Organisation genetischer Elemente in diesen Clustern geht auf F. Jacob und J. Monod
[35] zuriick. Von ihnen wurde im Jahr 1960 das Konzept des Operons fiir die im Laktose
Stoffwechsel in E.coli beteiligten genetischen Elemente entwickelt [35] und ein Jahr spiter
um regulatorische Elemente erweitert [36]. Nach den Entdeckern besteht ein Operon aus drei
grundlegenden Elementen, einem Promotor, der durch die Anbindung der DNA abhingigen
RNA Polymerase die Transkription der DNA zu mRNA ermoglicht. Des Weiteren aus Opera-
toren, die an spezifische Gensequenzen (regulatorische Elemente) binden konnen und aus den
Genen die die genetische Information zur Bildung von Proteinen enthalten. Im Lac-Operon
sind diese Element durch den Repressor Lacl, eine Promotorsequenz, sowie drei offenen Le-
serahmen fiir Proteine LacZ, LacY und LacA realisiert [35)]. Der Aufbau eines Operons und

dessen Regulation wird am Beispiel des Laktose Operons in Abbildung dargestellt.
Der Zusammenhang zwischen der Anbindung eines Operators an die DNA und der Produk-

tion der spezifischen mRNA (siehe Abbildung [2.1)) stellt die Basis der Regulation der produ-

zierten mRNA Mengen in einer bakteriellen Zelle dar. Im Colicin E2 Operon sind die drei

11
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Transkription blockiert

lac-Promotor | lac-Operator

Transkription setzt sich fort

lac-Promotor | lac-Operator

Abbildung 2.1.: Schema der strukturellen Elemente eines Operons am Beispiel des Laktose Operons aus
E.coli: Teil A zeigt einen DNA Strang mit den Elementen lac-Promotor, lac-Operator, sowie den Strukturgenen
lacZ, lacY und lacA. AuBlerdem ist die RNA Polymerase und der Repressor des Laktose Operons dargestellt.
Durch die Bindung des Repressors an den Operator wird die Transkription der DNA durch die DNA abhingige
RNA Polymerase in RNA verhindert. Teil B zeigt den Einfluss des Aktivators, der die Bindung zwischen dem

Repressor und dem Operator verhindert und dadurch die Transkription der DNA erméglicht.

Bestandteile eines Operons durch den Promotor mit den -35 und -10 Signalen [37], die SOS
Box an deren Sequenz das Protein LexA binden kann [38]] und drei offenen Leserahmen fiir
das Toxin (cea), das Immunitdtsprotein (cei) sowie das Lysisgen (cel) gegeben (siehe
dazu Abbildungen [2.2] und [3.6). Durch einen zusitzlichen Promotor P.; wird eine konstitu-
tive Expression des Immunititsgens erreicht und damit eine Schidigung der eigenen DNA
durch das in der Zelle produzierte Toxin unterbunden [39, 40]]. Eine weitere Moglichkeit zur
Unterbindung der Schidigung stellt eine translationelle Kopplung der Expression des Toxins
und des Immunititsgens [39] dar. Bekannt ist diese Kopplung, bei der das Stopcodon des vor-
angehenden Gens mit der Ribosombindestelle des folgenden Gens iiberlappt, bereits fiir das
Trypthophan [41]] und das Galaktose [42] Operon von E.coli. Im Colicin E2 Operon finden

sich Indikatoren fiir beide Regulationsarten. Zum Einen kann eine Promotorsequenz mit den
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2.1. Das Colicin E2 Operon

Bestandteilen (-35, 5’-GTGACC) und (-10, 5’-CATATGG) im passenden Abstand von Tran-
skriptionsstart gefunden werden [39]]. Zum Anderen befindet sich die Ribosombindestelle des
cei Gens (5’-TAAG) innerhalb des offenen Leserahmens des Toxin Gens was fiir eine ge-
koppelte Expression der beiden Gene sprechen wiirde [39]. Der effektive Schutz der eigenen
DNA vor dem in der Zelle produzierten Toxin, wird somit wahrscheinlich durch eine doppelte

Regulation gewihrleistet.

RecA —— ‘
! T+

T2
PSOS Pce\ C I' . E2 Pg
— -
’_>|:|| cea || cei <m> cel |? prolcin

A S0S box (LexA Bindestelle)

SOS Antwort -
(Mitom;cvivnoc:) |__cea || cei |) kurze mRNA
| _cea |[cei|Z[cel] | lange mRNA
?
-‘V mRNA Bindung
Verhinderung der Tanslation

CsrB/CsrC | ‘

Abbildung 2.2.: Das Colicin E2 Operon: Darstellung des Colicin E2 Operons mit den Genen cea, cei und cel
sowie den Promotoren Pgog, P..i, den Terminatoren T1 und T2, sowie der Bindestelle fiir LexA. Desweiteren
sind die zwei verschiedenen mRNA Transskripte; kurze und lange mRNA mit der CrsA Bindestelle, iiberlappend
mit der Shine-Dalgarno Sequenz des cel Gens, gezeigt. Unterhalb der beiden mRNA Stiicke ist der potentielle
Einfluss (gekennzeichnet durch ein ?) der der sSRNAs CsrB und CsrC auf die post-transkriptionelle Regulation

durch die Bindung von CsrA an die lange mRNA dargestellt.

Die Regulation der Expression des gesamten Operons ist gesteuert iiber eine SOS-Box, die
eine sich iiberlappende Bindestelle fiir zwei LexA Dimere enthilt [38] 43, 44]]. Somit ist wéh-
rend des exponentiellen Wachstums, durch die Bindung der LexA Dimere an die SOS Box,
die Expression des Operons unterdriickt. Nach einer Schiadigung der DNA wird die Bildung
von RecA Nucleoproteofilamenten induziert [45, 46]. Diese Filamente entstehen durch die
Bindung von RecA an einzelstringige DNA (ssDNA). In der Folge wird durch die Selbstab-
spaltung der LexA Dimere, induziert durch die RecA Proteofilamente bei Bakterien die so

genannte SOS Antwort ausgelost [45)]. Dabei wird die Bindung von LexA an die Promotor-
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2. Einfiihrende Grundlagen

sequenzen getrennt und zum Beispiel die Expression von UvrABC [46], einem System zur

DNA Reparatur, ermoglicht.

Betrachtet man das Colicin E2 Operon so wird durch die Abspaltung des LexA, die zuvor ver-
hinderte Transkription der mRNA ermoglicht. Durch das Vorhandensein zweier verschiedener
Terminatoren T1 und T2 (sieche Abbildung konnen zwei unterschiedlich lange mRNAs
gebildet werden [40, 47]. Zum Einen die kurze mRNA, die nur die Gensequenzen fiir die
Toxinproduktion (cea) und die Produktion des Immunitétsproteins (cei) enthélt und mit dem
Terminator T1 endet. Kann dieser Terminator iiberlesen werden, entsteht zum Anderen eine
lange mRNA, die zusitzlich zu den Genen fiir das Toxin und das Immunitétsprotein noch die

Sequenz fiir die Produktion des Lysisproteins (cel) beinhaltet.

Auf Grund der Tatsache, dass zur Bildung langer mRNA ein Terminator iiberlesen werden
muss, sollte wesentlich mehr kurze mRNA als lange mRNA gebildet werden und somit im
Vergleich zur Toxinmenge die Menge des Lysisproteins kleiner sein. Dies wurde von Yang et
al. 2010 [47] fiir das zum Colicin E2 sehr @hnliche Colicin E7 Operon postuliert. Die beiden
Operons weisen Homologien in den Sequenzen auf, die sich iiber die regulatorischen Sequen-
zen, sowohl fiir die transkriptionelle als auch fiir die post-transkriptionelle Regulation, erstre-
cken. Deshalb kann vermutet werden, dass die Regulation des Colicin E2 Operons in dhnlicher
Weise wie die des Colicin E7 Operons von statten geht [33]]. Auf post-transkriptioneller Ebe-
ne ist die Translation des Lysisproteins durch die Bindung des mRNA Bindeproteins CsrA
[48]] an eine Doppelbindestelle, die im Bereich des Terminators T1 liegt, und mit der Ribo-
sombindestelle (RBS) des Lysisproteins iiberlappt [33,47], gehemmt (siche Abbildung[2.2).

Erst nach Auflésung dieser Bindung, kann es zur Translation des Lysisgens (cel) kommen.

Die Verfiigbare Menge an CsrA Proteinen und somit die Translation des Lysisgens (cel) wird
unter anderem beeinflusst durch die beiden regulatorischen SRNAs CsrB und CsrC [47]. Die
sRNA CsrB besitzt 18 potentielle Bindestellen fiir CsrA und kann bis zu 9 CsrA Dimere bin-
den [49], CsrC hingegen weist nur 9 Bindestellen auf und kann somit maximal 5 CsrA Dimere

binden [50]. In Abwesenheit einer der beiden sSRNAs, wird die andere SRNA iiberexprimiert
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2.2. Transkriptionelle Regulation

um die Aufgaben der jeweils anderen mit zu tibernehmen [S0]. Deshalb wurde zur Untersu-
chung der Effekte der sSRNAs auf die Expression des cel und cea Gens, eine Doppelmutante
mit Knockouts von CsrB und CsrC im Genom des BZB1011 erstellt (siche Kapitel und
Tabelle [D.4). Yang et al. [47] fiihrt die post-transkriptionelle Regulation im Colicin E7 Ope-
rons auf den Riickgang der Menge an sSRNAs CsrB und CsrC unter Stress zuriick. Da die
Menge an CsrA Protein wihrend des Stresses als konstant angenommen wird[47], wird ein

Einfluss auf die Regulation iiber die Expression von CsrA verneint.

2.2. Transkriptionelle Regulation am Beispiel des

Colicin E2 Operons

Das Colicin E2 Operon wird wie im Kapitel dargestellt sowohl auf transkriptioneller als
auch auf post-transkriptioneller Ebene reguliert. In fritheren Studien konnte bereits gezeigt
werden, dass das gesamte Operon heterogen exprimiert wird [51, 152} 153]]. Die Regulation der
Heterogenitit und der Einfluss der Heterogenitit auf die Expression des Toxin (cea) und Lysis
(cel) Gens sind allerdings noch nicht verstanden. Hieraus ergeben sich folgende Fragen, die

im Rahmen dieser Arbeit beantwortet werden sollen:

Worauf wirkt die transkriptionelle Regulation? Ist die Wirkung dieser Regulation auf
die Expression des Toxin Gens beschrinkt oder wirkt sie ebenso auf die Expression des

Lysisgens?

Wirkt die post-transkriptionelle Regulation nur auf die Expression des Lysisgens?

Wie beeinflussen diese Regulationsmechanismen die Heterogenitét?

Welche biologische Signifikanz steckt hinter dieser Art der Regulation?
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2. Einfiihrende Grundlagen

Im folgenden wird ausgehend von allgemeiner transkriptioneller Regulation auf die transkrip-
tionelle Regulation des Colicin E2 Operons eingegangen. Um effektiv auf Gefahren reagieren
zu konnen, ist es notwendig, dass die transkriptionelle Regulation in Bakterien mit hoher
zeitlicher und ereignisorientierter Genauigkeit ablduft. Deshalb bildet der Beginn der Tran-
skription und somit die Bindung der RNA Polymerase an die DNA die Schliisselstelle der
Regulation [8]]. Durch DNA Bindeproteine kann es entweder zu einer Aktivierung (Verbesse-
rung der Bindung der Polymerase an die DNA) [54] oder zu einer Repression (Verhinderung
bzw. Verschlechterung der Bindung an die DNA) [S5] kommen. Einer der am besten unter-
suchten bakteriellen Repressoren ist das DNA Bindeprotein LexA [13]], das mit verschieden
hohen Homologien in vielen Prokaryoten vorkommt [[13]]. Das LexA Protein bindet als Dimer
an Erkennungssequenzen innerhalb der Promotorsequenz der Gene oder des Operons und
verhindert dadurch das Anbinden der o-Faktoren, die wiederum fiir die Bindung der Polyme-
rase an die Promotorsequenz notig sind [8]. Das LexA Protein stellt den Hauptregulator des
SOS-Systems der E. coli Bakterien dar und ist in die Regulation von iiber 40 in die Reparatur
der DNA und die Stressantwort involvierter Gene [13] eingebunden. Das Protein RecA bildet
den Gegenspieler zu LexA. Wird die eigene DNA geschidigt kann es zur Bildung von ein-
zelstringiger DNA kommen. Diese katalysiert die Bildung von RecA-Proteofilamten, die im
Anschluss zur Selbstspaltung der gebundenen LexA Dimere an der Stelle Ala84 und Gly85
[[L3] fiihren. Die LexA Monomere konnen nicht mehr an die DNA binden, dadurch kommt es
zur Aktivierung der bisher durch die gebundenen LexA Dimere gehemmten Promotoren [[13]].
Dieses Zusammenspiel der einzelnen Komponenten des SOS Systems sollte zum Einen sehr
schnell von statten gehen, um adidquat auf negative Umweltbedingungen reagieren zu kon-
nen. Zum Anderen muss es nach Beendigung des Stresses wieder in den Ausgangszustand
der Repression der SOS Gene zuriickkehren konnen [56]. Die durch das LexA/RecA System
regulierten Gene zeigen hidufig phinotypische Heterogenitit [57)], dadurch ist es Bakterien
moglich auf Verdnderungen in den Umweltbedingungen zu reagieren die nicht vorhersehbar
waren [S7]. Die transkriptionelle Regulation spielt dadurch eine gro3e Rolle bei der Regu-
lation der Expression von Bakteriocinen [38]], deren Transkription durch die Bindung von
LexA an eine 16 Basen lange Bindesequenz, die LexA Bindestelle oder SOS Box genannt

wird [58]], gehemmt wird. Die Sequenz der Bindestelle beeinflusst die Stirke der Bindung der
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2.2. Transkriptionelle Regulation

LexA Dimere an die jeweilige SOS Box [38]].

Einzelne Reaktionen, wie zum Beispiel die Bildung von RecA Filamenten oder die Abspal-
tung von LexA von der SOS Box, lassen sich in Regulationsschemata zusammenfassen. Dar-
aus konnen Netzwerke entwickelt werden, die aus unterschiedlichen Bausteinen (Reaktionen)
zusammengesetzt sind. Die einfachsten dieser Bausteine stellen Reaktionen dar, im Rahmen
derer das Gen y, ohne die Anwesenheit weiterer duflerer Einfliisse, vom Transkriptionsfaktor
x reguliert wird. Beispiele hierfiir sind: Die negative Autoregulation (NAR) bei der das Pro-
tein (ein Transkriptionsfaktor) das aus einem Gen gebildet wird als sein eigener Repressor
wirkt; sowie die positive Autoregulation (PAR), bei der der gebildete Transkriptionsfaktor die
Transkription des eigenen Gens aktiviert (siehe hierzu Abbildung[2.3)) [59].
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Abbildung 2.3.: Einfache Regulationselemente: Im Teil A der Abbildung ist das Schema der positiven Au-
toregulation dargestellt. Es wird die mRNA fiir das Gen x gebildet und anschlieend in das Protein iiberstetzt.
Dieses Protein fiihrt dann, durch Bindung an den Operator, zu einer Erhohung der Aktivitit des eigenen Promo-
tors. In Teil B ist die negative Autoregulation dargestellt, bei der es nach Bildung des Proteins Y zur Inhibition

des Promotors durch die Bindung des Proteins Y an den Operator vor dem eigen Promotor kommt.
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2. Einfiihrende Grundlagen

Ein Beispiel fiir die negative Autoregulation (NAR), die in transkriptionellen Netzwerken
von Prokaryoten weit verbreitet ist [[60]], stellt die SOS Antwort der E.coli Bakterien dar. Der
Repressor LexA reprimiert unter anderem auch seinen eigenen Promotor, was zu einer schnel-
leren Antwort des Systems und einer reduzierten Zell zu Zell Varianz der LexA Proteine fiihrt
[59! 61]]. Beides sind fiir ein SOS System der einzelnen Bakterien einer Population wichtige
Eigenschaften um schnell und gleichzeitig auf Stress reagieren zu konnen. Aus diesen und
weiteren Bausteinen konnen dann komplexe regulatorische Netzwerke, wie zum Beispiel das
Netzwerk der Regulation der Transkription in E.coli [62] aufgebaut werden. Die Zell zu Zell
Varianz der Expression einzelner Proteine, die unter anderem von der Menge an mRNA und
deren Varianz zwischen den Zellen abhiingt, fordert die Flexibilitdt der Bakterien, die fiir eine
Reaktion auf rasch wechselnde Umweltbedingungen nétig ist. Des Weiteren ist durch diese
Varianzen eine Ausbildung phinotypischer Heterogenititen genotypisch gleicher Bakterien

moglich [63]].

Einen Weg um transkriptionelle Regulation theoretisch zu analysieren, stellen deterministi-
sche Ratengleichungen dar, die fiir ein einfaches Modell nach Kaern et al. [63]], wie folgend

aufgestellt werden konnen:

d[M] kon SA k?off SR
— AL Roff PR 5o 2.1
At kon+ kost V' kon + kogs V m{M] 2D
d[P
A _ oot — el 22)

Dabei spielen das Zellvolumen V/, die Degradationsraten der mRNA und des mRNA Binde-
proteins dp[M] bzw. dp[P], die Rate der Proteinsynthese sp[M], die Raten k,,, und ks, die
den Ubergang vom aktiven in den reprimierten Zustand des Promotors beschreiben und die
Rate der aktivierten s4 bzw. reprimierten sy mRNA Synthese eine Rolle. Systeme die diesen
Gleichungen gehorchen miissen zwei Randbedingungen erfiillen, um das Rauschen in diesem
gekoppelten Gleichungssystem klein zu halten [63]. Das an sich stochastische System kann

dann durch diese deterministischen Ratengleichungen angenédhert werden, wenn zum Einen
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2.2. Transkriptionelle Regulation

das makroskopische Limit vorliegt, das bedeutet die Raten der mRNA Synthese (s4 und sg)
und das Zellvolumen V' werden, bei gleich bleibenden Verhiltnissen s4/v und sr/v, gro. Zum
Anderen muss das Limit schneller chemischer Kinetiken gelten, das bedeutet die Raten k,,,
und ks, steigen an bei gleichbleibendem Verhiltnis zueinander [63]]. Hier zeigt sich, dass
kleines Volumen oder langsames Umschalten der Promotoren, bei gleichbleibenden weiteren
Parametern, zum Ansteigen des Rauschens fiihrt [63]. Zusammen mit einer schnellen Expres-
sionskinetik der Promotoren kann Rauschen im System, ein Indikator fiir das Auftreten von
phénotyischer Heterogenitét darstellen [63]. Elowitz et al. [64] zeigen in ihrer Arbeit das die-
ses Rauschen sich aus zwei verschiedenen Bestandteilen zusammensetzt, dem Rauschen das
dem biochemischen Prozess der Expression des regulierten Gens inhérent ist (intrinsisches
Rauschen) und den Fluktuationen anderer zelluldrer Komponenten (extrinsisches Rauschen).
Jede Genexpression die intrinsisches Rauschen zeigt, ist fiir andere Komponenten wieder ei-
ne Quelle extrinsischen Rauschens [64]. Dieses Rauschen kann ebenfalls einen Grund fiir das
Auftreten von phénotypischer Heterogenitit darstellen [64]. Das Zusammenspiel von LexA
und RecA, zweier Regulatoren des SOS Systems von E.coli [7], fithrt zusitzlich durch tran-
skriptionelle Regulation eines Colicin Operons zur Ausbildung von phéanotypischer Hetero-
genitit [S7]. Colicin Operons zeigen keine basale Expression, daher hingt die Ausbildung der
phénotypischen Heterogenitidt nach Kamensek ef al. [57] primir von stochastischen Faktoren
(Rauschen) und der Bindestirke der LexA Bindestellen im Bereich des Promotors des Colicin
E2 Operons ab. Friedman et al. [26] beschreiben in ihrer Arbeit das Antwortverhalten des fiir
die Reparatur von DNA verantwortlichen Netzwerks in E.coli. Dieses Netzwerk wird, wie die
Expression von Colicin Operons, reguliert durch LexA und RecA in der SOS Antwort der
E.coli Bakterien [26]. Dabei wurde eine pulshafte oszillierende Promotoraktivitit die zu einer
oszillierenden Expression der regulierten Gene fiihrt beobachtet, die Zahl der beobachteten
Oszillationen hingt von der Stidrke der vorangegangen Schiadigung der DNA ab [26]. Fiir das
Colcin E2 Operon ist zu erwarten, dass die transkriptionelle Regulation die heterogene Ex-
pression des Colicin E2 beeinflusst und unter der Voraussetzung, das die Bakterien nur kurz
dusserem Stress ausgesetzt sind, vielleicht ebenfalls ein oszillierendes Verhalten der Expres-
sion der Gene beobachtet werden kann. Das Colicin E2 Operon weist neben den LexA Binde-

stellen der transkriptionellen Regulation weitere Bindestellen und Terminatoren auf, die auf
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2. Einfiihrende Grundlagen

eine post-transkriptionelle Regulation der Translation des Lysisproteins hinweisen. Deshalb
wird im Kapitel 2.3 zunéchst auf die allgemeinen Eigenschaften der post-transkriptionellen
Regulation eingegangen. Im Anschluss daran wird in ein erstes Modell zur theoretischen Be-

schreibung des Colicin E2 Operons und seiner Regulation dargestellt.

2.3. Post-transkriptionelle Regulation und

theoretische Betrachtung des Colicin E2 Operon

Wie im Kapitel [2.2] beschrieben wird fiir die transkriptionelle Regulation sowohl ein Ein-
fluss auf die Expression des Toxingens (cea), als auch die des Lysisgens (cel) erwartet. Im
Gegensatz dazu erwartet man fiir die post-transkriptionelle Regulation in erster Linie einen
Einfluss auf die Expression des Lysisgens, da die Bindestellen, die im Zusammenspiel mit
dem mRNA Bindeprotein CsrA die Expression post-transkriptionell regulieren, kurz vor bzw.
iberlappend mit dem Transkriptionsstart des Lysisproteins liegen (siche Kapitel [2.1). Die
post-transkriptionelle Regulation setzt nach Bildung der mRNA ein und dient zur Regulation
der Ubersetzung der mRNA in das tatsichliche Protein. Die Regulation auf dem Level der
Translation wird hiufig zur schnellen Reaktion auf Anderungen in den Umweltbedingungen
oder zur Feinabstimmung des gesamten Regulationsprozesses genutzt [65]. Der Prozess der
Translation kann zum Beispiel durch mRNA Bindeproteine oder SRNAs beeinflusst werden
[66]. Generell kann die post-transkriptionelle Regulation durch mRNA-Bindeproteine nach

van Assche et al. [66] auf verschiedene Art und Weise erfolgen:
¢ Beeinflussung der Degradation von SRNA und mRNA durch verschiedene RNasen:
Durch die Bindung des mRNA-Bindeproteins kann es sowohl zur schnelleren Degrada-

tion der mRNA, als auch zum Schutz der mRNA vor Degradation kommen.

e Verinderung der Zuginglichkeit der Ribosombindestelle der mRNA: Wichtig fiir
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2.3. Post-transkriptionelle Regulation

die Bindung des Ribosoms an die mRNA sind die Basen -20 bis +19 relativ zum Start
Codon der mRNA [67]]. Die mRNA-Bindeproteine konnen entweder durch direkte Kon-
kurrenz um die Bindestelle oder durch Hervorrufen einer Verdnderung der Sekundér-

struktur der mRNA die Menge an translatiertem Protein beeinflussen [68, 69, [70].

e Rekrutierung und Unterstiitzung bei der Interaktion der mRNA mit anderen Mo-
lekiilen: Meist kommt es zur Interaktion mit RNasen die zu einer schnelleren Degrada-
tion der mRNA fiihren, die mRNA-Bindeproteine wirken hier als Vermittler und binden
sowohl die mRNA als auch ein weiteres Protein oder eine sSRNA, die dann als Effektor

wirken [66].

e Regulation der Bildung von Terminatoren bzw. Antiterminatoren fiir die Tran-
skription: Die Struktur wird durch die Bindung eines mRNA-Bindeproteins an eine

Terminator/Antiterminator Struktur stabilisiert [66]].

Die post-transkriptionelle Inhibition wird hervorgerufen durch die Bindung der mRNA-Binde-
proteine an eine spezifische Erkennungsstelle, die meist mit der Ribosombindestelle (RBS)
der abzulesenden mRNA iiberlappt [66]. Ein Beispiel hierfiir ist das Protein CsrA des Koh-
lenstoffhaushaltssystems Csr [48] der E.coli Bakterien. Ahnlich zum SOS System mit dem
Regulator LexA [71], ist das Csr System weit verbreitet unter den Bakterienarten [72]. Die
Konsensusbindestelle fiir CsrA an die mRNA zeichnet sich durch zu 100% konservierte Stel-
len ,,GGA®, ,,ACA* und ,,GU* aus. Durch weitere Basen, die allerdings nicht so stark kon-
serviert sind, wird sie zur Bindestelle 5’-RUACARGGAUGU-3" (R stellt einen Platzhalter
fiir eine beliebige Base dar)[69]. Die Bindestellen iiberlappen hédufig mit Ribosombindestel-
len auf der mRNA. Beim Colicin E2 Operon gibt es zwei fiir CsrA spezifische Bindestellen,
beide Bindestellen besitzen das GGA Motiv und weisen aber Abweichungen zur optimalen
Bindestelle nach Baker et al. [69] auf. Eine mogliche Bindestelle liegt im Bereich der Ribo-
sombindestelle des cel Gens, das zweite Motiv befindet sich im Bereich des Terminators T1
(siche Abbildung [2.2)), der eine eine gefaltete Haarnadelstruktur aufweist. In Abbildung [2.4]

sind die zwei Bindestellen des Colicin E2 Operons im Vergleich zur Konsensussequenz nach
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2. Einfiihrende Grundlagen

Baker et al. [69] dargestellt.

pMO3  3"-AUU UAA ACA GGG CUG AAA UAU GAA UGC CGG UUG UUU AUG GAU GAA UGG CUG GCA UUC UUU CAC AAC AAG GAG UCG UUA UGA AAA AAA UA-5'

pMO6 3-AUU UAA ACA GGG CUG AAA UAU GAA UGC CGG UUG UUU AUG GAU GAA UGG CUG GCA UUC UUU CAC AAC AAG GAU GUG UUA UGA AAA AAA UA-5

pMO7 3-AUU UAA ACA GGG CUG AAA UAU GAA UGC CGG UUG UUU AUG GAU GAA UGG CUG GCA UUC UUU CAC AUU AAG GAG UCG UUA UGA AAA AAA UA-5

Konsensussequenz der CsrA Bindestelle 3"-R UAC ARG GAU GU-5 3"-R UAC ARG GAU GU-5

Abbildung 2.4.: Vergleich der CsrA Bindestellen mit der Konsensussequenz fiir die CsrA Bindung in
E.coli: In der Abbildung sind die Bindestellen fiir pMO3 (Reporterplasmid in EMO3-C und EMO3-S), sowie
pMOG6 (Plasmid in CsrAl) und pMO7 (Plasmid in CsrA2) dargestellt. Die zwei Bindestellen (vordere im Be-
reich des Terminators T1 in rot und hintere im Bereich der Shine Dalgarno Sequenz in hellgriin gekennzeichnet)
werden mit der Konsensussequenz nach Dubey et al. [68] fiir die Bindung von CsrA an die mRNA verglichen.
Die Verdnderungen zwischen den einzelnen Plasmiden im Bereich der hinteren Bindestelle sind in fetten hell-
griinen Buchstaben dargestellt. Im Falle von pMOG6 wird die Sequenz der Bindestelle an die Konsensussequenz
angenihert, was zu einer Verbesserung der Bindung von CsrA an die mRNA fiihren sollte. Fiir die Mutation im

Plasmid pMO7 gilt das Gegenteil, sie sollte also zu einer Verschlechterung der Bindung von CsrA fiihren.

Dubey et al. [68] konnten zeigen, dass das Zusammenspiel aus zwei Bindesequenzen, von der
eine die RBS iiberlagert, mit der Sekundéarstruktur der mRNA zu einer besonders effektiven
Bindung fiiht. Des Weiteren konnte hier auch einer der weiteren in der Arbeit von Assche
et al. (60] dargestellten moglichen regulatorischen Einfliisse des mRNA-Bindeproteins CsrA
zum tragen kommen. Als Antagonisten der Bindung von CsrA an die mRNA treten die beiden
SRNAs CsrB und CsrC auf, durch ihre gro3e Anzahl an CsrA Bindestellen konnten diese zu
einem Titrationseffekt von CsrA fiihren [49, 50]. Der Einfluss der post-transkriptionellen Re-
gulation innerhalb des Colicin E2 Operons auf die Produktion des Lysisproteins sollte wesent-
lich grofer sein, als der Einfluss auf die Produktion des Toxins und des Immunititsproteins,
da sich die Bindestellen von CsrA nur auf der langen mRNA (siehe Kapitel im Bereich
der Ribosombindestelle des Lysisgens befinden. Somit ist diese Regulation maBgeblich fiir
die Effektivitit der Produktion des Toxins, da sie mit den Zeitpunkt der Zelllyse das Ende der
Toxinproduktion und dessen anschieBende Freisetzung bestimmt. Durch die geringere Anzahl
an langen mRNAs im Vergleich zur Menge an kurzer mRNA (siehe Kapitel und die zu-
satzliche Repression der Translation des Lysisgens durch CsrA, ist es zu erwarten, dass es zu

einer ,,natiirlichen Zeitverzogerung zwischen der Expression des Toxins und des Lysisgens
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kommt. Im Hinblick auf diese Vermutung wurde von Mathias Schwarz |I| im Rahmen seiner
Masterarbeit ein erstes Model fiir die post-transkriptionelle Regulation des Colicin E2 Ope-
rons entwickelt das im folgenden dargestellt wird. Diese theoretische Arbeit stellt einen ersten

Versuch der Modellierung der Expressionsdynamiken des Colicin E2 Systems dar.

PSOS_> Pclel_>
[ ][ cea [ ceil
|

| kurze mRNA

| lange MRNA [sol]
Inhibition der
=) Translation
Transkription
— Translation ).

{ T k CsrB/C
> ioti
| CsrB/CsrC Gene| M} sRNA

Transkription

Abbildung 2.5.: Schema zur post-transktiptionellen Regulation des Colicin E2 Systems: Fiir die post-
transkriptionelle Regulation ist zum Einen die Menge verfiigbarer mRNA, reguliert {iber die Transkription in
kurze und lange mRNA verantwortlich. Zum Anderen spielt die Transkription und Translation des CsrA Gens,
wodurch die Menge an mRNA-Bindeprotein beeinflusst wird, das an die Bindestellen nahe der Shine Dalgarno
Sequenz (SD) des cel Gens bindet, eine Rolle. Einen weiteren Einflussfaktor stellt die Transkription der beiden
SRNAs CrsB und CsrC dar, die beide multiple CsrA Bindestellen aufweisen und dadurch die verfiigbare Menge

an CsrA Protein reduzieren kénnen. Die involvierten Prozesse sind in griiner Farbe dargestellt.

Nur die lange mRNA (siehe Abbildung [2.3)) wird post-transkriptionell reguliert, da auf der
kurzen mRNA die Bindestellen fiir die Regulation, die im Bereich der Shine Dalgarno (SD)
Sequenz des Lysisgens liegen nicht vorhanden sind (siehe Kapitel [2.1). Das fiir die Abga-
be des Toxins durch Zelllyse verantwortliche Gen cel wird durch die Bindung des mRNA-
Bindeproteins CsrA, an der Translation gehindert. Nativ liegt CsrA als Dimer vor [73] und
bindet an spezifische RNA Sequenzen im Bereich eines konservierten GGA Motivs [[18}169].

Zwei dieser Bindestellen sind im Abstand von 28nt im Bereich der SD Sequenz des cel Gens,

1Regulation of Colicin E2 release in Escherichia coli, Mathias Schwarz, Miinchen 2012
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2. Einfiihrende Grundlagen

wobei eine der Sequenzen mit der SD Sequenz iiberlagert ist. Von Mercante et al.[/3] wurde
gezeigt, das zwei Bindestellen in dieser Anordnung von einem CsrA Dimer zur Anbindung

genutzt werden konnen und dadurch die Translation inhibiert wird.

Fiir die Modellierung ist wichtig, dass bevor es zur Inhibition kommen kann das CsrA Gen in
mRNA umgeschrieben und in ein Protein tibersetzt werden muss. Die Konzentration an freiem
CsrA wird zudem von den sSRNAs CsrB und CsrC beeinflusst, die zuvor von dem jeweiligen
Gen gebildet werden miissen. Somit wird die zur Bindung an die mRNA verfiigbare Menge

an freiem CsrA bestimmt durch:

e die Produktion und Degradation von CsrA

e die Regulation durch die SRNAs CsrB und CsrC

e die Menge an vorhandener langer mRNA des Colicin E2 Operons

Fiir das vereinfachte Model der post-transkriptionellen Regulation des Colicin E2 Operons

wurden von Mathias Schwarz E] folgende Annahmen gemacht:

e Die beiden SRNAs CsrB und CsrC wurden auf Grund ihrer Ahnlichkeit und ihres wei-
testgehend gleichen Verhaltens zu einer effektiven sSRNA zusammengefasst, die die

Summe aus den CsrA Bindestellen von CsrB und CsrC enthilt.

e Die Regulation der Transkription der langen mRNA, von CsrA und den sSRNAs wurden
vernachlissigt. Nach Kaern et al. [63] konnen Promotorkinetiken in vielen Modellen
der Genexpression von Prokaryoten als schnell im Vergleich zu Produktion und Degra-

dation angenommen. Daher lésst sich der Zustand des Promotors gut mit Hilfe seines

2Die folgenden theoretischen Betrachtungen zur post-transkriptionellen Regulation des Colicin E2 Operons
sind, wenn nicht anders gekennzeichnet, der Masterarbeit von Mathias Schwarz: Regulation of Colicin E2

release in Escherichia coli, Mathias Schwarz, Miinchen 2012 entnommen.
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2.3. Post-transkriptionelle Regulation

Gleichgewichtszustandes beschreiben [63] und durch eine effektive Transkriptionsrate

angendhern.

e Das System wurde als homogen, also als unabhéngig von lokalen Gradienten oder Kon-

zentrationen angenommen.

Mit diesen Annahmen kénnen Ratengleichungen fiir die Konzentration der Lysisproteine, der
langen mRNA, der CsrA Proteine, der Komplexe zwischen CsrA und mRNA, der Komplexe
zwischen CsrA und der sRNAs an sich, zum Zeitpunkt ¢, aufgestellt werden. Diese fiihren

nach Vereinfachungen auf ein reduziertes System von 3 Ratengleichungen:

M =a«,, — 6, M — k,, M A (2.3)
A=, —0,A— kppmMA — ki, AS (2.4)
S =a, —0,8 — Ak,S (2.5)

In diesen Ratengleichungen wird die Anzahl freier langer mRNA durch M, der Anzahl der
freien CsrA Dimere durch A, der Anzahl der freien effektiven SRNAs durch S, den jeweiligen
Transkriptonsraten durch «, den Translationsraten durch 3, den Komplexbildungsraten durch
k und den Degradationsraten durch § dargestellt. Die Parameter py; und pg beschreiben die
jeweilige Wahrscheinlichkeit mit der ein CsrA Dimer im Prozess Degradation des jeweiligen

Komplexes (mit langer mRNA fiir p,; und mit SRNA fiir pg) ebenfalls degradiert wird.

Fiir diese vereinfachten Ratengleichungen wurde davon ausgegangen, dass die Bildung von

Komplexen der einfachere und schnellere Prozess im Vergleich zur Transkription der langen
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2. Einfihrende Grundlagen

mRNA, CsrA und der beiden sSRNAs sowie der Translation von CsrA ist. Zudem wurden die
Bindungen der CsrA Dimere an die beiden sRNAs, durch eine Bindung eines Dimers an eine
Stelle einer effektiven SRNA, die die Summe aus den Bindestellen von CsrB und CsrC als

Anzahl der Bindestellen aufweist, zusammengefasst.

Die in Gleichungen [2.3] [2.4] und [2.5] beschriebenen Ratengleichungen zeigen eine komple-
xe Dynamik. Hierbei spielen die gekoppelten Degradationsprozesse von CsrA Dimeren mit

langer mRNA und effektiver SRNA eine grof3e Rolle.

L | B
N = N
BRIV

W oV

Abbildung 2.6.: Eigenschaften des Schwellwertes der freien langen mRNA: Gezeigt sind stationdre Lo-
sungen des Gleichungssystems (siehe Gleichungen 23] 24 und 233)) bei denen im Vergleich zu den origina-
len Parametern jeweils einer verindert wurde (Parameter: 8, = 10,4, = 0.04,, = 0.01,d; = 0.3, k,, =
0.5,ks = 0.5,p,, = 1,ps = 1). Der Fano Faktor, der die Fluktuationen der freien langen mRNA beschreibt,
ist als Farbcodierung in jede der 3 Teilgraphen integriert. Teilgraph A: Verkleinerung der Degradationsrate der
sRNA um einen Faktor 100 auf 65 = 0.03; Teilgraph B: Vergroferung der Komplexbildungsrate der SRNA um
einen Faktor 100 auf ks = 50.0; Teilgraph C: Darstellung der Losung fiir den originalen Parametersatz; (Nach

Masterarbeit Mathias Schwarz).
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2.3. Post-transkriptionelle Regulation

Die Losung dieses, durch die Menge an freiem CsrA (A), gekoppelten Differentialgleichungs-
systems (Gleichungen [2.3] [2.4] und [2.5)) ergibt fiir den stationéren Fall (der analytischen Lo-
sung des Gleichungssystems ohne Variation der Parameter) einen Schwellwert, ab dem freie
lange mRNA vorliegt (siche Abbildung [2.6). Die Schirfe dieses Schwellwertes kann durch
Verinderungen in den Parametern (8,, 0, 0a, 05, km, ks, Pm, Ds) beeinflusst werden. So zeigt
sich, wie in Abbildung [2.6(dargestellt, dass die Verkleinerung der Degradationsrate der SRNA
ds um einen Faktor 100, oder die Vergroerung der Komplexbildungsrate der SRNA (k) um
einen Faktor 100, einen Einfluss auf den Schwellwert besitzen. Biologisch wére ein sehr genau
definierter Schwellwert sinnvoll, da dann die einzelne Bakterie, durch eine genau definierte
Antwort, die ab einer vorgegebenen Menge an freiem CsrA zu einem Ansteigen der Menge an
freier langer mRNA fiihrt, auf Verdnderungen in der Verfiigbarkeit von freiem CsrA reagieren
konnte. Ein sehr genau definierter Schwellwert geht allerdings einher mit stark steigenden
Fluktuationen in der Menge an freier langer mRNA, dies zeigt sich durch steigende Fano
Faktoren, die eine mit dem Mittelwert gewichtete Varianz der betrachteten GroB3e darstellen
(siche Abbildung[2.6). Diese Darstellung der relativen Grofle von Fluktuationen in regulato-
rischen Netzwerken wurde bereits von Thattai et al. [74] zur Beschreibung von Fluktuationen
in verschiedenen Regulationsnetzwerken verwendet. Mit Hilfe dieser Darstellung lésst sich
ableiten, dass bei kleinen Abweichungen vom Schwellwert die Fluktuationen die Menge an
freier langer mRNA stark verindern. Die Fluktuationen sind im Bereich des Schwellwertes
lokalisiert, da in diesem Bereich die Anzahl der Molekiile sehr klein ist dadurch die Fluk-
tuationen ansteigen konnen (stochastisches Regime). Der Bereich des Schwellwertes ist auch
der Bereich in dem freie mRNA, freies CsrA und effektive SRNA miteinander interagieren
konnen, denn das Ansteigen entweder der freien mRNA bzw. effektiven SRNA oder der Men-
ge an freiem CsrA fiihrt zu einer starken Verringerung des jeweiligen Gegenspielers. Durch
Gillespie Simulationen konnten die stationdren Losungen des Gleichungssystems verifiziert
werden. Die Ergebnisse der Simulationen weichen fiir den Erwartungswert der Anzahl lan-
ger freier mRNA nur im Bereich des Schwellwertes geringfiigig nach unten von der statio-
ndren Losung ab. Somit zeigt sich, dass die in den stationdren Losungen vernachlidssigten
statistischen Schwankungen der Anfangsparameter, nur einen geringen Einfluss auf das sich

einstellende Gleichgewicht und somit auf den Schwellwert der freien langen mRNA, haben.
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2. Einfiihrende Grundlagen

Die Grofe der Fluktuationen der Anzahl der langen mRNA, dargestellt mit Hilfe des Fano
Faktors, kann {iiber eine lineare Ndherung des Systemrauschens beschrieben werden. Star-
ke Fluktuationen nahe des Schwellwertes lassen sich nach EIf und Ehrenberg [75] tiber ei-
ne Antikorrelation verschiedener Komponenten erkldren. Sinken die Fluktuationen in einer
Komponente, wird das in dieser Beschreibung durch den Anstieg der Fluktuationen in der
antikorrelierten Komponente kompensiert. Im Colicin E2 System stellen solche Komponen-
ten die Menge an freiem CsrA und die Menge an langer mRNA dar. Die dritte Komponente
der Regulation, die Menge an freier SRNA verhilt sich, wie die Menge freier langer mRNA,
sie steigt also nur dann an wenn kein freies CsrA vorhanden ist. Die Fluktuationen der drei
Komponenten spielen in der Nihe des Schwellwertes eine gro3e Rolle, da dort die jeweiligen
Erwartungswerte fiir die Menge an freiem CsrA, freier SRNA bzw. die Menge an freier langer

mRNA, klein sind und somit Fluktuationen stirker ins Gewicht fallen.

Um Stress fiir das Bakterium zu simulieren, wird in dem von Mathias Schwarz aufgestellten
Modell die Produktionsrate der langen mRNA um einen Faktor drei erhoht, in Abbildung
wird der Stress bei 200 min erhoht und bei 500 min wieder abgesenkt (senkrechte gestrichelte
schwarze Linien in Abbildung[2.7)). Diese Rate symbolisiert in Anlehnung an das biologische
System bei dem durch Stress induzierte Bildung von RecA Proteofilamenten die Selbstabspal-
tung von LexA induziert und damit die Produktion von mRNA aktiviert wird, den Anstieg des
externen Stresses. Die Anhebung des externen Stresses fiihrt, nach dem der Vorrat an CsrA
aufgebraucht ist, zu einem Ansteigen der freien langen mRNA (siche Abbildung[2.7)). Dabei
kommt es zu einer Zeitverzdgerung die mit dem Verbrauch der verfiigbaren CsrA Molekiile
korreliert. Das bedeutet, der Anstieg der freien langen mRNA verzogert sich um einige Minu-
ten im Vergleich zum Beginn des externen Stresses (sieche Teil B in Abbildung2.8). Innerhalb
dieser Zeit wird die vorhandene Menge an freiem CsrA aufgebraucht (siehe Teil C in Abbil-
dung [2.8)), erst dann kann es zu einem Anstieg der freien langen mRNA kommen. Die Menge
der freien kurzen mRNA, die nicht iiber das CsrA Protein reguliert wird, steigt hingegen sofort

nach Beginn des dufleren Stresses an (sieche Teil A in Abbildung [2.8]).
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# Molekule

200 400 600 min

Abbildung 2.7.: Dynamische Stressantwort auf eine Anderung der Produktionsrate der freien langen
mRNA «,,,: Zwischen den beiden vertikalen schwarz gepunkteten Linien wird Stress fiir das System durch die
Veridnderung der Produktionsrate der langen mRNA, von «,,, = 3 auf a,,, = 12 erzeugt. Es ist die deterministi-
sche Losung (glatte farbige Kurven), eine Simulation fiir eine einzelne Zelle (gezackte farbige Kurven) und der
Mittelwert aus 5000 Gillespie Simulationen (schwarze gestrichelte Kurven) gezeigt. Verschiedene Farben sind
unterschiedlichen Komponenten zugeordnet, die # der freien langen mRNA ist in griin, die der CsrA Molekii-
le in rot und die der effektiven SRNAs in blau dargestellt. Alle weiteren Parameter wurden konstant gehalten.
Es ist ein kleiner zeitlicher Versatz im Beginn des Anstiegs der mRNA Menge zu beobachten, der durch das

Aufbrauchen noch vorhandener CsrA Molekiile erklirt werden kann (Nach Masterarbeit Mathias Schwarz).

Um Auswirkungen des Stresses auf die Dynamik des Systems und die zeitliche Verzégerung
genauer zu analysieren, werden verschiedene Parameter (Produktionsrate der freien langen
mRNA «,,,, Degradationsrate der SRNA ¢, und die Rate mit der die SRNA einen Komplex
mit CsrA bildet k) verdndert und die Auswirkungen auf die Menge der freien langen mRNA
untersucht. Der Zeitunterschied zwischen SOS Signal und Anstieg in der freien mRNA hingt
sowohl von der Menge an verfiigbarem CsrA Protein ab, als auch von der Stirke des angeleg-
ten Stresses, die im Model iiber eine Verdnderung der Produktionsrate «, der freien langen
mRNA realisiert wird (siehe Abbildung ab. Die Schirfe des Ubergangs zwischen na-
hezu keiner freien langen mRNA und einem Uberfluss an freier langer mRNA wird zudem
beeinflusst von den Eigenschaften der sSRNA (der Degradationsrate 6, und der Komplexbil-
dungsrate k). Dieser Einfluss wird in der Abbildung deutlich. Teil A zeigt das Verhalten
fiir eine reduzierte Degradationsrate der sSRNA, was ebenso wie eine Erhohung der Kom-
plexbildungsrate (Abbildung [2.6] Teil B) zu einem schirferen Schwellwert, im Vergleich zum

vorher verwendeten Parametersatz (Abbildung[2.6 Teil C), fithrt. Damit zeigt sich, dass durch
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2. Einfiihrende Grundlagen

die Eigenschaften der effektiven sSRNA, in diesem System die Stirke der Fluktuationen rund

und Schirfe des Schwellwerts beeinflusst werden.

Die Expression des Colicin E2 Operons ist nicht nur post-transkriptionell sondern auch tran-
skriptionell (siehe Kapitel [3.1)) reguliert. Diese transkriptionelle Regulation kann in Anleh-
nung an die Arbeit von Shimoni ef al. [76] simuliert werden. Diese Simulation wurde von
Matthias Schwarz auf das Colcicin E2 System angepasst. Den wichtigsten Parameter in die-
sem Zusammenhang stellt ¢, dar, dieser Parameter beschreibt die Stirke der Fihigkeit von
RecA die Selbstabspaltung von LexA von seiner Bindestelle zu induzieren. Somit kann durch
verdndern dieses Parameters das fiktive Stresslevel fiir das Bakterium veridndert werden. Im
Vergleich zum im vorigen Unterkapitel, zur Simulation externen Stresses verwendeten Para-
meters «,,, der nur die Produktion der freien langen mRNA beschreibt, integriert der Parameter
¢, die Menge von LexA und die SOS Antwort von RecA mit in das Modell. Die Einfithrung
dieses Parameters war notig, da der Anstieg des externen Stresses nicht direkt auf die Menge
an freier langer mRNA wirkt, sondern der Anstieg durch die SOS Antwort des Bakteriums
vermittelt wird. Durch das Zusammenspiel von LexA und RecA kommt es zur phinotypischen

Heterogenitit der Expression der Proteine, die durch LexA reguliert ist [S7]].

Mit Hilfe der beiden Teilmodelle kann das gesamte Colicin E2 System angenédhert werden.
Die Dynamik des transkriptionellen Anteils wird in das Model der post-transkriptionellen
Regulation iiber Verdnderungen in den Ratengleichungen eingebaut. Aus der Simulation die-
ses Gesamtbildes ergibt sich die Voraussage, dass die post-transkriptionelle Regulation in
Abhingigkeit von der Stirke des anliegenden Stresses zu einer zeitlichen Verzogerung der
Produktion von freier langer mRNA (verantwortlich fiir die Produktion des Lysisproteins) im
Vergleich zur kurzen mRNA fiihrt. Dies ist exemplarisch in Abbildung [2.8] dargestellt, hier
wird durch eine Verdnderung des Parameters c, (innerhalb der schwarzen gestrichelten Lini-
en) von null nach sechs das Stresslevel erhoht, was eine zeitliche Verzogerung der Produktion
der freien langen mRNA von ungeféhr 60 min zur Folge hat. Hier zeigt sich im Gegensatz
zur Abbildung ein deutlicher Unterschied zwischen der numerischen Integration der Ra-

tengleichungen (durchgezogene farbige Linie in den Teilgraphen in Abbildung [2.8)) und dem
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Mittelwert aus 2000 stochastischen Gillespie Simulationen (schwarz gepunktete Linie in den
Teilgraphen in Abbildung[2.8). Diese Beobachtung spiegelt die intrinsische Stochastizitit des
LexA/RecA Systems wieder [76], die hier liber die transkriptionelle Regulation mit einbezo-
gen wurde. Ein zeitlicher Versatz zwischen der Toxin Produktion (Start der Produktion der
kurzen mRNA) und dessen Freigabe durch die Produktion des Lysisgens die einhergeht mit
dem ansteigen der freien langen mRNA (siche Abbildung [2.8), ist im Sinne einer effekti-
ven Verteidigung biologisch signifikant. Das Bakterium kann dann eine moglichst effektive
Menge an Toxin produzieren, bevor es wihrend der Abgabe des Toxins durch Lyse stirbt.
Durch dieses Verhalten kann ein Bakterium zum Erfolg der Uberlebensstrategie einer Popu-
lation beitragen und helfen einen Vorteil im Kampf um Lebensraum und Nahrungsquellen zu

erlangen.

t/min E

200 400 600

Abbildung 2.8.: Darstellung des zeitlichen Versatzes zwischen der kurzen und der freien langen mRNA:
In allen vier Teilgraphen ist jeweils die numerische Integration der Ratengleichungen (durchgezogene farbige
Linie), eine einzelne Simulation (gezackte farbige Line), sowie der Mittelwert aus 2000 Gillespie Simulationen
(schwarz gepunktet), dargestellt. Zwischen den beiden horizontalen Linien wird der Stress durch die Verinde-
rung des Parameters c),, der den Einfluss von RecA auf die Selbstspaltung von LexA beschreibt, von 0.0 nach 6.0
erhoht. Die Anzahl an kurzer mRNA (Teilgraph A) reagiert sofort auf den gednderten Stresslevel, wohingegen
die Antwort der freien langen mRNA mit einer zeitlichen Verzogerung von ungefihr 60 min eintritt (Teilgraph
B). Die Anzahl an freien CsrA Proteinen (Teilgraph C) erreicht im Rahmen dieser Verzogerung nahezu den Wert
0. Das im Teilgraph D gezeigte Verhalten der Menge an freien SRNAs, ist sehr dhnlich zum Verhalten der freien
langen mRNA (Nach Masterarbeit Mathias Schwarz).
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Mit dem in Kapitel [3.1] beschriebenen Doppelreporterplasmid fiir die Expression des Toxin
bzw. Lysis Gens und der zeitaufgelosten Einzelzellmikroskopie (siehe Kapitel [3.3)) ist es mog-
lich die Dynamiken, die in diesem Modell beschrieben werden, experimentell zu analysieren
und die Ergebnisse mit den Voraussagen dieser Theorie zu vergleichen. Moglicherweise miis-
sen im Anschluss daran die Parameter des Models angepasst oder neue Annahmen getroffen
werden. Diese Ergebnisse werden in Kapitel 4| dargestellt und die gemessenen Ubereinstim-

mungen bzw. Differenzen diskutiert.
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3.1. Klonierung

Das Doppelreporterplasmid pMO3

Um das von Cole et al. 1985 [37] entdeckte Colcin E2 Operon (siehe Kapitel hinsichtlich
seiner Regulation und deren Dynamik quantitativ und zeitaufgeldst zu untersuchen, wurde
ein Doppelreporterplasmid konstruiert. Dadurch ist es moglich, die Dynamik und Stérke der
Expression des Toxingens (cea) und des Lysisgens (cel) durch die Detektion und Analyse der
Expression zweier verschiedener Fluoreszenzproteine zu beobachten. Die bekannte Sequenz
des Colicin E2 Operons (NCBI M29885 [37]) wurde, an Stellen die die Regulation nicht be-
einflussen, durch den Einbau von Restriktionsschnittstellen veridndert (pEX-K-Colicin, Tabel-
le . Mit Hilfe der Schnittstellen Clal und HindlIIl wurde der Vektor pMO1 [33] (Tabelle
mit einem Ampicillin resistenten Vektorgeriist aus pBad24-GFP (NCBI X81837) [[77]]
und der verinderten Sequenz des Colicin E2 Operons aus pEX-K-Colicin (Tabelle [D.2)) klo-
niert. Die Fluoreszenzproteine mVenus (aus pKES258, Tabelle mit Primern Tabelle
und mCerulean (aus pKHB1 Tabelle [D.2| mit Primern Tabelle [D.3)) wurden durch PCR ver-
vielfaltigt und im Anschluss in den Vektor pMO1 (Tabelle integriert. Der Vektor pMO2
[33]] (Tabelle [D.2) enthilt an Stelle des cea Gens im Operon, das mit Hilfe der Schnittstellen
EcoRI und Sacl integrierte Fluoreszenzprotein mVenus (ein Derivat des gelb fluoreszierenden

YFP Proteins [78]). Im Vektor pMO2 wurde im Anschluss das Lysisgen durch das Fluores-
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zenzprotein mCerulean, einem Derivat des cyan fluoreszierenden CFP Proteins (Schnittstellen
Agel und BamHI) ersetzt. Das daraus resultierende Plasmid pMO3 [33]] (Tabelle Abbil-
dung stellt ein Doppelreporterplasmid (Vergleich mit pColE2-P9 in der Abbildung
dar, mit dem gleichzeitig die Expression von cea (durch YFP) und die Expression von cel
(durch CFP) untersucht werden kann. Durch die im Vergleich zum Plasmid pColE2-P9 un-
verdanderten zur Regulation beitragenden Gensequenzen sollten die Regulationsmechanismen

des originalen Operons im Plasmid pMO3 unverindert erhalten bleiben.

Clal (3)
-35 Signal

—___ -10 Signal
I // / LexA Bindestelle

EcoRI (330)
pBR322ori YFP
=< Sacl (1057)

oMO3 cei

5507 bp —
M13 ori T Terminator T1

Agel (1497)

CFP
\\ BamHI (2231)
bla Terminator T2
HindIII (2327)

Abbildung 3.1.: Plasmidkarte des Vektors pMO3: In der Karte sind die fiir die Klonierung verwendeten
Restriktionsschnittstellen (Clal, Hindlll, EcoRI, Sacl, Agel, BamHI), die ORFs fiir die verwendeten Fluores-
zenzproteine CFP und YFP, sowie fiir das Immunitiéitsgen des Colicin E2 Operons cei, die verbleibenden ori aus

pBad24-GFP (pBR322, M13), und die Position des Gens fiir die Ampicillinresistenz (bla) gezeigt.

Das Plasmid pMO3 wurde im Anschluss in die Stimme BZB1011E2C [79]], der das Colicin
E2 produzierende Plasmid pColE2-P9 [37] besitzt und BZB1011 [[79]], dem das zur Produkti-
on von Colicin notige Plasmid fehlt, transformiert. Die hieraus entstandenen Stimme wurden
mit EMO3-C (Colicin Produzierer) und EMO3-S (kann kein Colicin produzieren) benannt
(Tabelle [D.4). Das native pColE2-P9 Plasmid im EMO3-C ist in einer mittleren Anzahl von
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T1 T2
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Abbildung 3.2.: Vergleich der Operons auf den Plasmiden pColE2-P9 und pMO3: Darstellung des Colicin
E2 Operons auf dem Plasmid pColE2-P9 mit den Genen cea, cei und cel sowie den Promotoren Psog, Peei, den
Terminatoren T1 und T2, sowie der Bindestelle fiir LexA. Des weiteren sind die zwei verschiedenen mRNA
Transskripte, kurze und lange mRNA mit der CrsA Bindestelle in der Shine-Dalgarno Sequenz des cel Gens auf
der langen mRNA, gezeigt (siche Kap 2.T). Im Vergleich dazu die verinderte Sequenz des Doppelreporterplas-

mids pMO3 mit den Genen fiir die Fluoreszenzproteine mVenus und mCerulean.

10-20 Plasmiden [32, 37] enthalten, im Vergleich dazu hat das Doppelreporterplasmid, das
den ori aus dem pBad System enthilt, ungefidhr 55 Kopien [80, |81]] pro Bakterie. Das Geriist
des Vektors pBad24-GFP [77] wurde auf Grund seiner hohen Kopienzahl pro Bakterie, die
hohe individuelle Fluoreszenzwerte erwarten ldsst und dadurch eine quantitative Auswertung
ermdglicht, sowie wegen seiner geringen Fluktuationen in der Kopienzahl zwischen den ein-
zelnen Bakterien, ausgewdhlt. Bartosik et al. [82] konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass pro
Chromosom 50 Plasmide von pBad24 Typ gebildet werden. Die Variation in der Anzahl der
Kopien des Plasmids pro Bakterie liegen nach Megerle et al. [[77] unter 7.5 Plasmiden pro
Bakterie. Dadurch wird eine Grundheterogenitit aus verdnderlicher Anzahl an Plasmiden pro
Bakterie auf ein Minimum reduziert. Die hohe Anzahl an Plasmiden pro Bakterie ermoglicht
eine genaue zeitliche Bestimmung des Startpunktes der Expression, da eine Verdnderung in
der Regulation sich auf alle Plasmide in einem Bakterium gleichzeitig auswirkt und dadurch

verstarkt wird.
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Genetische Modifizierungen zur Veranderung der

Transkriptionsrate des Colicin E2 Operons

Um den Einfluss der transkriptionellen Regulation zu untersuchen, wurde das Reporterplas-
mid durch ortsspezifische Punktmutationen innerhalb der Bindestelle fiir LexA wie in Ab-
bildung [3.3| gezeigt, verdndert. Die Verdnderungen an der Bindestelle wurden vorgenommen,
um eine Verschlechterung bzw. Verbesserung der Bindestiirke zu erhalten. Anderungen in der
Basensequenz wurden in Anlehnung an die Arbeiten von Lewis et al. [83] zur Bindung von
LexA an Bindestellen auf dem Genom von E.coli und Mrak et al. zur Bindung von LexA an
die Bindestelle des ColicinK Operons [84]], sowie von Gillor ef al. [38] zum Bindeverhalten

von LexA an sich iiberlappende Bindestellen verschiedener Colicin Operons erstellt.

Nach Lewis et al. [83] kann die Stirke einer LexA Bindestelle durch einen HI Index beschrie-
ben werden, der nach folgender Formel berechnet wird:

N=Sequenzlaenge

Neconsensus + 0.5
HI = l 3.1
izz(; n[ Naktuell + 0.5 ] ( )

Der HI Wert beschreibt die gewichtete Abweichung von der optimalen Sequenz, ermittelt aus
bekannten Bindestellen. Als Konsensussequenz wurde fiir jede Base der Bindestelle die Base
die in allen Bindestellen mit der hochsten Wahrscheinlichkeit auftritt gewéhlt. Die Haufigkeit
mit der die Base der Konsensussequenz an der jeweiligen Position der Bindestelle steht wird
durch nconsensus dargestellt, nqxen zeigt die Haufigkeit mit der die Base der untersuchten Se-
quenz sich an dieser Position, aller in Betrachtung gezogenen Bindestellen, befindet. In dieser
Arbeit wurden zur Berechnung des HI Indexes 19 bekannte LexA Bindestellen und die Héu-
figkeiten mit denen jede Base sich an der jeweiligen Position zu befinden zu Grunde gelegt.
Nach Lewis et al. [83] erhidlt man daraus eine optimale Bindesequenz zusammengesetzt aus

den an jeder Position am hiufigsten auftretenden Base (siehe Tabelle [3.T]).

Der HI Wert dieser optimalen Sequenz ist 0, sie wird als Konsensussequenz bezeichnet. Je

hoher ein HI Wert ist, umso weiter ist die Sequenz in seiner Basensequenz von der Konsen-
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
T A CTGTATAT A T A T A C A G T A

Tabelle 3.1.: Konsensus Sequenz fiir die Bindung von LexA an DNA: Dargestellt ist die Konsensus Sequenz
fiir die Bindung von LexA an DNA nach Lewis et al. [83], fiir jede der 20 Positionen ist die am hiufigsten, in

den bis dato bekannten LexA Bindestellen auftretende Base dargestellt.

sussequenz entfernt. Damit tritt mit steigendem HI eine Verschlechterung der Bindung von
LexA an die jeweilige Bindestelle ein. Im Plasmid pColE2-P9 befindet sich im Colicin Ope-
ron eine sich iiberlappende doppelte Bindestelle fiir LexA beginnend 79 Basenpaare vor dem
Startcodon des Toxin Gens. Nach Fernandez de Henestrosa et al. [85]] hat die erste Binde-
stelle einen groBeren Einfluss auf die Regulation als die Zweite. Im folgenden wird deshalb
die Stdrke der ersten Bindestelle variiert. Die originale Bindestelle hat nach Gleichung [3.1]
wenn man die Hiufigkeitstabelle von Lewis et al.[83] verwendet, einen HI Wert von 12.44
fiir die erste Bindesequenz und 12.97 fiir die zweite Bindesequenz. Diese Werte liegen relativ
nahe bzw. knapp iiber dem Grenzwert von 12.6, ab dem nur noch eine sehr schlechte Bindung
moglich sein sollte [84]. Ab einem HI Wert von 15 sollte die Bindung komplett verloren ge-
hen [84]. Durch Arbeiten von Mrak et al. [84] und Wertmann et al.[86] wurde gezeigt, dass
Veridnderungen, in den innerhalb der verschiedenen Bindestellen am stédrksten konservierten
Basen, den grof3ten Effekt hervorrufen. Deshalb wurden die Mutationen um eine stirkere Bin-
dung von LexA zu erzielen (Abb. [3.3] pMO4 Tabelle[D.4) und um die Bindestelle fiir LexA zu
verschlechtern (Abb.[3.3] pMOS5 Tabelle am Beginn der Bindesequenz im TACTG Motiv
eingefiihrt, da diese Sequenz am stérksten konserviert ist und somit der grof3te Effekt auf den
HI Wert und damit auf die mogliche LexA Bindung zu erwarten ist. In der ersten Bindestelle
des Plasmids pMO4 wurde an den ersten beiden Basen TA zu AT verindert (siehe Abbildung
wodurch eine Verschiebung des HI Wertes nach 8.6 erreicht werden konnte. Somit soll-
te es insgesamt zu einer Verbesserung der Bindung von LexA an die Bindestelle kommen.
Dadurch sollte das Plasmid weniger hiufig abgelesen werden, was zu einer reduzierten Tran-
skriptionsrate fithren wiirde. Im Plasmid pMOS5 wurde das erste CTG Motiv (Position 3-5)
der ersten LexA Bindestelle zu CCC verédndert, was zu einer Verschlechterung des HI auf

21.13 fiihrt. Diese Mutante sollte demnach eine schwichere Affinitit fiir LexA aufweisen,
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bzw. LexA nach der gezeigten Definition des HI Wertes an der ersten Bindestelle nicht mehr

binden konnen.

Mutante Sequenz erwartete LexA
1. Bindestelle Bindungsstarke
pMO3 5 -TTGATCTGTACATAAAACCAGTGGTTTTATGTACAGTATTAA-3' stark
3-AACTAGACATGTATTTTGGTCACCAAAATACATGTCATAATT-5
2. Bindestelle
1. Bindestelle
pMO4 5 -TTGTACTGTACATAAAACCAGTGGTTTTATGTACAGTATTAA-3' mehr als pMO3
3-AACATGACATGTATTTTGGTCACCAAAATACATGTCATAATT-5'
2. Bindestelle
1. Bindestelle
pMO5 5-TTGATCCCTACATAAAACCAGTGGTTTTATGTACAGTATTAA-3' weniger als pMO3

3-AACTAGGGATGTATTTTGGTCACCAAAATACATGTCATAATT-5

pPMO::LexA Bind.  5-TTGGGTACCA TTAA-3' keine
3'-AACCCATGGT- AATT-5'

Abbildung 3.3.: Verinderungen der LexA Bindestelle: Mutationen in der Sequenz der LexA Bindestel-
le im Vergleich zwischen nativem System (pMO3), den beiden schwicheren (pMOS5) bzw. stirkeren (pMO4)
Bindestellen und der Mutante in der die Bindestelle komplett deletiert wurde (pMO3ALexA). Die in rot darge-
stellten Basen sind nach Lewis et al. [83] fiir nahezu alle LexA Bindestellen konserviert. Deswegen sollte eine
Verdnderung dieser Basen (griine Buchstaben) eine grof3e Verdnderung in der Bindestéirke des LexA zur Folge

haben.

Nach Walter et al. [I87] ist eine Deletion von LexA fiir E.coli letal, wenn nicht mindestens
noch das Gen SulA deletiert wird. Die Deletion von LexA wiirde sonst zu einer Verhinderung
der Zellteilung durch SulA fiihren, da die Expression von SulA nicht mehr durch LexA re-
primiert werden konnte [87]. Eine Deletion von LexA wiirde sich zudem auf die Expression
von vielen weiteren Genen, in deren Regulation es involviert ist auswirken [88]] und es somit
sehr schwierig machen, Beobachtungen den Verdnderungen in der Expression des Colicin E2
Operons zuzuordnen. Daher wurden zur Beobachtung der Verdnderungen simtliche Mutatio-
nen am Colicin E2 Operon selbst durchgefiihrt, um alle anderen Regulationspartner moglichst
unbeeinflusst zu lassen und einen Vergleich verschiedener Mutationen der LexA Bindestelle

zu ermoglichen.

Um die transkriptionelle von der post-transkriptionellen Regulation zu entkoppeln, wurde die

Bindestelle von LexA komplett entfernt (EMO3-SALexA, Abbildung Tabelle [D.4)), dies
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fiilhrt wie in Abbildung [3.4] im Vergleich zum Stamm EMO3-S (Teil A) zu sehen ist zu kon-
stitutiver Expression des Operons, in allen Bakterien. Dargestellt ist die Expression von YFP
ohne dufleren Stress, dabei zeigt sich von Beginn an fiir alle Bakterien eine Fluoreszenzinten-
sitit von im Mittel 1000 FE fiir den Stamm EMO3-SALexA (TeilB) im Vergleich zu einer
Fluoreszenzintensitit von im Mittel 30 FE (Abbildung[3.4] Teil A). Da fiir die Mutante EMO3-
SALexA bereits alle Zellen YFP stark exprimieren geht in diesem Fall die Heterogenitit des

Anschaltens der YFP Expression verloren.

>
@
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3000 3000
2000

2000 4

1000

Fluoreszenzintensitat [FE]
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T
0 50 100 150 200 250
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Abbildung 3.4.: Konstitutive Expression des Toxins (cea) in der Mutante EMO3-SALexA im Vergleich
zu EMO3-S: In beiden Teilen sind Zeitverldufe der YFP Fluoreszenz einzelner Zellen ohne dufleren Stress,
als graue Linien dargestellt, schwarze Kreise stellen den Mittelwert zu jedem Zeitpunkt dar. Teil A zeigt den
Verlauf fiir den Stamm EMO3-S. Wird der Einfluss der SOS Antwort durch die Deletion der LexA Bindestelle
verhindert so zeigt sich, wie in Teil B fiir den Stamm EMO3-SALexA dargestellt, eine konstitutive Expression

aller Bakterien von Beginn an die sich im Verlauf der Zeit leicht erhoht.

Von Kamensek et al. wurde zudem ein Einfluss des AsnC Proteins [89], eines Regulators der
Asparaginsythetitase [90], auf die tanskriptionelle Regulation und damit auf das Einsetzen der
YFP Expression beschrieben. In ihrer Arbeit wurde gezeigt, dass der Startpunkt der Expres-
sion des Operons fiir einige DNA verdndernde Colicine (wie Colicin E8 und Colicin E2 [32]])
in Abwesenheit von AsnC friiher eintritt. Fiir Colicin E2 wurde neben dem Einfluss des AsnC
Proteins eine Beeinflussbarkeit des AsnC mittels Zugabe von L-Asparagin gezeigt [89]. Alle
Plasmide wurden fiir die Messungen in den Stamm BZB1011 transformiert, der kein Coli-
cin und Lsysisprotein produzieren kann (EMO4-S, EMOS5-S, EMO3-SALexA, Tabelle [D.4).
Dieser Stamm wurde gewihlt da im Stamm BZB1011E2-C durch die Produktion des Toxins

und Lysisproteins und des damit einhergehenden Zelltodes bei dulerem Stress eine Messung
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iber ldngere Zeit nicht moglich wire.

Genetische Veranderungen zur Modifikation der Translationsrate

des Lysisgens

Um neben der transkriptionellen auch die post-transkriptionelle Regulation untersuchen zu
konnen wurden von Alexandra Gotz[]im Rahmen ihrer Masterarbeit verschiedene Mutanten
erstellt. Eine wichtige Rolle in der post-transkriptionellen Regulation des Colicin E2 Operons
spielt das mRNA-Bindeprotein CsrA. Dieses Protein ist fiir die E.coli Zellen nach Timmer-
mans et al. [91] ein konstitutionell essentielles Protein, nach dessen Deletion nur noch ein
Wachstum auf Medien die Brenztraubensédure (Pyrovat) enthalten moglich ist. Um weiterhin
mit M63 Medium (siche Anhang [A)) arbeiten zu konnen und daher vergleichbare Resultate
zu erhalten und auf Grund des schlechten Wachstums der Bakterien auf Brenztraubensiure,
das zu einen erhohten Stress und damit zu einer Beeinflussung der Messergebnisse fiihren
wiirde, wurde fiir die Untersuchung der Einfliisse der CsrA Bindung auf die Regulation des
Colicin E2 Operons ein anderer Ansatz gewihlt. Zur Analyse der Bindungsstirke wurde nicht
das Protein in der Bakterie, das zudem in viele weitere Prozesse involviert ist [[16] eliminiert,
sondern die Bindestelle auf dem Reporterplasmid verdndert. Ein weiterer Vorteil dieser Her-
angehensweise ist es, dass die anderen Prozesse auf die das CsrA Protein zum Beispiel als
Zuckerhaushaltsregulator im Bakterium einen Einfluss ausiibt [[16] nicht beinflusst werden.
Daher kann es auch nicht zu Interferenzen der gemessenen Verdnderungen kommen. Die aus
dem Colicin E2 Operon gebildete mRNA, weist im Bereich des Terminators T1, der sich vor
dem 5’-Ende des cel Gens befindet (siehe auch Kapitel und Abbildung[2.2), zwei Binde-
stellen fiir das mRNA-Bindeprotein CsrA [33]] auf. Die Voraussage der Sekundirstruktur [92]]
eines 89 bp langen Abschnittes der mRNA Sequenz ist in Abbildung [3.5] Teil A, die auch in

Teil B die eingefiihrten Verdnderungen erldutert, gezeigt.

!'Transkriptionelle Regulation des Colicin E2 Operons durch CsrA, Alexandra Gétz, Miinchen 2015

40



3.1. Klonierung
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Abbildung 3.5.: Sekundérstruktur der mRNA in der Umgebung der CsrA Bindestellen und Verinderun-
gen in der Sequenz: A: Mit der Freeware mFold [[92] vorhergesagte Sekundérstruktur der mRNA im Bereich der
beiden CsrA Bindestellen (zentrales GGA Motiv griin umrandet). Das Startcodon des Lysisproteins AUG ist rot
umrandet. Es zeigt sich die prominente Stellung der beiden Bindestellen am Ende der mRNA Haarnadelstruktu-
ren, was nach [40, 47, 168] die Bindung des CsrA an die RNA beeinflusst. B: Die Verdnderungen in der Sequenz
im Vergleich zum Original (Colicin E2) sind in blauer Schrift, das Startcodon des Lysisproteins in roter Schrift,
das zentrales GGA Motiv in der Bindestelle in einem griinem Kasten, sowie die Teile, die sich zu einer Schleife
verbinden mit einem roten Strich unter der Sequenz dargestellt. Durch die Verdnderung ist fiir die mRNA des

Plasmides mit der Mutation CsrA2 die Ausbildung der Haarnadelstruktur in der mRNA Sekundirstruktur nicht

mehr moglich.

Das zentrale GGA Motiv der Bindestellen des CsrA (griin umrandet in Abbildung3.5)) an die
mRNA, hat neben der Sekundirstruktur der mRNA einen groen Einfluss auf die Bindung
des CsrA Proteins [40, 47, 168]. Die Verinderung im Bereich der Bindestelle in der Nihe des
Startcodons des cel Gens (roter Rahmen in Abbildung [3.5) von einem 5’-ACAAGGA-3’ zu
einem 5’-UUAGGA-3’, fithrt nach Hol et al. [40] auf Grund der sich nicht mehr ausbildenden
Sekundirstruktur (fehlender roter Strich in Abbildung [3.5| Teil B) zu einer starken Verdnde-
rung der Bindestirke (Abschwichung). Diese Mutation wurde durch gezielte Punktmutation

mit den Primern pMO6 sense und pMO6 antisense (siehe Tabelle [D.3)) mit Hilfe des Quick-
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Changell Kits (Agilent Genomics, Waldbronn) erstellt. Eine weitere Mutation wurde mit dem
Ziel erstellt, die optimale Bindestelle fiir CsrA an die mRNA zu imitieren [93]. Zu diesem
Zweck wurde mit Hilfe der Primer pMO7sense und pMO7antisense (sieche Tabelle die
Sequenz von 5’-GGAGUC-3’ zu 5’-GGAUGU-3’ veridndert. Die Mutation, die eine stéirkere
Bindung von CsrA zur Folge haben sollte, wird im folgenden als CsrA1 Mutation (Plasmid
pMO7, Tabelle bezeichnet. Die Mutante, die das Plasmid (pMO®6, Tabelle mit der

schwicheren Affinitét fiir CsrA enthilt, wird als CsrA2 bezeichnet.

Eliminierung der sRNAs CsrB und CsrC

Um die weiterfiihrende post-trankriptionelle Regulation des Operons zu verstehen, wurde der
Einfluss der beiden sSRNAs CsrB und CsrC auf das Gesamtsystem untersucht. Die beiden
sRNAs CsrB und CsrC des Csr Systems in E. coli zeichnen sich durch ihre Fihigkeit aus
CsrA Molekiile zu binden [49, 50] und damit die Menge an freiem CsrA, das an die freie lan-
ge mRNA binden kann zu reduzieren, aus. Mit Hilfe des pRED/ET Systems (Kit Nr.6, Gene-
Bridges, Heidelberg) wurde das jeweilige Gen der sSRNA (CsrB, CsrC oder beide sSRNAs) im
Leserahmen durch eine Antibiotikaresistenz ersetzt. Zu diesem Zweck wurden PCR Produkte
generiert, die Sequenzen, homolog zu Stellen direkt vor bzw. nach dem Gen das geldscht wer-
den soll aufweisen und diese im Anschluss durch die RedET Rekombinase in das Genom des
E. coli Stammes eingebaut [94} 95]]. Mit den Primern CsrB sense und CsrB antisense (siehe
TabelleD.3)) wurde die SRNA CsrB (369nt lang [49]) durch eine Kanamycin Resistenz ersetzt.
Dieser Stamm wird nach der Transformation des Reporterplasmids pMO3, EMO3-SACsrB
genannt. Als weitere SRNA wurde auch CsrC (245nt lang [S0], mit den Primern CsrC sense
und CsrC antisense aus Tabelle [D.3) durch eine Kanamycin Resistenz ersetzt. Durch Trans-
formation des Reporterplasmids entsteht der Stamm EMO3-SACsrC (siehe Tabelle[D.4). Der
Stamm mit der Deletion von CsrC wurde als Template fiir die Erstellung einer Doppeldeletion
der beiden SRNAs CsrC und CsrB verwendet. Hierzu wurde ein PCR Produkt, mit Homolo-

giearmen fiir CsrB, aus den Primern CsrB sense und CsrB antisense (siehe Tabelle und
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einem Gen das die Resistenz gegen Chloramphenicol codiert, verwendet. In den daraus resul-
tierenden Stamm wurde ebenfalls das Reporterplasmid pMO3 transformiert (EMO3-SAB/C,
siche Tabelle |D.4).

3.2. Sequenzierung des Colicin E2-P9 Plasmids

Die Sequenz des Plasmides pColE2-P9 dessen Colicin E2 Operon urspriinglich von Cole et
al. [37] charakterisiert wurde, war nur in Teilen bekannt. Cole et al. [37] vertffentlichten 1985
einen 2640 bp umfassenden Teil der Sequenz des Plasmides pColE2-P9, der das Colicin E2
Operon enthélt (NCBI M29885). In dieser Arbeit werden die Bestandteile des Operons, drei
offene Leseraster (ORFs), eine SOS Box (LexA Bindestelle), zwei Terminatoren (T1 und T2)
und den —10, sowie —35 Signalen fiir den Promotor des Operons dargestellt. Ein weiterer
Teil wurde 1989 von Yasueda et al. verodffentlicht [96]. Dieser, 2363 bp (NCBI D30054)
umfassende Teil beschreibt Proteine, die fiir die eingenstidndige Replikation notig sind [96].
Die 1754 bp fehlenden Basenpaare wurden zusammen mit den bereits bekannten Teilen mit
Hilfe von Sequenzierprimern (sieche Tabelle [D.I) sequenziert (MWG Eurofins, Ebersberg,
Germany). Die ermittelten Sequenzen sind mit den von Cole et al. [37]] und Yasueda et al.
[96]] veroffentlichten Teilen identisch. Die aus der Gesamtsequenz erstellte Vektorkarte (siehe
Abbildung [3.6) enhilt die drei ORFs des Operons, das cea Gen fiir die Bildung des Toxins,
das cei Gen, das die Immunitit gegen das selbst gebildete Toxin vermittelt und das cel Gen

zur Freisetzung des Toxins durch Zelllyse.

Der Replikationsursprung ColE?2 ori fiihrt zusammen mit dem Replikationsprotein (Rep), das
von der antisense RNA incA reguliert wird [97]], zu einer autonomen Replikation des Plasmi-
des, bei der die Anzahl der Kopien des Plasmides in der Zelle durch das Zusammenspiel von
incA und Rep reguliert ist [97]]. Durch die Region fiir den Start der Einzelstrangsynthese (ssi
E2)[96] konnte es im Rahmen der RCR Replikation (Rolling Circle Replication)[98] auch zur

Akkumulation einzelstrangiger DNA (ssDNA) [99] kommen. Ein Vergleich der Sequenz von
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Xmal (70)
-35 Signal
EcoRI (6074) , ” -10 Signal
\ LexA Bindestelle
tra E2
Mlul (5511) cea
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Abbildung 3.6.: Plasmidkarte des Vektors pColE2-P9: In der Karte sind die Bestandteile des Colicin E2
Operons (cea, cei, cel, LexA Bindestelle, Terminatoren T1 und T2, sowie das -10 und -35 Signal des Promo-
tors) dargestellt. Aulerdem werden die weiteren, fiir die autonome Replikation wichtigen Teile (rep, ColE2 ori)
und die regulatorische Sequenz (ssi E2), das Mobilisierungsprotein (mob E2) und der offene Leseraster eines

Proteins, das im Prozess des horizontalen Gentransfers (tra E2) beteiligt ist, gezeigt.

pColE2-P9 mit einer Nukleotiddatenbank (Genbank, NCBI) ergibt noch zwei weitere offene
Leseraster, da diese zu mehr als 97% homolog zu den Genen auf dem Plasmid pColE3-CA38
(NCBI KM287568) [99] sind, werden die Gene in Anlehnung an dieses Plasmid, als mob E2

(Protein fiir die Mobilitidt) und tra E2 (Protein beteiligt am horizontalen Gentransfer) benannt.
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3.3. Durchfihrung der Experimente

Fluoreszenzmikroskopie

Um die Dynamiken der Expression der Fluoreszenzproteine YFP und CFP, die stellvertre-
tend fiir die Expression des Toxins Colicin E2 (cea) und des Gens des Lysisproteins (cel)
stehen (siche Kapitel [3.1) quantifizieren zu konnen, ist es notwendig den zeitlichen Verlauf
der Expression dieser Fluoreszenzproteine in einer Bakterie zu untersuchen. Eine Moglich-
keit hierzu stellt die zeitaufgeloste Aufnahme der Entwicklung der Fluoreszenzintensitét in
Einzelzellen dar. Dazu wurde ein Axiovert 200M (Carl Zeiss, Deutschland) mit einer An-
dor Kamera, einer Temperaturkammer, die eine konstante Probentemperatur von 37 °C iiber
einen langen Zeitraum ermdglicht und einem Zeiss EC Plan-Neofluar 100x/1.3 Olimmersi-
onsobjektiv verwendet. Fiir die Detektion der gelben (YFP) Fluoreszenz wurde neben einem
Strahlteiler BS520 und einem Anregungsbandpassfilter HC500/24, ein Emissionsbandpass
HC542/27 verwendet. Zur Aufnahme der blauen Fluoreszenz (CFP) wurde ein Strahlteiler
BS458, ein Anregungsbandpass HC438/24 und ein Emissionsbandpass HC483/32 genutzt.
Durch Mutanten deren Plasmide zum Einen nur YFP (pKES258, Tabelle D.2)) und zum An-
deren nur CFP (pKHBI, Tabelle enthalten, wurde bestitigt, dass es zwischen den beiden
Fluoreszenzproteinen unter Verwendung der genannten Filtersitze kein Ubersprechen zwi-
schen den beiden Kanilen gibt. Um tagesabhingige Schwankungen der Fluoreszenzlampe
und dadurch eintretende Verianderungen in den Fluoreszenzwerten zu minimieren, wurde an
jedem Messtag die Intensitét der Fluoreszenzlampe mit Hilfe homogen fluoreszierender Ku-
geln (FocalCheck fluoescence microscopy test slide # 3, Invitrogen, USA) kalibriert. Durch
dieses Verfahren ist es zudem moglich verschiedene Fluoreszenzlampen zu verwenden und
die Ergebnisse durch die Korrektur mit Hilfe der Fluoreszenzkugeln miteinander zu verglei-

chen.

Fiir eine quantitative Einzelzellanalyse iiber einen lingeren Zeitraum ist es notwendig die

Bakterien zu fixieren. Fiir die Messungen werden dazu Ibidi p-slides VI°# (Ibidi GmbH, Miin-
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chen) die mindestens zwei Stunden mit 50 ul Poly-L-Lysine (Biochrome, Berlin) beschichtet
wurden, verwendet. Im Anschlu} wurden die Kanile der Objekttrager dreimal mit Wasser
und zweimal mit M63-Medium (siche Anhang|A)) gespiilt. Die Bakterien wurden, wie im Ab-
schnitt Wachstumsbedingungen beschrieben angezogen, wenn notwendig wurde die Kultur
vor dem Transfer in die Kanéle des Objekttragers nochmals verdiinnt um eine optimale Zell-
dichte fiir eine Einzelzellanalyse zu erhalten. In jedem Kanal wurden 50 pl der verdiinnten
Bakteriensuspension fiir 7.5 min bei 37 °C inkubiert. Zur Entfernung nicht adhédrenter Bak-

terien, wird im Anschluss der Kanal vier mal mit M63-Medium gespiilt.

Zur Aufnahme von Zeitserien wurde das kostenfreie Programm Micromanager (Version 1.3)
[L00] verwendet. Nach Aufnahme des ersten Bildes einer Serie wurde der Kanal, falls fiir das
Experiment erforderlich, mit M63-Medium, dass Mitomycin C in der gwiinschten Konzentra-
tion enthilt, gespiilt. In der Folge wurde jeweils nach 15 min ein Hellfeld, YFP und CFP Bild

aufgenommen.
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Abbildung 3.7.: Struktur des Antibiotikums Mitomycin C: Es ist die chemische Strukturformel des An-
tibiotikums Mitomycin C (C15H;8N4O5) das in den Versuchen als Stressor fiir die Bakterien eingesetzt wird
dargestellt (National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Database; CID=5746, htt-
ps://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5746 (abgerufen am 26.04.2016)).

Das als Stressor eingesetzte Antibiotikum Mitomycin C (C;5H3N4Os5) vernetzt mit hoher Ef-
fektivitdt die DNA des Bakteriums [[101} [102] und fiihrt daher zur Aktivierung des SOS Sys-

tems in E.coli [52,1103]]. Die Stirke der Antwort des SOS Systems hédngt von der eingesetzten
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3.3. Durchfihrung der Experimente

Konzentration des Mitomycin C ab [102]]. Der Vorteil des in Abbildung dargestellten,
chemischen Stressors Mitomycin C, im Vergleich zu anderen in der Literatur verwendeten
Umwelteinfliissen die Stress auf die Bakterien ausiiben (wie z.B. UV-Licht) [104], liegt in der
bessern Dosierbarkeit des Stresses und der geringeren Tagesschwankungen der verschiedenen

angelegten Stresslevels.

Wachstumsbedingungen

Die Bakterien wurden iiber Nacht in M63-Minimalmedium unter Zugabe des entsprechenden
Antibiotikums (siehe Tabellenund bei 37 °C angezogen. Die Ubernachtkultur wurde
auf eine optische Dichte (ODgyy) von 0.05 verdiinnt und bis zum Erreichen einer optischen
Dichte von 0.2, was dem Beginn der exponentiellen Wachstumsphase entspricht, angezogen.
Aus dieser Tagkultur wurden 50 pl fiir die Messungen, wie im Abschnitt Fluoreszenzmikro-
skopie beschrieben verwendet. Um den Einfluss, des zur Simulation von Stress eingesetzten
Antibiotikas zu untersuchen, wurden Messungen in einem Mikrotiterplatten Messgerit und
einem optischen Filter von 600 nm durchgefiihrt. Analog zur Messung auf dem Mikroskop
wurden eine Tagkultur bis OD 0.2 angezogen und im Anschluss die 48 Topfchen der Mi-
krotiterplatte (Nunc 48 well untreated) mit 500 ul Kultur des jeweiligen Stammes befiillt. In
Abbildung sind die Wachstumskurven (Verdnderung der optischen Dichte ODg), fiir
unterschiedliche Stimme (siehe Tabelle [D.4)) und unterschiedliche Mitomycin C Konzentra-

tionen gezeigt.

Es zeigt sich, dass die Mitomycin C Konzentration das Wachstum der Bakterien beeinflusst.
Je hoher die Konzentration, des die DNA schidigenden Antibiotikas [101], Mitomycin C im
Medium ist, desto grofler sind die Schwankungen in der gemessenen optischen Dichte (siehe
Abbildung [3.8). Grundsitzlich ist fiir die verwendeten Konzentrationen der Einfluss auf das
Wachstum der Bakterienkultur als klein anzusehen. Zusétzlich zeigt sich auf den Mikrosko-

piebildern (Abbildung[3.9), dass sich das Mitomycin C, wie auch von Suzuki et al. [105] fir
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Abbildung 3.8.: Wachstum in Abhiingigkeit von der Mitomycin C Konzentration: Darstellung des zeit-
lichen Verlaufs der optischen Dichte fiir verschiedene Stimme mit ansteigenden Mitomycin C Konzentratio-
nen. Unterschiedliche Stimme sind in unterschiedlichen Farben dargestellt, EMO3-S in rot, EMO3-SACsrB in
schwarz, EMO3-SACsrC in griin und EMO3-SACsrB/C in blau. Durchgezogene Linien kennzeichnen den un-
induzierten Fall (0.00 pg/ml Mitomycin C), gepunktete Linien eine Konzentration von 0.05 pug/ml Mitomycin

C und gestrichelte Linien eine Konzentration von 0.25 pg/ml Mitomycin C.

E.coli B, beobachtet auf die Linge der einzelnen Zelle auswirken kann. Die Zugabe von Mito-
mycin C fiihrt zu stark verldngerten Zellen, die sich bis zum Ende der Messung hin (nach fiinf
Stunden) teilweise iiber den ganzen aufgenommenen Bildausschnitt erstrecken. Dieser Ef-
fekt ist in Abbildung [3.9|exemplarisch fiir Bakterien nach Zugabe von 0.70 ug/ml Mitomycin
C, der hochsten in den Versuchen verwendeten Konzentration, dargestellt. Nach Suzuki et
al. [106] wirken sich Konzentrationen von bis zu 0.1 pg/ml bakteriostatisch und ab 5 pg/ml
bakteriolytisch aus. Demnach befinden wir uns mit den eingesetzten Mitomycin C Konzen-
trationen am oberen Ende des bakteriostatischen Bereichs. Somit kann die auftretende Lyse
der Bakterien kein Mitomycin C Effekt sein sondern entsteht durch die aktivierte Produktion

des Lysisproteins des Colicin E2 Operons (siehe Kapitel 2.1)).
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0 min 75 min 150 min 225 min 300 min

Abbildung 3.9.: Einfluss von Mitomycin C auf die Zelllinge: Verschiedene ausgewihlte Zeitpunkte einer
Messung des Stammes EMO3-S mit der hochsten eingesetzten Mitomycin C Konzentration von 0.70 pug/ml zur

Veranschaulichung des Einflusses von Mitomycin C.

Maturationszeiten der Fluoreszenzproteine

Da mit dem Doppelreporterplasmid in einer Bakterie parallel die Fluoreszenz sowohl fiir YFP
als auch fiir CFP ausgelesen werden soll, ist es notwendig, die Maturationszeiten der Protei-
ne in den jeweiligen Stammen zu untersuchen. Von Hebisch et al. wurde 2013 gezeigt, dass
die Maturation von Proteinen von dem jeweils verwendeten Stamm und Plasmid sowie de-
ren Kombination abhidngt. Daher wurden die Maturationszeiten der Proteine in pMO3 im
Stamm EMO3-C mit vergleichbaren Messbedingungen (zeitaufgeloste Einzelzellmikrosko-
pie) zur Bestimmung der Kinetiken von cea und cel (gemessen durch die Fluoreszenzwerte
von YFP bzw. CFP) nach der Methode von [77,[107] bestimmt. Hierzu wurden je nach Stres-
sorkonzentration (0.10 pug/ml oder 0.40 pug/ml) nach 60 min bzw. 45 min zur Inhibition einer
weiteren Translation von mRNA, das das Ribosom hemmende Antibiotikum Chlorampheni-
col (200 pug/ml) zugegeben und der weitere Anstieg der Fluoreszenz, resultierend aus der
Faltung bereits vorhandener Proteine [77, [107]], durch die Aufnahme von Bildern alle 3 min
fiir 30 min, bestimmt. An die Fluoreszenzkurven wurde mit IgorPro (Version 6.22) eine Ex-

ponentialfunktion angefittet (3.2).

Y =erp——*1T (3.2)
T

Um einen Einfluss der Konzentration des Stressors auszuschlieBen wurden verschiedene Mito-
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mycin C Konzentrationen verwendet, diese ergaben keinen signifikanten Unterschied in den
Maturationszeiten. Die Maturationzeiten von YFP als auch von CFP lagen unterhalb von
12 min und waren im Rahmen der Messungenauigkeiten gleich. Dieser Wert steht in guter
Ubereinstimmung mit Literaturwerten die, in vitro gemessen fiir mVenus (YFP) 7.0 min [108]]
und fiir mCerulean (CFP) 3.1 min [109] bestimmen. Die Abweichungen zu den Literaturwer-
ten lassen sich durch die unterschiedlichen Messbedingungen in vitro und in vivo erkléren.
Die bestimmten Maturationszeiten liegen damit unterhalb der Auflésungsgrenze der Messun-
gen von 15 min und werden auf Grund der Tatsache das fiir beide Fluoreszenzproteine der
gleiche Wert gemessen wird in der Bestimmung der zeitlichen Verzogerung zwischen der Ex-
pression von cea, dargestellt druch YFP und der Expression von cel, dargestellt durch CFP,

nicht beriicksichtigt.

3.4. Quantitative Analyse

3.4.1. Bildanalyse der Zeitserien

Die einzelnen Bilder der Messungen wurden mit Hilfe eines Makros der Software ImageJ zu
Zeitserien zusammengesetzt. Es wurden nur im Hellfeld eindeutig identifizierbare, nicht im
Teilungsprozess befindliche Zellen mit in die Auswertung iibernommen. Fiir die verschiede-
nen Kinale, Hellfeld, YFP und CFP wurde jeweils eine eigene Zeitserie erzeugt. In den Hell-
feld Zeitserien wurden Einzelzellen mit Hilfe der ImageJ Erweiterung Cell Evaluator [[110]
iber die Zeit verfolgt und markiert. In den zugehorigen Fluoreszenzkanilen wurde dann die
mittlere Fluoreszenz pro Fliche der markierten Bereiche bestimmt (siehe hierzu Abbildung
[3.10). Daraus wurden Einzelzellzeitserien extrahiert, die die jeweiligen Fluoreszenzwerte fiir

YFP und CFP beinhalten. Diese Daten wurden mit IgorPRO (Version 6.22) weiterverarbeitet.

Wihrend der Aufnahme der Bilder werden die einzelnen Farbstoffmolekiile mehrfach be-
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Abbildung 3.10.: Darstellung der Auswertung der Zeitserien: Exemplarisch sind zwei Zellen im Hellfeld
und im YFP Kanal dargestellt. Im Hellfeld werden die Zellen identifiziert und markiert. Diese Markierung wird
im Anschluss verwendet, um die Fluoreszenzwerte aus den jeweiligen Fluoreszenzbildern auszulesen. Diese
bilden dann die Grundlage fiir die Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Entwicklung der Fluoreszenzintensitit

in den Einzelzellen.

leuchtet und damit gebleicht. Um ein Bleichen der Farbstoffe wihrend der Hellfeldaufnah-
men zu verhindern wurde ein oranges Farbglas, das alle Wellenldngen unterhalb von 570 nm
abschneidet, verwendet. Dies fiihrt dazu, dass weder YFP noch CFP in den Hellfeldaufnah-
men angeregt und damit auch nicht gebleicht werden. Die Anregungswellenldngen fiir YFP
liegen oberhalb der Emmissionswellenldnge von CFP und konnen somit nicht zum Bleichen
von CFP beitragen. Das vom Bleichen stédrker betroffene Protein ist YFP, da es von den An-
regungswellenlidngen des CFP, die im nahen UV Bereich liegen (siehe Filter in Kapitel [3.3)),
gebleicht wird. Da fiir die Aufnahmen eine kurze Belichtungszeit von 25 ms verwendet wur-
de und nur 20 Aufnahmen pro Zeitserie angefertigt werden, ist der Fehler, der sich durch
die Berechnung einer Bleichkorrektur ergeben wiirde, groBer als der Fehler, der durch die
Vernachlidssigung des Bleichens entsteht. Als Bleichkorrektur wire ein Verfahren wie in den
zusitzlichen Informationen zu der Arbeit von Ajo-Franklin et al. [111] fiir Eukaryoten be-
schrieben denkbar. Die Autoren beschreiben eine diskrete Herangehensweise, in der die An-

teile der gebleichten Proteine mit dem Anteil der noch nicht gebleichten Proteine addiert wird.
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Diese Summe wird dann fiir jedes Bild neu gebildet und damit der Tatsache Rechnung getra-
gen, dass es Anteile gibt die schon mehrmals, einmal oder noch nie beleuchtet (gebleicht)
wurden. Auf Grund der zusitzlichen Unsicherheiten und Schwankungen die durch die Be-
rechnung der Bleichkorrektur entstehen wiirden, wurde in dieser Arbeit auf den Einsatz einer

Bleichkorrektur verzichtet.

3.4.2. Schwellwertdefinition

In der vorliegenden Arbeit spielen vor allen quantitative Fragestellungen eine Rolle. Es wird
hierbei analysiert wie viel Fluoreszenzprotein (Menge in F'E), zu welcher Zeit ¢ in der Zelle
mit einer bestimmten Geschwindigkeit (Rate ) gebildet wird. Fiir diese Fragestellungen ist
eine genaue quantitative Analyse notwendig, bei der es insbesondere fiir die Untersuchung
der Anschaltzeitpunkte (ton der Expression von YFP und CFP), notwendig ist sich iiber die
Definition eines Schwellwertes, fiir die gemessenen Fluoreszenzwerte Gedanken zu machen.
Generell setzt sich jeder Messwert aus der Autofluoreszenz der bakteriellen Zelle und der
Fluoreszenz hervorgerufen durch die Expression eines Gens des untersuchten Operons (Re-
porterplasmid pMO3, siehe Kapitel [3.1)) zusammen. In der Fluoreszenz des Operons wird
zwischen der basalen Fluoreszenz (Fluoreszenz ohne Aktivierung des zugehorigen Promo-
tors) und der induzierten Fluoreszenz mit Aktivierung des Promotor unterschieden. Daher ist
es notwendig, um Zellen die viel Fluoreszenzprotein (YFP oder CFP) exprimieren, von sol-
chen zu unterscheiden, die nur basal exprimieren, einen passenden Schwellwert zu definieren,
der einen Messwert fiir die Aktivierung des Promotors des Colicin E2 Operons darstellt. Da-
bei muss ein Schwellwert definiert werden, durch den es ermdoglicht wird, die Zellen die nur
Basalfluoreszenz (Zellen im ,,AUS* Zustand) zeigen, eindeutig von Zellen die sich im ,,AN*
Zustand befinden, zu unterscheiden. Wihrend der ersten drei Zeitpunkte (0 min, 15 min und
30 min) zeigt keine Zelle, weder in YFP noch in CFP Expression, einen signifikanten Anstieg
der Fluoreszenzwerte F'E (sieche Kapitel {). Die zu diesen Zeitpunkten gemessenen Werte

stellen ein MaB fiir die Summe aus Autofluoreszenz der Bakterie und basaler Fluoreszenz
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durch das Operon im Reporterplasmid dar. Daher wird der Mittelwert dieser drei Werte als

Referenzfluoreszenz jeder individuellen Zelle zugeordnet (rote Linie in Abbildung[3.T1). Ein
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Abbildung 3.11.: Exemplarische Darstellung von Zellen im ,,AN‘ und ,,AUS* Zustand: Teil A zeigt die
Fluoreszenzintensititen einer Zelle, die nicht iiber den fiinffachen Wert (rote gepunktete Linie bei 5x) des An-
fangsmittelwertes (rote Linie bei x) kommt (die Zelle bleibt also im ,,AUS* Zustand), gegen die Zeit aufgetragen.
Teil B zeigt eine Zelle die nach 75 min den Schwellwert (rote gepunktete Linie) erreicht und damit zu diesem

Zeitpunkt in den ,,AN* Zustand wechselt.

Anschalten der Zellen wird mit dem Erreichen des fiinffachen Wertes der Basalfluoreszenz der
jeweiligen Zelle gleichgesetzt (sieche Abbildung Teil B). Diese Zellen kénnen eindeutig
von Zellen, die sich noch im ,,AUS* Zustand befinden (Abbildung [3.T1] Teil A), unterschie-
den werden. Der Zeitpunkt zu dem der fiinffache Referenzwert iiberschritten wird, wird als
Anschaltzeitpunkt ¢y festgelegt. Die Festlegung eines Schwellwertes ermoglicht die Quan-
tifizierung der Menge an Zellen die eines der beiden Fluoreszenzproteine (YFP oder CFP)
herstellen und somit entweder das Toxin (Cea) und oder das Lysisprotein (Cel) des Colicin

E2 Operons produzieren (siehe Kapitel [3.1).
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4.1. Charakterisierung der Dynamik der heterogenen

Colicin E2 Expression

Dieses Kapitel beschiftigt sich mit der Dynamik der heterogenen Colicin E2 Expression und
ithrer Charakterisierung. Dabei wird darauf eingegangen wie sich ein Toxin Produzent einen
Vorteil im Kampf um Nahrung und Lebensraum sichern kann. Insbesondere spielt der Aspekt
einer genau definierten Arbeitsteilung zwischen Produzenten und nicht Produzenten eine Rol-
le. Diese Arbeitsteilung kann durch heterogene Toxin Expression erreicht werden, die fiir die
jeweilige Spezies eine effektive Moglichkeit darstellt das eigene Uberleben zu sicheren und
im Vergleich zu Konkurrenten einen Vorteil zu erreichen. In diesem Zusammenhang wird ana-
lysiert ob und wie die Expression des Toxins und des Lysisgens von der Anwesenheit oder

der Stirke des Stresses, der auf das Bakterium einwirkt, abhéngt.

4.1.1. Veranderung der Dynamik der heterogenen Colicin E2

Expression in Abhangigkeit von der Starke des Stresses

Exprimiert eine Zelle das Colicin E2 Operon fiihrt dies in der Folge zum Zelltod (siehe Ka-
pitel 2.1). Aus diesem Grund wire es fiir die bakterielle Population von Vorteil, wenn das

Operon nur von einem Teil der Zellen exprimiert wird. Fiir andere Colicine, wie Colicin K,
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wurde in den Arbeiten von Mulec et al. und Mrak et al. [84, 112], durch Messungen auf dem
Populationslevel gezeigt, dass diese heterogen exprimiert werden. Diese Heterogenitédt wurde
auch fiir das in dieser Arbeit eingehend untersuchte Colicin E2 Operon auf dem Populations-
level gezeigt [S1,153, (113} 114]. Bei diesen Studien wird allerdings die Dynamik der Colicin
Expression nicht beriicksichtigt. Auch eine Unterscheidung dieser Dynamik im Bezug auf To-
xin Produktion (Expression des cea Gens) und Toxin Abgabe (Expression des cel Gens) fand
in diesen Arbeiten nicht statt. Dies ist aber notwendig um zu verstehen welche Mechanismen
es dem Toxin Produzenten ermoglichen sich gegeniiber anderen, nah verwandten Bakterien
durchzusetzen. Hierfiir ist eine Analyse der Dynamiken der Expression in einzelnen Bak-
terien notwendig, denn sie kann im Gegensatz zur Analyse der Gesamtpopulation folgende

Fragestellungen beantworten:

Ab welchem Zeitpunkt ¢ wird das Operon in den ersten Zellen exprimiert?

e Ist der Anschaltzeitpunkt ¢oy fiir alle Zellen der gleiche?

e Wie viele Zellen schalten zu einem gegebenen Zeitpunkt an?

e Ist das Anschaltverhalten fiir cea (Toxinproduktion) und cel (Toxinabgabe) unterschied-

lich?

e Wie lange dauert es vom Beginn der Expression einer Zelle bis zur maximalen Expres-

sion oder bis zur Lyse der einzelnen Zelle?

e Wie schnell kann die Zelle auf externen Stress reagieren?

e Wie verindert sich das Anschaltverhalten in Abhéngigkeit von der Stirke des dueren

Stresses?
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Durch die Beantwortung dieser Fragen kann analysiert werden wie sich die Dynamik der
heterogenen Expression in Abhingigkeit von der Stressstdrke verdndert. Des weiteren kon-
nen die Auswirkungen auf die Toxinproduktion und die Toxinabgabe studiert werden. Dieses
Wissen trigt dazu bei zu verstehen, wie ein Toxin Produzent sicherstellen kann, effektiv Toxin

abzugeben und damit das Uberleben der eigenen Population zu sichern.

Diese Fragen, nach den Dynamiken und der Expression auf Einzelzellebene kénnen nur, wie
im folgenden Kapitel beschrieben, mit Hilfe von zeitaufgeloster Fluoreszenzmikroskopie (sie-
he Kapitel [3.3)) untersucht werden. Im weiteren Verlauf wird auerdem auf einen moglichen
Unterschied in der Expression der Gene fiir die Toxinsynthese und die Lysisproteinproduktion
eingegangen. Von Yang et al. wurde 2010 ein Zusammenhang der Regulation der Expression
des Lysisgens des Colicin E7 Operons mit dem mRNA-Bindeprotein CsrA (Carbon-Storage-
Regulator A) in E.coli nachgewiesen. Auf Grund der hohen Homologie zwischen dem Colicin
E7 und Colicin E2 [32] Operon, sowie dem Vorhandensein der CsrA Bindestellen (siehe Ab-
bildung [2.2)) und der notigen Faltung der mRNA an dieser Stelle (siche Abbildung [3.5]) kann
von einem dhnlichen Einfluss des CrsA Proteins im Colicin E2 Operon ausgegangen werden.
Die Expression des Lysisgens wird im ColicinE7 Operon post-transkriptionell durch Bindung
eines Homodimers des CsrA Proteins reguliert [47]. Dieses bindet an eine Bindestelle die
am Ende einer mRNA Schleife liegt und mit der Ribosombindestelle des Lysisgens iiberlappt
[16}47,169]. Durch diese Bindung wird das Anbinden des Ribosoms und damit die Transla-
tion der mRNA verhindert [47, 169]. Auf Grund dessen, wird ein die Translation hemmender
Einfluss von CsrA auf das cel Gen (Lysisgen) des Colicin E2 Operons, vermutet. Dieser sollte
sich in einer im Vergleich zwischen Toxin (cea) und Lysisgen (cel) in verianderten Startzeiten

ton der Expression bzw. Unterschieden in der heterogenen Expression zeigen.

Zur Untersuchung dieser Fragestellung wird das Doppelreporterplasmid pMO3 (siehe [3.1)
zusitzlich zum bereits vorhandenen Plasmid pColE2-P9 (siehe in den Stamm BZB1011-
E2C transformiert (EMO3-C, TabelleD.4). Mit Hilfe von zeitaufgeloster Einzelzellmikrosko-
pie wird parallel die Expression der beiden Fluoreszenzreporter YFP und CFP, die stellver-

tretend fiir die Expression des Toxins cea und des Lysisgens cel stehen, untersucht. Durch
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die Integration aller die Regulation bestimmenden Elemente des Colicin E2 Operons (sie-
he Kapitel 2.1 und in das Doppelreporterplasmid sollten alle Regulationsmechanismen,
wie zum Beispiel ein moglicher Colicin Feedback [115, 116, in gleicher Art und Weise wie
im Plasmid pColE2-P9 zu Tage treten und die Auswertung der Fluoreszenz von YFP und
CFP direkt die Genexpression von cea und cel widerspiegeln. Durch dieses Reporterplasmid
wird eine quantitative, zeitaufgeloste Analyse der Expressionskinetiken des Toxins (cea) und
des Lysisgens (cel) ermdglicht. Daraus wird die exakte Bestimmung der Anschaltzeitpunkte
(ton) sowie die Quantifizierung der Expressionsstirke (F'E,,,,) und die Anteile der Zellen
die sich im ,,AN “ Zustand befinden, sowohl fiir die Toxin als auch fiir die Expression des
Lysisgens bestimmt. Da sich die Maturationszeiten von Fluoreszenzproteinen abhingig vom
Protein und Stamm stark unterscheiden konnen [[107]], wurden um zu verifizieren, dass die
Maturationszeiten der Fluoreszenzproteine YFP und CFP, im Rahmen de Messungen gleich
sind und geringer als die Auflosungsgrenze von 15 min, die Maturationszeiten in vivo, wie in
Kapitel 3.3 beschrieben, gemessen. Innerhalb der Fehlergrenzen ist die Maturationszeit bei-
der Fluoreszenzproteine gleich lang und mit unter 12 min in guter Ubereinstimmung mit den

Literaturwerten [[108, [109].

Die Bakterien der Tagkultur werden zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase fiir die
Mikroskopie préperiert und dann fortlaufend, unter nativen oder Stress induzierten Bedingun-
gen (verschiedene Konzentrationen von Mitomycin C), untersucht (siche Kapitel [3.3]). Der
durch die Zugabe von Mitomycin C hervorgerufene Stress, wirkt im Colicin E2 Operon auf
die transkriptionelle Regulation durch die Aktivierung des SOS Systems (siche Kapitel [2.1)).
Das SOS System ist unter nativen Bedingungen, also ohne externen Stress, nur in einer gerin-
gen Zahl von Zellen aktiv [S1]]. Dies kann durch die natiirliche Stochastizitédt des LexA/RecA
Systems [[76] das in de SOS Antwort eine wichtige Rolle spielt hervorgerufen werden, was der
Bakterienpopulation dazu dienen konnte, schnell auf sich dndernde Umweltbedingungen rea-
gieren zu konnen [117]]. Erst durch die Reaktion auf duleren Stress wird das System induziert
[S2] und das SOS System der Bakterien aktiviert. Durch die Betrachtung des Systems unter
Stress konnen die Antwortdynamiken des Colicin E2 Operons untersucht werden. Dadurch

kann analysiert werden, ob die Geschwindigkeit der Antwort, die Zeit in der das System
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antwortet, die Menge an produziertem Colicin oder die Zeit bis es zur Reaktion aller Zel-
len kommt von der Stirke des angelegten Stresses abhédngt. Vergleicht man die Antwort des
Colicin E2 Systems auf die Induktion mit Mitomycin C (MitC), mit der Induktion des Lak-
tose Operons, zeigen sich markante Unterschiede. Fiir das Laktose Operon zeigen sich nach
Ozbudak et al. [118] je nach Menge an verfiigbarer Glukose und Laktose unterschiedliche
Ergebnisse. In einem bestimmten Konzentrationsbereich kommt es zum Beispiel zur Ausbil-
dung einer bistabilen Antwort [118]]. Auch fiir das sehr gut untersuchte Laktose Operon sind
noch keine genauen Studien zur Dynamik der Expression der einzelnen beteiligten Gene ver-
fiigbar. Um die Antwortdynamiken und die Dynamik der Expression sowie die Unterschiede
in der Expression, der im Colicin E2 Operon wichtigen Gene cea (Toxinproduktion) und cel
(Produktion des Lysisgens) besser zu verstehen werden in den folgenden Kapiteln diese mit
Hilfe des Reporterplasmides pMO3 und seiner Derivate (siche Kapitel [3.1j und Tabelle

analysiert.

Fiir das dem Colicin E2 Operon dhnliche Colicin E7 Operon wurde von Yang et al. [47] der
Einfluss der Bindung des CsrA Gens auf die Produktion des Lysisgens untersucht. Mit Hilfe
eines Stamms, der ein veridndertes CsrA Protein produziert [[119], das nicht mehr an die Bin-
destellen der mRNA anbinden kann, wurde gezeigt, dass die Produktion des Lysisproteins des
Colicin E7 Operons durch CsrA beeinflusst wird [47]. Zwischen den verwendeten Stammen
gab es einen Unterschied im Beginn der Zelllyse gemessen durch eine Verringerung der Trii-
bung der Bakterienlosung. Die Verschiebung der Zelllyse hin zu fritheren Zeitpunkten deutet
auf eine Verdnderung eines vorhandenen zeitlichen Versatzes zwischen der Produktion des
Toxins und der Produktion des Lysisgens, nach erfolgter Induktion durch dufleren Stress, hin
[47]. Da die Elemente die zur Regulation beitragen im Colicin E2 Operon sehr dnhlich sind,
kann davon ausgegangen werden, dass auch in diesem Operon ein zeitlicher Versatz zwischen

der Expression des Toxingens (cea) und des Lysisgens (cel) besteht.
Entgegen der Erwartungen, aus der Theorie (siche Kapitel [2.3) und der Arbeit von Yang et al.

[47], zeigen in den Experimenten die Expressionskinetiken von cea und cel fiir den Stamm

EMO3-C nahezu gleiches Verhalten. In der Bilderserie in Abbildung [.1] ist dieses Verhal-
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Abbildung 4.1.: Bilderserie mit Beispielbildern fiir Hellfeld, YFP und CFP: Messung unter hohem Stress
(0.40 pg/ml MitC) die ausgewihlte Zeitpunkte fiir Hellfeld, YFP Fluoreszenz (cea Expression) und CFP Fluo-
reszenz (cel Expression) zeigt. Zu den frithen Zeitpunkten kann eine ansteigende Fluoreszenz, parallel in YFP
und CFP beobachtet werden. Zu den spiteren Zeitpunkten kommt es vermehrt durch die Expression von cel zur

Lyse einzelner Bakterien und somit zur Reduktion des Fluoreszenzsignals (verdndert nach [33]]).

ten zu erkennen, dabei sind exemplarisch fiir verschiedene Zeitpunkte Hellfeld, Cea-YFP und
Cel-CFP Bilder gezeigt. Die Zeitserie ist mit einer hohen Stressinduktion (0.40 pg/ml MitC)
aufgenommen worden um mit hoher Wahrscheinlichkeit viele Zellen die in den ,,AN* Zu-
stand schalten zu beobachten. Hier ist fiir die spiteren Zeitpunkte eindeutig eine Abnahme
des Fluoreszenzsignals und ein ,,Ausbleichen* der Zellen im Hellfeldbild (Abbildung @ zZu
erkennen, was durch die Lyse der jeweiligen Bakterie, durch die Expression des cel Gens
(beobachtbar durch die CFP Fluoreszenz), zu erkldren ist. Zum Zeitpunkt der Lyse lduft das
Zytosol des Bakteriums aus, die Fluoreszenzproteine sind im Anschluss daran nicht mehr

detektierbar.

Die Analyse der Fluoreszenzwerte iiber die Zeit ergibt fiir YFP und CFP (cea bzw. cel Ex-
pression) im Fall ungestresster Bakterien, dem System unter normalen Bedingungen, einige
wenige Zellen die zu spéten Zeitpunkten (nach mehr als 200 min, siehe Abbildung deut-
lich ansteigende Werte aufweisen. Zur weiteren quantitativen Analyse der Daten wurde ein

Schwellwert definiert (sieche Kapitel [3.4.2) ab dem eine Zelle sich im ,,AN* Zustand befindet
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und der Zeitpunkt des Uberschreiten des Schwellwertes als Anschaltzeitpunkt ¢y definiert.
Damit zeigt sich, dass das System bei normalen Bedingungen nur in einigen wenigen Zellen in
der stationdren Wachstumsphase aktiviert wird. Die Anzahl der in Abbildung4.3|zu sehenden
Zellen die in YFP (Teil A in Abbildung [4.3) bzw. CFP (Teil B in Abbildung 4.3) anschal-
ten stimmt mit Ergebnissen fritherer Popuplationsanalysen fiir verschiedene Colicine iiberein
[112]. Es zeigt sich somit eine phidnotypische Heterogenitit des uninduzierten, natiirlichen
Systems. Die gleichzeitige Expression des Toxins und des Lysis Gens im Stamm EMO3-C,
die nicht nur bei sehr hoher oder keiner Induktion durch den Stressor Mitomycin C vorliegt,
sondern iiber den ganzen Bereich der verwendeten Mitomycin C Konzentrationen vorzufinden
ist zeigt die Abbildung Es ist der Prozentsatz der Zellen, der sich im ,,AN* Zustand befin-
det gegen die jeweilig eingesetzte Konzentration des Mitomycin C zum Zeitpunkt 75 min, der
Zeit bei der bei hohen Mitomycin C Konzentrationen ein maximales Anschalten vorgefun-
den wurde, aufgetragen. Die Wahl des Zeitpunktes, fiir den Vergleich, 75 min nach Induktion
mit Mitomycin C hat sich durch den Verlauf der Fluoreszenzintensititen der Messungen des
Stammes EMO3-C als sinnvoll erwiesen. Nach diesem Zeitpunkt nimmt bei hoher Induktion
die Fluoreszenz durch Lyse der produzierenden Zellen wieder ab (sieche Abbildung §.T)). Fiir
den prozentualen Anteil der Bakterien die sich im ,,AN* Zustand befinden (Abbildung
zeigt sich ein Anstieg bis zu einer Mitomycin C Konzentration von 0.25 ug/ml. Dann geht
die Kurve, die diese Anteile beschreibt, in eine Sittigung iiber und bleibt im Rahmen der
Messungenauigkeiten gleich. Dieses Verhalten ist nahezu gleich fiir die Anteile von cea und
cel zu beobachten es zeigt sich allerdings, das die Werte fiir die Anteile der cel Expression
iiber den ganzen Messbereich hinweg geringer oder gleich sind. Damit konnte gezeigt wer-
den, dass bereits bei dieser Konzentration das maximale Stresslevel erreicht ist. Daher ist eine
weitere Erhohung der Mitomycin C Konzentration und damit des Stresslevels fiir die Bak-
terien, nicht sinnvoll. In anderen Arbeiten wurde gezeigt, dass Mitomycin C Konzentrationen
im Bereich von 0.10 pg/ml bakteriostatisch und Konzentrationen im Bereich von 3 ug/ml bis
5 pg/ml bakteriolytisch wirken [105} 106, [120]. Die in den Experimenten eingesetzten Kon-
zentrationen zwischen 0.05 pug/ml und 0.70 pg/ml Mitomycin C liegen demnach klar unter
der fiir die E. coli Zellen todlichen Level [106, [120]. Die in den Hellfeldbildern beobachtbare

Verlingerung der einzelnen Zellen nach der Zugabe von Mitomycin C wurde in der Arbeit
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von Suzuki et al. in dhnlicher Weise fiir E.coli B Zellen (gestresst durch eine Konzentration
von 0.10 pg/ml Mitomycin C), beobachtet [105]. Der Konzentrationsabhéngige Verlauf der
Anteile der Zellen, die die Expression des cea bzw. cel Gens anschalten, wurde mit einer

sigmoidalen Funktion angefittet (siche Gleichung[4.T).

Y =Yoo+ 1+ea:p(@) 4.1)
In dieser Gleichung stellen 1, den minimalen Anteil an Zellen, A den maximalen Anteil, /2
die Mitomycin C Konzentration bei der die sigmoidale Funktion die grofite Steigung besitzt
und r die Rate mit der Funktion an dieser Stelle steigt, dar. Da die Anteile der Zellen in % sich
nur in einem Bereich von 0 — 100% bewegen konnen und mit steigendem Stress (Erhthung
der Konzentration von Mitomycin C) ansteigt, ist eine sigmodale Funktionen eine geeignete
Fitfunktion um diese Daten zu quantifizieren. Vergleicht man die Anteile der Zellen im ,, AN
Zustand fiir die Expression von cea und cel, zeigt sich in Abhingigkeit von der Mitomycin C
Konzentration, ein sehr dhnliches Verhalten (Abbildung @], Tabelle . Die Saturation tritt
bei ungefidhr 75% bzw. 68% fiir cea bzw. cel ein [33]. Der konzentrationsabhéngige Anstieg

zeigt hohe Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten [51), 152, 53], die diese Anteile auf dem

Populationslevel ermitteln.

Bakterien die sich in einer natiirlichen, stressfreien Umgebung befinden (siehe Abbildung
@ zeigen nur Anschalten einzelner Bakterien, meist erst in der stationdren Wachstumspha-
se. Dies ldsst sich mit stochastischen Schwankungen der LexA/RecA Proteine [S7, [76l] oder
spontan auftretender DNA Schiden, erkldaren. Durch diese Verdnderungen kommt es zum
Auslosen der SOS Antwort [[103]]. Deshalb kommt es zu der in der Literatur beschriebenen
[511152]] phanotypischen Heterogenitit, die sich durch die Ausbildung unterschiedlicher Pha-
notypen bei identischem genetischen Hintergrund auszeichnet [[117]. Der in Abbildung
dargestellte Anteil der Zellen die in den ,,AN* Zustand schalten (rote Fluoreszenzverldufe)
weist im Vergleich zur Literatur [S1}152] leichte Abweichungen auf, die durch die verschiede-

nen Bedingungen unter denen die Experimente durchgefiihrt wurden erklirt werden konnen.
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Abbildung 4.2.: Verlauf des prozentualen Anteils der Zellen im ,,AN‘“ Zustand in Abhéngigkeit von
der Mitomycin C Konzentration: Die Anzahl der Zellen die sich im ,,AN‘“ Zustand befinden, sind fiir den
Zeitpunkt 75 min nach Mitomycin C Induktion, gegen die jeweilige Mitomycin C Konzentration aufgetragen.
Die Expression des cea Gens ist in orangen Quadraten, die des cel Gens mit blauen Kreisen, jeweils mit dem
Standardfehler, dargestellt. Die Daten wurden mit einer sigmoidalen Funktion gefittet, deren Fitparameter der

TabelleEIentnommen werden konnen (veridndert nach [33]]).
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Abbildung 4.3.: Vergleich von cea und cel Expression ohne Induktion durch Mitomycin C: Darstel-
lung des zeitlichen Verlaufs der Fluoreszenz einzelner Bakterien (graue Linien) und der mittleren Fluoreszenz
(schwarze Quadrate) mit den Fehleren der Mittelwertbildung, fiir den uninduzierten Fall. In Teil A ist die Fluo-
reszenz von YFP (representiert cea) und in Teil B die Fluoreszenz von CFP (representiert cel) gezeigt. Die

Zellen, die im Lauf der Messzeit von 5 Stunden in den ,,AN“ Zustand schalten sind in rot dargestellt.
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Nachdem wie in Abbildungen 4.2 und [4.3] gezeigt wurde, sich das Verhalten der Expression
von cea und cel fiir alle Mitomycin C Konzentrationen nicht unterscheidet, werden im An-
schluss nur Daten der Expression des Toxins (cea) gezeigt (sieche auch Mader et al.[33]), die

dazu dquivalenten Daten der Expression von cel sind im Anhang [B]dargestellt.

Wie im vorigen Abschnitt beschrieben zeigt zu einem gegebenen Zeitpunkt ein prozentualer
Anteil der gesamten Population eine SOS Antwort, was mit der zeitaufgelosten Einzelzell-
mikroskopie in unserer Studie bestitigt werden konnte (Abbildung[4.2)). Im Unklaren blieben
bisher allerdings die Fragen, ob wihrend der Zeit alle Bakterien eine SOS Antwort zeigen

und ob diese Antworten immer die gleiche Intensitidt aufweisen?

Mit Hilfe der zeitaufgelosten Einzelzellmikroskopie konnen, im Gegensatz zu den fritheren
Studien, diese Fragen beantwortet werden. Werden die Bakterien verschiedenem Stress ausge-
setzt (durch die Zugabe verschiedener Mitomycin C Konzentrationen) kann, wie in Abbildung
M4.4] gezeigt ist, eine Verdnderung des Verhaltens der Bakterienpopulation beobachtet werden.
Mit ansteigendem Stresslevel zeigen mehr und mehr Zellen eine Expression von cea (YFP) zu
fritheren Zeitpunkten (siche Abbildung 4.4). Die Expression von cel zeigt eine sehr dhnliche
Charakteristik, die Daten dazu sind im Anhang[B|zu finden. Der Mittelwert der Anschaltzeit-
punkte oy der Zellen im ,,AN* Zustand verschiebt sich, mit von 0.05 pug/ml zu 0.70 pg/ml
steigender Mitomycin C Konzentration, von 150 min nach Induktion zu 75 min nach Induk-
tion. In Ubereinstimmung mit den von Kamensek et al. [89] ermittelten kiirzest moglichen
Startzeitpunkten der Expression, zeigt sich in Abbildung [4.4] das keine Zelle schneller als
45 min nach Induktion die Expression von cea (YFP) anschaltet. In dieser Arbeit wird diese
Art der zeitlichen Verzégerung zwischen der Induktion und dem Beginn der Expression, auf
den neben der Regulation durch LexA zusitzlichen Einfluss des Regulators AsnC zuriickge-
fiihrt [89]]. Bei schwacher Induktion verteilt sich der Beginn der Expression iiber ein grof3es
Zeitfenster von ungefihr 200 min (sieche Abbildung[@d.4| Teil A). Je stirker hingegen die Induk-
tion wird, umso kiirzer wird das Zeitfenster in dem es zum Beginn der Expression nahezu aller
beobachteten Zellen kommt. Hier wird bei Mitomycin C Konzentrationen von 0.70 pg/ml ei-

ne Reduktion in der Halbwertsbreite der Verteilung auf circa 30 min beobachtet. Dies kann
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Abbildung 4.4.: Expression von cea induziert mit verschiedenen Mitomycin C Konzentrationen: Die Tei-
le A-D zeigen die Fluoreszenzintensititen einzelner Bakterien (graue Linien) fiir verschiedene Mitomycin C
Konzentrationen 0.05 pg/ml, 0.10 pg/ml, 0.25 pg/ml und 0.70 pg/ml in ihrem zeitlichen Verlauf. Der Mittel-
wert der Fluoreszenzintensititen ist zu jedem Zeitpunkt als schwarzer Kreis (der eingezeichnete Fehler ist der
Standardfehler aus der Mittelwertberechnung) dargestellt. Der Bereich in dem nahezu alle Zellen in den ,,AN
* Zustand schalten ist mit einem roten Kasten umrandet. Es kann ein Ubergang von einer zeitlich heterogenen
Stressantwort bei geringen Mitomycin C Konzentrationen (A,B), hin zu einer zeitlich synchronisierten Antwort
bei hohen Konzentrationen (C,D) beobachtet werden. Die dquivalenten Daten fiir die Expression von cel (CFP

Fluoreszenz) sind im Anhangl]Elzu finden.

einem Strategiewechsel gleichgesetzt werden. Bei geringem Stress reichen wenige Zellen die
das Toxin produzieren aus, um dem Toxin Produzenten einen Vorteil zu verschaffen. Nimmt
der Stress zu, wird es notig um die Population zu erhalten, dass nahezu alle Zellen sofort
beginnen das Toxin zu produzieren. Dies zeigt einen Wechsel von zeitlich heterogenem An-

schalten hin zu einer synchronisierten Antwort der ganzen Population auf steigenden Stress

von auf3en.
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Abbildung 4.5.: Darstellung der Verkiirzung des Zeitfensters in dem nahezu alle Zellen die Expression
des Toxins (cea) beginnen: Die Dauer des in Abbildung[4.4] mit roten Kisten dargestellten Anschaltzeitfensters
wird in Abhingigkeit von der eingesetzten Konzentration des Stressors (Mitomycin C) gezeigt. Bei ansteigender
Mitomycin C Konzentration ist eine Verkiirzung des Zeitfensters von 200 min bei 0.05 pug/ml Mitomycin C
hin zu 70 min bei 0.70 ug/ml Mitomycin C zu beobachten. Die Punkte wurden durch eine Exponentialfunktion

angenihert (schwarze Linie).

Bereits bei relativ geringen Konzentrationen des Stressors Mitomycin C (0.05 pg/ml, Teil A
in Abbildung [4.4)) ist ein groBer Unterschied zum uninduzierten Fall ( wie in Abbildung [4.3]
gezeigt) zu erkennen. Wihrend ohne Induktion nur einzelne Zellen in der stationidren Wachs-
tumsphase in den ,,AN* Zustand iibergehen, schalten selbst bei geringer Induktion durch
MitC, im Verlauf der Messzeit von fiinf Stunden, nahezu alle Zellen in den ,,AN* Zustand.
Dieses Phinomen lésst sich als zeitlich heterogenes Anschalten beschreiben und wurde unter
anderem von Megerle et al. fiir das Arabinose System gezeigt [77]. Dieses Verhalten zeigt
sich vor allem fiir geringe Induktion, im Mitomycin C Bereich bis zu 0.10 ug/ml, (Abbildung
4.4 Teil A, B) und geht im Anschluss in ein gleichzeitiges Anschalten vieler Zellen, das als

eine Art zeitlicher Synchronisation beschrieben werden kann, iiber.

Bei hoher Induktion schalten alle Zellen in den ,,AN‘ Zustand und es kommt zu einer Ver-
kiirzung des Zeitfensters in dem die Zellen in den ,,AN* Zustand wechseln. Die Daten zur
Verkiirzung des Zeitfensters bei steigenden Mitomycin C Konzentrationen wurden an den Ver-
lauf einer Exponentialfunktion angepasst (schwarze Linie in Abbildung[4.5). Dabei zeigt sich

eine Abnahme der Breite des Zeitfensters mit einer Rate von 5.37 4 0.44 ml/pg auf einem
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Wert von 66.94 £ 3.58 min. Neben der Verkiirzung des Zeitfensters von ungefihr 200 min auf
70 min (siche Abbildung[4.5]), verschieben sich die Zeitpunkte zu denen die Zellen anschalten
nach vorne. Allerdings kann keine Zelle beobachtet werden, die in einen Zeitfenster kiirzer als
45 min nach der Induktion schaltet. Von Kamensek ef al. wurde gezeigt, dass diese Zeitverzo-
gerung vor dem Anschalten zusétzlich von AsnC, einem Aktivator der Asparaginesynthetase
A [90], beinflusst wird [[89]]. Es wurde, in dieser Populationsstudie, gezeigt, dass der Start der
Transkription DNA schidigender Colcine (zu dieser Gruppe gehoren unter anderem Colicin
E7, Colicin E8 und Colicin E2 [32]]), durch ein Zusammenspiel von LexA mit AsnC reguliert
wird [89]. Fiir die Expression von cel wurde, im Bezug auf die Zeitpunkte des Beginns der
Expression und die Abhingigkeit vom externen Stress dhnliches Verhalten beobachtet, die
Graphen hierzu sind im Anhang [B| dargestellt. Um den Einfluss des externen Stresses durch
Mitomycin C auf den Zeitpunkt und die Menge der Zellen die in den ,,AN* Zustand wechseln
quantitativ zu analysieren wurde die Anzahl der Zellen die zu den jeweiligen Zeitpunkten in
den ,,AN* wechseln in Abbildung {.6) Teil A-E im Bezug auf die einzelnen Zeitpunkte als

Histogramme dargestellt (die Schwellwertdefinition ist in Kapitel [3.4.2] beschrieben).

Fiir die geringste untersuchte Mitomycin C Konzentration (0.05ug/ml) zeigen die Zellen
tiber einen Zeitraum von mehr als 200 min eine SOS Antwort, hierbei zeigt die Verteilung der

Anzahl der Zellen die zum jeweiligen Zeitpunkt anschalten ein Maximum bei 101 4 4 min.

T — 2o

)?) (4.2)

y=yo+ A exp(—(

Ermittelt wurden diese Werte aus dem Maximum z, einer GauBfunktion (siehe Gleichung
4.2) welche an die Histogramme gefittet wurde. Ihre Halbwertsbreite w gibt die Léinge des
Anschaltzeitfensters wieder, die weiteren Parameter 3, und A beschreiben den Startwert der
Menge an anschaltenden Zellen bzw. den maximalen Prozentsatz an Zellen die zu einem
Zeitintervall anschalten (dieser Wert wird bei x( erreicht). Bei der hochsten Konzentration
(0.70 pg/ml MitC) reduziert sich das Zeitfenster auf unter 15 min und das Maximum tritt be-

reits bei 60.0 £ 0.5 min auf [33]. Zusammenfassend zeigen diese Daten fiir geringe Induktion
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Abbildung 4.6.: Bestimmung des Anschaltzeitfensters fiir die Expression von cea in Abhiingigkeit von

der verwendeten Mitomycin C Konzentration: Die Histogramme zum Anschalten von Zellen fiir jeden Zeit-

punkt sind in den Teilen A - D fiir verschiedene Mitomycin C Konzentrationen (A: 0.00 pug/ml, B: 0.05 pg/ml,

C: 0.10 ug/ml, D: 0.25ug/ml abgebildet. Teil E zeigt eine Vergroferung des Histograms fiir 0.40 ug/ml in

der die Bestimmung der Halbwertsbreite beim halben Maximum ( rote waagrechte Linie und rotes w) und die

Bestimmung des Maximums (rote senkrechte Linie und xg) aus den Gaufl}fits an die einzelnen Verteilungen

demonstriert wird. Die so bestimmten Werte sind in Teil F in Abhéngigkeit von der Mitomycin C Konzentra-

tion dargestellt, mit ansteigender Induktion sind sowohl eine Abnahme der Halbwertsbreite w (graue Quadrate

und grauer exponentieller Fit, siehe Tabelle [E.3) und eine Verschiebung des Maximums (schwarze Kreise und

schwarzer exponentieller Fit, sieche Tabelle hin zu fritheren Zeiten zu beobachten. Die Daten fiir die cel

Expression und die Parameter der einzelnen Fits sind in Anhang bZW. Tabelle @ dargestellt.
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das Auftreten von zeitlicher Heterogenitét in der Expression von cea bzw. cel, das bei hohem
duBeren Stress zu Gunsten einer synchronisierten SOS Antwort verloren geht. Das System

adaptiert an die Stdrke des Stresses und wechselt zwischen drei verschiedenen Zusténden:

e Ohne externem Stress zeigt sich phédnotypische Heterogenitit (eventuelles Anschalten

weniger Zellen)

e Mit geringem externen Stress ein zeitlich heterogenes Anschalten nahezu aller Zellen

(MitC <0.10 ug/ml)

e Bei hohem externen Stress (MitC > 0.25 pug/ml) zeigt sich eine synchronisierte Stressant-

wort aller Zellen

Die heterogene Expression des Toxins, bzw. insbesondere der Strategiewechsel von phéino-
typischer Heterogenitit iiber zeitlich heterogenes Anschalten der Bakterien hin zu einer syn-
chronisierten Expression bei hohem dufleren Stress, ermoglicht den Toxin Produzenten in
einer effektiven Art der Arbeitsteilung auf Verdnderungen in ihrer Umwelt zu reagieren. Da-
durch hat der Toxinproduzent im Vergleich zu anderen verwandten Arten einen Wettbewerbs-

vorteil und zeigt sich anpassungsfihiger auf sich verindernde Umwelteinfliisse.

4.1.2. Regulation der Colicinmenge uber die Expression des

Lysisgens

Neben der Frage nach dem Beginn der Expression des Toxins und der Beeinflussung durch
von auflen einwirkendem Stress, stellt sich zudem die wichtige Frage, warum der Zeitpunkt
der Colicin (Toxin) Abgabe von der Stressstirke abhingig ist. Gibt es moglicherweise eine
minimale Toxin Konzentration, ab der es zur Abgabe kommt oder spielen noch weitere Fak-

toren eine Rolle? Dies wird im folgenden quantitativ untersucht. Zuerst ist zu bemerken, dass
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die mittlere maximale Fluoreszenzintensitdt der Expression von cea, der Bakterien im ,,AN*
Zustand, stark von der Konzentration des eingesetzten Mitomycin C beeinflusst wird. Fiir den
uninduzierten Fall erhilt man eine mittlere Fluoreszenzintensitit von 2905 FE [33], wohin-
gegen die mittleren Fluoreszenzintensitéten fiir induzierte Populationen sich zwischen 4592
und 5138 FE bewegen (siehe auch Tabelle [E.2). Die Werte der induzierten Populationen un-
terscheiden sich fiir alle eingesetzten Mitomycin C Konzentration (0.05 pug/ml — 0.70 ug/ml)
nur geringfiigig. Es zeigt sich daher, dass die Menge des produzierten Proteins unabhéngig
von der Hohe des Stresslevels ist. Dies deutet darauf hin, dass die Menge des produzierten
Colicins pro Zelle unabhingig ist von der Konzentration des Mitomycin C. Es stellt sich aber
weiterhin die Frage, wie das Erreichen dieser maximalen Menge an Colicin reguliert wird.
Gibt es einen Schwellwert an Toxin in der einzelnen Zelle, der zur Zelllyse und damit zur

Abgabe des Giftes fiihrt?

Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde das Doppelreporterplasmid in einen Stamm,
der das originale Plasmid (pColE2-P9) nicht enthilt, transformiert. Dieser Stamm (EMO3-S)
kann daher auch kein Toxin und kein Lysisprotein herstellen. Wie die Abbildung 4.7|zeigt, ist
die Expression von cea im EMO3-S und EMO3-C bis zu einem gewissen Zeitpunkt gleich.
Dieser Zeitpunkt stimmt mit dem Zeitpunkt der maximalen mittleren Fluoreszenzintensitit
im Stamm EMO3-C (Abbildung [4.4] schwarze Kreise) als auch mit dem Zeitpunkt des ma-
ximalen Anschaltens (Abbildung 4.6/ und Tabelle der Bakterien iiberein. Nach diesem
Zeitpunkt geht im EMO3-C die YFP Fluoreszenz wegen der einsetzenden Zelllyse auf nahe-
zu null zuriick. Der Stamm EMO3-S, dessen Bakterien nicht lysieren, da kein Lysisprotein
gebildet werden kann, zeigt hier ein anderes Verhalten. Die YFP Fluoreszenz steigt nach
besagtem Zeitpunkt weiter an (Abbildung [.7). Dieser Anstieg zeigt sich unabhingig von
der Konzentration des Stressors Mitomycin C (Abbildung .7)). Diese Daten zeigen, dass die
Menge an Colicin die in die Umgebung abgegeben wird, unabhéngig ist von einer internen
Schwellwertkonzentration an Colicin. Die Regulation lduft statt dessen iiber die Regulation
der Expression des cel Gens ab, das zur Lyse der Zellen fiihrt. Der Zeitpunkt der Toxinabgabe
ist also iiber das Einsetzen der Zelllyse gesteuert und damit von der Expression des Lysisgens

(cel), das post-transkriptionell reguliert ist, abhingig (siehe Kapitel 2.1 und [2.3).
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Abbildung 4.7.: Vergleich der Expression von cea in den Stimmen EMO3-C und EMO3-S: A - F Mittlere

YFP Fluoreszenzintensititen (cea Expression) gegen die Zeit aufgetragen fiir verschiedene Mitomycin C Kon-

zentrationen (A: 0.00 pg/ml, B: 0.05 pg/ml, C: 0.10 pg/ml, D: 0.25 ug/ml, E: 0.40 ug/ml, F: 0.70 ug/ml). Der

Stamm EMO3-C (pColE2-P9 und pMO3) ist dargestellt mit schwarzen Kreisen, der Stamm EMO3-S (pMO3)

mit grauen Quadraten. Die Fehlerbalken zeigen die Fehler der Mittelwerte. Die korrespondierenden Daten fiir

die Expression von cel sind in Abbildung @ gezeigt. (verdandert nach Mader et al. [33])
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4.1.3. Biologische Signifikanz der heterogenen Colicin E2

Produktion

In diesem Teil der Arbeit, der in Mader et al. 2015 [33]] publiziert wurde, wurde zum ersten
Mal die Expressionskinetik des Colicin E2 Operons quantitativ untersucht. Dabei wurde zwi-
schen der Expressionsdynamik des cea Gens (Toxin Produktion) und des cel Gens (Lysispro-
teinproduktion) unterschieden. Durch den Austausch der cea und cel Gene die Fluoreszenzre-
porterproteine YFP bzw. CFP, unter Beibehaltung aller fiir die Regulation wichtigen Elemente
(siehe Kapitel[3.T)), konnten die Fragen nach den Unterschieden in der Heterogenitit zwischen
cea und cel Expression und nach Unterschieden im Anschaltverhalten zwischen cea und cel
Expression, adressiert werden. Im Gegensatz zum fiir Colicin E7 [47] gezeigten und dem in
der Theorie fiir das Colicin E2 Operon vorhergesagten Ergebnis (siche Kapitel [2.3)), war kein
signifikanter Unterschied in den Expressionkinetiken von cea und cel/ im Stamm EMO3-C zu
beobachten. Die Expression beider Gene begann zur gleichen Zeit. Daher ist davon auszuge-
hen, dass die post-transkriptionelle Regulation durch CsrA im Stamm EMO3-C zu keinem
zeitlichen Versatz fiihrt. Eine mogliche Erklidrung ist, dass obwohl es sich bei CrsA um ein im
UberfluB vorkommendes Protein handelt [48, [121]], es zu Verdringungseffekten, hervorgeru-
fen durch die zusitzlichen Bindestellen im Doppelreporterplasmid in EMO3-C, kommt. Das
originale Plasmid liegt nur in circa 10-20 Kopien pro Bakterium [32] vor, im Gegensatz da-
zu weist das Reporterplasmid pMO3 eine Anzahl von ungefihr 50 Plasmiden pro Bakterium
auf. Daraus resultiert ein Unterschied von ungefidhr 100 Bindestellen zwischen dem origi-
nalen System und dem Stamm EMO3-C. Verschiedene Veroffentlichungen zeigen das die
Menge an freiem CsrA streng reguliert wird [[122} [123]] und zuviel freies CsrA auch schidlich
fiir ein Bakterium sein kann [122]. Daher konnte die Erhohung der Anzahl der Bindestellen
die post-transkripionelle Regulation des cel Gens durch eine Sequestration von freien CsrA
Proteinen beeinflussen. Einen weiteren Einflussfaktor wiirde eine gesteigerte Expression der
beiden SRNAs CsrB und CsrC darstellen, die nach Romeo et al. [16] CsrA binden. Dadurch
wiirde die Menge an freiem CsrA verdndert und damit auch den Zeitpunkt der Colicin Abgabe

verschoben.
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4.1. Charakterisierung der Dynamik der heterogenen Colicin E2 Expression

Fiir die Reduktion der verfiigbaren freien CsrA Molekiile gibt es zwei verschiedene Moglich-

keiten:

a) Verdriangungseffekte durch zusitzliche Bindestellen

b) Gesteigerte Produktion von CsrB und CsrC hervorgerufen durch Stress

Populationstudien anderer Colicine wie zum Beispiel Colicin-K [57, 184} [112] zeigen, wie
auch solche fiir Colicin E2 [51} 52, 53]], in Ubereinstimmung mit den durchgefiihrten Einzel-
zellanalysen fiir den uninduzierten Fall phinotypische Heterogenitit in der stationdren Wachs-
tumsphase. Durch den Einsatz von zeitaufgeloster Einzellzellanalyse und des Doppelreporter-
plasmides kann zwischen der Expression der beiden Gene cea und cel unterschieden werden.
Insgesamt deuten die Ergebnisse in Mader et al. [33] und die Ergebnisse der Populationsstu-
dien darauf hin, dass es sich bei der heterogenen Expression um eine gemeinsame Eigenschaft
der Gruppe der Colicine handelt. Der Anteil der Zellen die das cea oder cel Gen exprimieren
nimmt mit steigender Konzentration des Induktionsmittels Mitomycin C zu und die Startzeit
der Expression nimmt exponentiell ab. Dies zeigt, dass bereits sehr geringe Konzentrationen
von Mitomycin C von einzelnen Zellen wahrgenommen werden. Diese Zellen sind allerdings
nicht in Lage schneller als in 45 min nach Induktion, Toxin zu produzieren und abzugeben

[89].

Selbst bei der geringsten untersuchten Konzentration des Induktionsmittels fingen nahezu alle
Zellen im Zeitfenster von fiinf Stunden an cea und cel zu exprimieren. Hierbei kann es sich
um eine Strategie des bakteriellen Systems handeln, um mit externem Stress um zu gehen.
Wenige Zellen nehmen den Stress wahr und starten die Produktion von Toxin und Lysispro-
tein wihrend die anderen Zellen nicht anschalten. Falls der externe Stress weiterhin andauert
schalten mit der Zeit alle Zellen an. Diese Strategie sichert bei andauerndem Stress das Uber-
leben der Gemeinschaft. Dieses Verhalten, dass Zellen iiber eine lange Zeit zu verschiedenen
Zeitpunkten reagieren, wurde bereits fiir das Arabinose System in E.coli gezeigt und als zeit-

liche Heterogenitit des Anschaltens beschrieben [[77]. Aus den hier gezeigten Daten ldsst sich
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folgern, dass die zeitliche Heterogenitidt im Anschalten eine charakteristische Eigenschaft des
Colicin E2 Operons fiir geringe Mitomycin C Konzentrationen (geringer Stress fiir die Bak-

terien) darstellt.

Bei einer Erhohung des Stresslevels (hohere Mitomycin C Konzentration) geht die Heteroge-
nitdt sukzessive verloren. Hierbei zeigte sich dass alle Zellen in einem Zeitfenster von 15 min
auf den angelegten Stress reagieren, was einen Verlust der Heterogenitét gleich kommt. Al-
lerdings tritt auch hier die erste Reaktion nicht schneller als 45 min nach Induktion auf, was
auf die Wirkung des AsnC hindeutet [89]. Die Daten in Abbildung 4.4|zeigen einen Ubergang
zwischen den verschiedenen Antworttypen bei mittleren Mitomycin C Konzentrationen. Das
Verhalten bei kleinen Mitomycin C Konzentrationen kann unter Umstinden von stochasti-
schen Fluktuationen der Proteine des SOS Systems [7]], der DNA Reparatur [[124] oder durch
zelluldre Pumpen fiir die Aufnahme/Abgabe von Antibiotika [[125} |126] beeinflusst werden.
Diese Einfliisse konnen bei hohen Mitomycin C Konzentrationen, die eine maximale SOS
Antwort hervorrufen, verloren gehen. Fiir die gesamte Population ist es sinnvoll, dass bei ho-
hem Stress nahezu alle Bakterien die Produktion von Toxin und Lysisprotein starten, denn
bereits eine iiberlebende Zelle wiirde ausreichen um eine neue Kolonie zu griinden. Je mehr
Zellen zuvor Gift produziert und freigesetzt haben, umso hoher ist die Chance, dass alle Kon-

kurrenten getotet wurden und das Uberleben der eigenen Spezies gesichert werden konnte.

Die letztendlich freigesetzte Menge an Toxin ist nicht iiber einen internen Schwellwert an
Gift reguliert, sondern iiber die Expression des cel Gens und die anschlieende Lyse der Zel-
le. Nichts desto weniger kann ein kleiner Einfluss der internen Konzentration an Colicin nicht
ganz ausgeschlossen werden. Wenn duflerer Stress von einer Zelle sensiert wird, bevorzugt
die gesamte Population eine schnelle Antwort im Vergleich zu einer Maximierung der Toxin-
produktion. Dies zeigt sich in der Tatsache, dass die mittleren Fluoreszenzwerte der Zellen
(mittlere Menge an produziertem Gift) im ,,AN* Zustand nahezu unabhingig sind von der zu-
gegebenen Mitomycin C Menge. Die Effektivitit der Antwort der gesamten Population wird
erhoht durch eine Erhohung des Anteils der Zellen die sich im ,,AN* Zustand befinden und

somit das Gift produzieren und freisetzen.
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4.2. Zeitlicher Versatz zwischen Expression von cea und cel

Zusammenfassend zeigt sich, dass sich die Regulationsmechanismen des Colicin E2 Operons
und damit die Stdarke und Art der Heterogenitét der Colicin E2 Expression in Anpassung an
Umweltfaktoren (duBerer Stress) verdndern konnen [33]. Maximale Heterogenitit der Colicin
E2 Expression im Bezug auf den Anschaltzeitpunkt und die Anzahl der anschaltenden Zellen,
zeigt sich daher bei geringen bis mittleren Stressstirken. Dies betont die biologische Signi-
fikanz der phinotypischen Heterogenitit in der Colicin E2 Expression, sich die Moglichkeit
offen zu lassen schnell auf sich @ndernde Umweltbedingungen zu reagieren. Realisiert wird
diese Reaktion durch ein Umschalten von basaler phinotypischer Heterogenitit, iiber die Zwi-
schenstufe des zeitlich heterogen verteilten Anschaltens hin, zu einem synchronisierten Start
der Expression des Colicin E2 Operons. Eine hohe Toxinmenge wird durch Steigerung der
Synchronisation der Abgabe und nicht durch eine Erh6hung der Toxinabgabe einzelner Zel-

len erreicht.

4.2. Zeitlicher Versatz zwischen Toxinproduktion und
Abgabe

Um das Uberleben der eigenen Population zu sichern, muss ein Stamm der Toxin produziert
einen Wettbewerbsvorteil gegeniiber seinen Mitbewerbern durch die Produktion des Toxins
erhalten, da sonst die Produktion eines weiteren Proteins (Toxin) auf Grund der Schonung
von Ressourcen nicht ablaufen wiirde. Eine Moglichkeit einen Vorteil zu erlangen, ist die
in den vorigen Kapiteln beschriebene Strategie, die Expression auf die Stirke des externen
Stresses anzupassen. Eine weitere Moglichkeit wiirde das Auftreten eines zeitlichen Versatzes
zwischen der Expression des Toxins und des Lysisgens darstellen, da sich in diesem Fall das
Toxin im Bakterium anreichern wiirde und somit eine hohere und damit effektivere Menge an
Toxin bei der Lyse jeder Zelle freigesetzt werden wiirde. Im Folgenden wird analysiert ob im
Stamm EMO3-C ein zeitlicher Versatz zwischen der Toxin (cea) und Lysisgen (cel) Expressi-

on vorliegt. Um einen Vorteil gegeniiber Konkurrenten zu erhalten sind fiir Toxin produzieren-
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de Bakterien zwei Dinge essentiell, zum Einen die Ausschiittung hoher Toxinkonzentrationen
und zum Anderen das moglichst schnelle Erreichen einer effektiven Toxinkonzentration. Dies
kann durch die Verhinderung der Aussschiittung kleiner Toxinmengen erreicht werden. Eine
Moglichkeit hierzu wiirde ein zeitlicher Versatz zwischen dem Start der Toxinproduktion und
seiner Abgabe durch Zelllyse darstellen. Dadurch wire es dem Bakterium moglich eine effek-
tive Konzentration von Toxinmolekiilen zu produzieren, bevor der Zelltod durch Lyse eintritt.
Betrachtet man die zeitlichen Verldufe der Toxin Expression und Abgabe einzelner Zellen im
Stamm EMO3-C, der neben dem Reporterplasmid pMO3 das originale Plasmid pColE2-P9
enthélt, zeigt sich im Vergleich der Expression von cea und cel jeder einzelnen Zelle, dass im
Mittel nur ein sehr kurzer zeitlicher Versatz (siehe Tabelle erkennbar ist (fiir eine Zelle ist
der zeitliche Versatz in Abbildung [4.8]dargestellt). Der zeitliche Versatz wird zu jeder Zelle,
die sowohl in YFP als auch in CFP in den ,,AN* Zustand wechselt, als diejenige Differenz

bestimmt, die zwischen den jeweiligen Anschaltpunkten liegen (siehe Gleichung [4.3).

Atceacer = toncel — toncea (4.3)

Fiir Messungen im Stamm EMO3-C (Reporterplasmid und Originalplasmid pColE2P9 ent-
halten) zeigt sich aus dem Mittelwert der Histogramme fiir die Zeitverzogerungen (siche
Abbildung [C.1)), dass in diesem Stamm die Expression des Lysisgens (cel) direkt nach der
Expression des Giftes (cea) beginnt und kein zeitlicher Versatz erkennbar ist. Die Mittelwerte
der Histogramme bewegen sich fiir die verschiedenen Konzentrationen des externen Stres-
sors zwischen —0.2 & 2.2 min und 8.8 £ 2.4 min (siehe Tabelle[C.I)). Diese Werte liegen alle
unterhalb der Auflosungsgrenze der Messungen von 15 Minuten, was somit fiir die Gleichzei-
tigkeit des Beginns der Expression von cea und cel spricht. Im Mittel ist zu beobachten, dass
mit steigender Mitomycin C Konzentration die Breite der Verteilungen in den Histogrammen
der zeitlichen Verzogerung abnimmt. Dieser Effekt ist auf die Synchronisation der Expression

[33] die im Kapitel 4.1 bereits beschrieben wurde, zuriickzufiihren.

Da im Stamm EMO3-C ist kein zeitlicher Versatz zu erkennen ist, stellt sich die Frage, ob
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dies einen von der Natur gewollten Effekt darstellt oder ob es sich hier um ein Artefakt der
Messungen handelt. Um dieser Fragestellung auf den Grund zu gehen, betrachten wir in den
folgenden Kapiteln den Stamm EMO3-S, der im Gegensatz zum Stamm EMO3-C das Plas-
mid pColE2-P9 nicht enthilt. EMO3-S enthilt nur das Reporterplasmid pMO3 (siehe Kapitel
[3.1] und Tabellen und und kann somit das originale Toxin und Lysisprotein nicht
bilden. Dies fiihrt zu einer lingeren Messbarkeit als beim Stamm EMO3-C, da es im Stamm
EMO3-S nicht zur Zelllyse, hervorgerufen durch das Lysisprotein des Colicin E2 Operons,
kommen kann. Dieser Stamm wird in den folgenden Kapiteln [4.2.1] 4.2.2) und [4.2.4] genutzt

um gezielt den Einfluss der transkriptionellen und der post-transkriptionellen Regulation, auf

die Expression des Colicin E2 Operons und den zeitlichen Versatz zu untersuchen.
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Abbildung 4.8.: Bestimmung der Zeitverzogerung zwischen der Expression von cea und cel: Im Graph
sind exemplarisch die zeitlichen Verldufe der Fluoreszenzintensititen einer Zelle fiir die Expression von cea
(YFP, gelb) und cel (CFP, blau) dargestellt. Die Verzogerung wird bestimmt aus der Differenz der Zeitpunkte
zu denen die jeweiligen Zellen in den ,,AN* Zustand (siehe Kapitel @]) der Expression von YFP bzw. CFP

wechseln.

Wird die zeitliche Verzogerung fiir den Stamm EMO3-S, der nur das Reporterplasmid pMO3,
nicht aber das original Plasmid pColE2-P9 enthilt, berechnet, ergeben sich mittlere Verzoge-
rungen, die fiir die eingesetzten Mitomycin C Konzentrationen die im Bereich von 65 £ 7 min
bis 84 & 6 min liegen (siche Tabelle [C.2) und Abbildung 4.9), gemittelt iiber alle Mitomycin
C Konzentrationen ergibt sich eine zeitliche Verzégerung von 75 + 6 min. Sowohl die mitt-

lere zeitliche Verzogerung an sich, als auch die Breite der Verteilungen hingen nicht von der
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100

Zeitliche Verzégerung [min]

0.05 pg/ml  0.10 pg/ml  0.25 pg/ml  0.40 pg/ml  0.70 pg/mi

Mitomycin C Konzentration

Abbildung 4.9.: Zeitverzogerung zwischen der Expression von cea und cel im Stamm EMO3-S: Darstel-
lung der mittleren Zeitverzogerung zwischen dem Einsetzen der Expression von cea und cel fiir unterschiedliche
Mitomycin C Konzentrationen in Minuten. Der eingetragene Fehler stellt den Standardfehler der Mittelwertbil-

dung dar.

Mitomycin C Konzentration ab (siche Abbildung .9|und Tabelle [C.2)).

Aus den Histogrammen zur zeitlichen Verzdgerung (sieche Abbildung [C.2) wird deutlich,
dass es sich nahezu unabhidngig von der Stirke des Stresses (Mitomycin C Konzentration)
um eine breite Verteilung ohne erkennbare Priferenzen handelt. Nur bei sehr hohem Stress
(0.40 pg/ml und 0.70 ug/ml Mitomycin C) ist eine leichte Tendenz einer Verschiebung zu
kiirzerer Verzogerung erkennbar, was sich aber nur wenig auf den Mittelwert und die Stan-
dardabweichung auswirkt. Fiir 0.00 ug/ml Mitomycin C ist auf Grund der geringen Zahl an
Zellen die Colicin E2 spontan exprimieren [51]], die erreichbare Statistik zu klein, um eine

Aussage iiber die mittlere Zeitverzégerung zu treffen.
Zwischen den Stimmen EMO3-C und EMO3-S gibt es also einen grolen Unterschied im

Bezug auf die zeitliche Verzogerung zwischen der Toxin und der Lysis Gen Expression. Der

Stamm EMO3-C zeigt im Mittel keine zeitliche Verzogerung, der Stamm EMO3-S exprimiert
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hingegen das Lysisgen mit einer Verzogerung von 75 £ 6 min im Mittel iiber alle Mitomycin
C Konzentrationen. Tritt kein zeitlicher Versatz auf deutet dies auf eine Strategie hin, bei der
der Schnelligkeit der Toxinfreisetzung mehr Gewicht beigemessen wird als der Toxinmen-
ge. Die Stimme EMO3-S und EMO3-C unterscheiden sich nur durch das original Plasmid
pColE2-P9, das dem Stamm EMO3-S im Gegensatz zu EMO3-C fehlt. Zwei Effekte konnten
durch die Abwesenheit des originalen Plasmides auftreten. Zum Einen verindert sich die An-
zahl an Plasmiden pro Zelle, zum Anderen konnte das Toxin oder das Lysis Gen selbst, das im
Reporterplasmid nicht mehr codiert ist (siche Kapitel [3.1)) einen Einfluss auf die Regulation
ausiiben. Die Anzahl an Plasmiden sollte eine untergeordnete Rolle spielen, da das Repor-
terplasmid das vom pBAD System abstammt mit circa 55 Kopien pro Zelle [80, 81] (siehe
Kapitel [3.1)) und einer relativ kleinen Varianz von 7.5 Plasmiden [77] die dominante Rolle
im Vergleich zum Plasmid pColE2-P9 mit 10-20 Plasmiden pro Zelle [32}37] einnimmt. Die
Plasmidanzahl konnte die Regulationen beeinflussen, da mehr Plasmide in gleicher Art und
Weise reguliert werden miissen, konnte es zu einem Titrationseffekt kommen und die in der
Regulation involvierten Proteine LexA und CsrA nicht mehr in ausreichender Menge zur Ver-
fiigung stehen. Ein Einfluss auf LexA kann nahezu ausgeschlossen werden, da nach Butala et
al. [24]] ungetdhr 20 % des in der Zelle vorhandenen LexA frei ist, was einer Anzahl von unge-
fahr 240 Molekiilen entspricht. Daher sollte eine Verdnderung um 40 Bindestellen (maximal
20 Plasmide mit je einer doppelten Bindestelle fiir LexA) hier keinen messbaren Einfluss zei-
gen. Ein Vergleich der Histogramme fiir die Stimme EMO3-C und EMO3-S (siehe Abbildung
4.10), die den Zeitpunkt des Wechsels in den ,,AN“ Zustand zeigen (siehe Kapitel [3.4.2), er-
gibt fiir die Expression des Toxin Gens (YFP Expression) nahezu keinen Unterschied. Daher
kann die beobachtete Verianderung in der zeitlichen Verzégerung nicht von einer Verschie-
bung der Expression des Toxins zu fritheren Zeiten, im Stamm EMO3-C im Vergleich zum

EMO3-S, kommen.

In den Histogrammen fiir die Expression des Lysisgens hingegen ist ein eindeutiger Unter-
schied erkennbar. Wihrend im Stamm EMO3-C das Lysis Gen gleichzeitig mit dem To-
xin Gen exprimiert wird und in den Anschaltzeiten, fiir Stressorkonzentrationen hoher als

0.10 pg/ml, sich eine relativ schmale Verteilung mit Mittelwerten um 75 min zeigt (siche Ab-
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Abbildung 4.10.: Vergleich der Histogramme fiir das Anschalten der Expression von cea (YFP) und cel
(CFP) in den Stimmen EMO3-C und EMO3-S: Dargestellt ist der Vergleich der Histogramme fiir verschiede-
ne Mitomycin C Konzentrationen (A und B: 0.10 pg/ml; C und D: 0.25 ug/ml; E und F 0.40 ug/ml). Die Teile
A,C,E zeigen die Histogramme fiir die Expression von cea, die Teile B,D,F die Histogramme fiir die Expression

von cel. Die Stimme EMO3-C und EMO3-S sind in den Fraben griin und rot dargestellt.

bildung[B.2)), wird das Verhalten von EMO3-S im Anschalten des Lysis Gens durch eine brei-
te Verteilung mit zu spéteren Zeitpunkten verschobenen Mittelwerten gekennzeichnet (Teile
B.D.F in Abbildung @.10). Somit zeigt sich, dass der Unterschied in der zeitlichen Verzoge-
rung zwischen den Stimmen EMO3-C und EMO3-S, durch eine Beeinflussung der Elemente
der post-transkriptionellen Regulation hervorgerufen wird. Eine Titration von CsrA hervor-
gerufen durch die unterschiedliche Zahl an Plasmiden in beiden Stimmen ist auf Grund der
Fiille der CsrA Proteine pro Zelle [48,[121]] unwahrscheinlich. Ein moglicher Einfluss auf die

Regulation konnte durch das gebildete Toxin ausgeiibt werden, das nach Pugsley et al. [116]]
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4.2. Zeitlicher Versatz zwischen Expression von cea und cel

und Ghazaryan et al. [[115] eine Selbstinduktion, durch Schidigung der DNA der eigenen Zel-
le, hervorrufen kann. Die Ergebnisse aus den Staimmen EMO3-C und EMO3-S deuten darauf
hin, dass auf Grund des sehr dhnlichen Verhaltens der Expression von YFP (cea Expression)
in beiden Stimmen (Abbildung 4.10) [33] die Selbstinduktion durch das Toxin im Rahmen
der Regulation nur eine untergeordnete Rolle spielen sollte. Durch die weiteren Elemente des
Plasmids pColE2-P9 (siehe Kapitel konnten, neben der autonomen Replikation (,,rolling
circle replication®) [98], 99], weitere auf dem Plasmid codierte Proteine (siehe Kapitel [3.2)
eine Rolle spielen. In den folgenden Kapiteln wird daher untersucht welche regulatorischen
Elemente den zeitlichen Versatz zwischen der Expression von cea und cel beeinflussen kon-
nen um zu verstehen warum sich die Stimme EMO3-C und EMO3-S in ihrem zeitlichen

Versatz so deutlich unterscheiden.

4.2.1. Einflussfaktoren auf die transkriptionelle Regulation

In diesem Kapitel soll analysiert werden inwiefern die transkriptionelle Regulation die zeit-
liche Verzégerung zwischen cea und cel beeinflusst. In diesem Kapitel wird ebenso wie in

den Kapiteln [4.2.2] und 4.2.3| der Stamm BZB1011 mit einem verinderten Reporterplasmid

verwendet um den Einfluss der Elemente der transkriptionellen Regulation auf den zeitlichen

Versatz zu analysieren.

Um Veridnderungen in der transkriptionellen Regulation zu erreichen, wurden die in Kapi-
tel erzeugten punktuell verdnderten Plasmide pMO4 und pMOS5 verwendet. Durch diese
Mutationen wird die Transkriptionsrate des Operons, durch Mutationen im Bereich der Bin-
destelle fiir LexA, veridndert. Auf Grund dessen sollte ein Einfluss auf die Genexpression der
einzelnen Bestandteile des Operons, sowie auf die Dynamik der Expression und damit auch
auf den zeitlichen Versatz der Expression von cea und cel messbar sein. Die Experimente
wurden analog zur Beschreibung in Kapitel [3.3] durchgefiihrt. Nach ihrer Transformation in

den Stamm BZB1011 werden die entstehenden Stimme, wegen ihrer fehlenden Eigenschaft
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Abbildung 4.11.: Vergleich der prozentualen Anteile fiir YFP und CFP der Zellen im ,,AN* Zustand:
Fiir die Staimme EMO3-S (rot), EMO4-S (blau) und EMOS5-S (schwarz) wird der Anteil der Zellen die sich im
AN* Zustand befinden (siehe Kapitel beschrieben. In Teil A sind die Anteile der Zellen die im Bezug
auf die YFP Fluoreszenz den ,,AN* Zustand, in Abhzngigkeit von verschiedenen Mitomycin C Konzentrationen
erreicht haben, gezeigt. Im Teil B ist der Graph im Bezug auf die CFP Fluoreszenz zu sehen. Die Fehlerbalken

stellen die Standardabweichung dar.

das Toxin und das Lysisprotein zu produzieren, EMO4-S und EMOS5-S genannt (siehe Tabel-
le @[) Die Mutation im Plasmid pMO4, das in den Stamm EMOA4-S transformiert wurde,
sollte zu einer Verbesserung der Bindung von LexA an die SOS Box (sich iiberlappende dop-
pelte Bindestelle fiir LexA) des Plasmides fiihren, da sich der HI Wert fiir die Bindungsstérke
dem Optimum annéhert. In Abbildung [.T1] ist im Vergleich der roten (EMO3-S) und der
blauen Balken (EMO4-S) im Teil A zu sehen, dass der Anteil der Zellen die in den ,,AN*
Zustand wechseln fiir die YFP Fluoreszenz (cea Expression), fiir alle gemessenen Mitomycin
C Konzentrationen, im Stamm EMO4-S im Mittel niedriger ist als im Stamm EMO3-S. Auf
Grund der besseren Anbindung von LexA an die Bindestelle zeigt sich hier der Einfluss von
LexA auf die transkriptionelle Regulation. Der Anteil an Zellen die den Schwellwert fiir den
,»AN* Zustand tiberwinden konnen, wird durch eine geringere Produktion von mRNA, her-
vorgerufen durch die bessere Bindung von LexA an die DNA, reduziert (siehe Kapitel 2.1}
und [3.4.2). Aus dieser Beobachtung kann auf ein Sinken der effektive Transkriptionsrate

geschlossen werden.
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Abbildung 4.12.: Vergleich der mittleren Intensitiiten aller Zellen im ,,AN* Zustand fiir die Expression
von cea (YFP) und cel (CFP): Die mittlere Fluoreszenz der Zellen im ,,AN“ Zustand wird fiir verschiedene
Mitomycin C Konzentrationen, zum Einen fiir YFP (Teil A) und zum Anderen fiir CFP (Teil B), gezeigt. In rot
sind die mittleren Fluoreszenzwerte von EMO3-S, in blau von EMOA4S und in schwarz von EMOS5S dargestellt.

Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung des Mittelwertes.

Fiir den Vergleich der Anteile der Zellen die in der CFP Fluoreszenz den Schwellwert iiber-
winden (siehe Abbildung [4.11| Teil B) zeigt sich das gleiche Verhalten. Eine Auinahme stellt
hier die geringste eingesetzte Mitomycin C Konzentration von 0.05 pug/ml dar. Hier sind die
Anteile nahezu gleich. Betrachtet man zusétzlich noch die Differenz aus den Anteilen von
EMO3-S und EMO4-S zeigt sich mit Ausnahme des Wertes fiir CFP bei 0.05 pug/ml Mito-
mycin C ein zu hoheren Mitomycin C Konzentrationen hin verschobenes Ansteigen des Pro-
zentsatz der Zellen die sich im ,,AN* Zustand befinden. Es zeigt sich fiir EMO3-S ein Anstieg
des Prozentsatzes von 50 & 5% bei 0.05 ug/ml Mitomycin C hin zu 80 + 5% bei 0.25 pg/ml
Mitomycin C. Bei dieser Konzentration erreicht der Prozentsatz der Zellen im ,,AN* fiir den
Stamm EMO3-S sein Maximum und bleibt bei Erhohung der Konzentration des Stressors
dann im Fehler gleich. Fiir den Stamm EMO4-S ist bis zur Konzentration von 0.25 pg/ml
Mitomycin C kein Anstieg zu beobachten, fiir eine Stressorkonzentration von 0.40 pg/ml
steigt hingegen dieser Anteil von 50 £8% auf 70 £5 % an. In Ubereinstimmung mit der str-
keren Bindung von LexA an das verdnderte Colicin E2 Operon, ist also ein hoherer Stress
(hervorgerufen durch eine hohere Mitomycin C Konzentration) notig um einen dhnlichen An-

stieg im Anteil der Zellen im ,,AN* Zustand zu erreichen.
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In den mittleren Intensititen der Zellen die sich im ,,AN‘ Zustand befinden (sieche Abbil-
dung @) zeigt sich das gleiche Verhalten, das in den Anteilen der Zellen im ,,AN* Zustand
beobachtet werden kann. Eine mogliche Erkldrung dafiir ist, das auf Grund der stérkeren Bin-
dung von LexA an die SOS Box des Plasmides, es dazu kommen konnte, dass in Zellen die
sich im ,,AN* Zustand befinden weniger mRNA gebildet wird. Somit wiirde im Anschluf}
auch weniger Protein translatiert, was zu einer geringeren Endintensitit der einzelnen Zellen
und somit auch zu einem geringen Mittelwert der Endintensitéten fiihren konnte. Die Diskre-
panz zwischen den Mittelwerten der Endintensititen der beiden Stimme nimmt mit steigender
Mitomycin C Konzentration in YFP von 326 FE nach 715 FE und im CFP von 344 FE nach
853 FE zu. Dies zeigt sich in Abbildung da sowohl fiir YFP als auch fiir CFP ein Anstieg
der mittleren Fluoreszenz fiir den Stamm EMO3-S (rot) zu erkennen ist, der hingegen bei

EMO4-S schwicher ausgeprigt in YFP bzw. in CFP nicht vorhanden ist.

Die zeitliche Verzogerung zwischen der Expression von cea und cel ist in Abbildung[4.13|dar-
gestellt. Es zeigt sich im Mittel, iiber die Mitomycin C Konzentrationen 0.10 pg/ml, 0.25 ug/ml
und 0.40 pg/ml fiir den Stamm EMO4-S, eine zeitliche Verzogerung von 75 + 18 min die im
Fehler der gemittelten zeitlichen Verzogerung von EMO3-S entspricht. Da die Mutation des
Plasmides pMO4 (siehe Kapitel [3.T und Abbildung [3.3) nur die LexA Bindestelle betriftt,
stellt dies einen Hinweis dar, dass die zeitliche Verzogerung von der transkriptionellen Regu-

lation nur wenig beeinflusst wird.

Betrachtet man die Histogramme der Anschaltzeiten fiir die Expression von cea (ton YFP)
und cel (ton CFP) im Mittel iiber die Mitomycin C Konzentrationen 0.10 ug/ml, 0.25 pg/ml
und 0.40 pg/ml, so zeigt eine Sinifikanzanalyse, bei der ein zwei Proben T-Test durchgefiihrt
wurde, dass sich die Histogramme fiir die Anschaltzeiten von YFP zwischen den beiden Stim-
men EMO3-S und EMOA4-S signifikant unterscheiden. Die Verteilungen der Anschaltzeiten in
CFP unterscheiden sich ebenfalls signifikant voneinander. Die Verinderung der Bindestelle
in EMO4-S wirkt sich also auf die Expression beider Proteine in dnhlicher Art und Weise
aus, dies spiegelt auch die zeitliche Verzogerung wieder, die mit Ausnahme der geringsten

Mitomycin C Konzentration im Fehler mit der zeitlichen Verzégerung von EMO3-S {iber-
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Abbildung 4.13.: Vergleich der zeitlichen Verzogerungen zwischen der Expression von cea und cel fiir
die verschiedenen Staimme EMO3-S, EMO4-S und EMOS-S: Im Vergleich ist die zeitliche Verzogerung, der
Mittelwert der jeweiligen Histogramme der zeitlichen Verzogerung der einzelnen Zellen (siche Abbildungen
und [C:4), fiir verschiedene Mitomycin C Konzentrationen gezeigt. Die mittlere zeitliche Verzogerung
des Stammes EMO3-S ist in rot, die des Stammes EMO4-S in blau und die des Stammes EMOS5-S in schwarz

dargestellt, der eingetragene Fehlerbalken stellt den Standardfehler der Mittelwertbildung dar.

einstimmt. Fiir diese Betrachtung wurden die Ergebnisse fiir die Mitomycin C Konzentration
0.05 pg/ml auBer Acht gelassen, da hier iiber alle untersuchten Stimme hinweg, oft Ergeb-
nisse mit hohen Varianzen beobachtet wurden. Dies kann aus Tagesschwankungen, in der
Aktivitit des Stressors Mitomycin C, hervorgerufen zum Beispiel durch die Lagerung [127],
die bei dieser geringen Konzentration besonders stark zum Tragen kommen wiirden, erklirt

werden.

Durch die Verbesserung der Bindestelle im Plasmid pMO4 konnte gezeigt werden, dass die
Bindungsstirke von LexA einen Einfluss auf die transkriptionelle Regulation hat. Kamensek
et al.[[89] beschreiben in ihrer Arbeit einen weiteren Faktor, das Protein AsnC, das ebenfalls
im Bereich der SOS Box bindet und einen zusitzlichen Einfluss auf die Bindung ausiibt. Die-
ser sollte allerdings fiir pMO4 auf Grund der durchgefiihrten Verdnderung im Plasmid nur
eine untergeordnete Rolle spielen. In den Experimenten zeigte sich der erwartete Zusammen-
hang: durch die stirkere Bindung von LexA an die SOS Box des Plasmides pMO4 wird im
Schnitt in weniger Zellen das System aktiviert. Aulerdem zeigt sich, wenn das System ak-

tiv ist, produziert es im Vergleich zum Stamm EMO3-S weniger Toxin und Lysis Protein.
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Im Mittel ist auf die zeitliche Verzogerung zwischen der Expression von cea und cel jedoch
kein Einfluss erkennbar, was fiir eine rein transkriptionelle Regulation durch LexA in Kom-
bination mit AnsC [89]] spricht. Es konnte gezeigt werden, dass eine stirkere Bindung von
LexA nicht nur mit einer geringeren Zahl von Zellen die das Toxin exprimieren und freiset-
zen, sondern auch mit einer geringeren Effektivitit auf Grund geringer Produktionsmengen
(Intensitdten von YFP und CFP) einhergeht. Fiir das biologische System ist es somit sinnvoll
einen Mittelweg aus starker Bindung, damit es nur bei Gefahr zur Expression des Toxins und
zum Tod durch Zelllyse kommt und einer schwiécheren Bindung die notig ist fiir eine gestei-
gerte Effektivitit durch eine erhohte Anzahl von Produzenten, zu finden. Daher ist im Plasmid
pColE2-P9 nicht die fiir E.coli optimale Bindesequenz realisiert, sondern eine Sequenz die fiir
das Bakterium zum bestmoglichen Erfolg fiihrt. Insgesamt zeigen sich in den Experimenten
nur geringe Verdnderungen. Dies ldsst darauf schlieBen, dass die auf die Konsensussequenz
nach Lewis et al. [83] bezogen relativ schlechte Bindestelle des Originalsystems (siehe Kapi-
tel [3.1)) ausreicht, um das Operon in der exponentiellen Phase total zu reprimieren. In dieser
Arbeit wird die Konsensussequenz der LexA regulierten Gene in E. coli verwendet. Gillor et
al. [38] zeigen in ihrer Arbeit, dass viele Colicine bezogen auf die Konsensus Sequenz der
Colicine sehr geringe HI Werte, also eine sehr hohe Ubereinstimmung mit der, in der Ar-
beit von Gillor et al. [38] verwendeten, Konsensus Sequenz aufweisen. Dies deutet auf eine
enge Verwandtschaft der einzelnen Colicine hin. Somit konnte die Regulation durch LexA
und einen weiteren Spieler wie z.B. AsnC fiir die DNA degenerierenden [89] bzw. IscR fiir
die Poren bildenden Colicine [[128], ein globales Phinomen sein. Anzumerken bleibt, dass
das Konzept der HI Werte stark von der verwendeten Menge und Art an Bindesequenzen zur
Berechnung der Konsensussequenz abhéngt und nur die Bindung von LexA beschreibt. Da-
her stellt sich die Frage, ob dieses Konzept fiir das Zusammenspiel zweier Regulatoren im

Rahmen der transkriptionellen Regulation von Colicinen anwendbar ist.

Die Mutation in pMOS, die das in den meisten bekannten LexA Bindestellen konservierte
erste CTG Motiv [83,85] zu CCC verindert (siche Kapitel [3.1)), sollte damit zu einer schwi-
cheren Bindung von LexA an die SOS Box fiihren. Der Vergleich der prozentualen Anteile

der Zellen im ,,AN* Zustand zeigt fiir YFP einen zu EMOA4-S dhnlichen, geringern Anteil an
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Zellen im ,,AN* Zustand als bei EMO3-S (siehe Teil A Abbildung [@.T1). Das gleiche Bild
zeigt sich fiir die CFP Fluoreszenz, wobei hier zusitzlich noch kein Einfluss der Mitomycin
C Konzentration auf den Anteil an Zellen im ,,AN* Zustand zu erkennen ist (siche Teil B Ab-
bildung {.T1)). Die Ergebnisse der Experimente deuten auf eine stirkere Bindung des LexA
an die mutierte Bindungsstelle hin. Dieses wiirde im Gegensatz zur Voraussage der Binde-
starke mit Hilfe der HI Werte stehen. Betrachtet man die mittleren Intensititen der Zellen
im ,,AN* Zustand, zeigt sich fiir die YFP Fluoreszenz (cea Expression) ein sehr uneinheitli-
ches Bild, das fiir geringe Mitomycin C Konzentrationen eine wesentlich hohere maximale
mittlere Fluoreszenz als fiir den Stamm EMO3-S liefert. Bei hoheren Konzentrationen zeigt
sich ein umgekehrtes Bild (siehe Teil A Abbildung 4.12). Ein dhnlicher Verlauf ist auch fiir
die mittleren Intensitdten der CFP Fluoreszenz (cel Expression) der Zellen im ,,AN* Zustand
zu erkennen (siche Abbildung [4.12] Teil B). Insgesamt zeigt sich hier eine geringere mittle-
re Fluoreszenz als fiir den Stamm EMO3-S, wenn man den Wert fiir 0.10 pg/ml Mitomycin
C auBler Acht ldsst. Die relativ hohe Expression von YFP deutet hier auf einen Einfluss auf
die LexA Bindung hin, der auBer fiir die hochste gemessene Konzentration von 0.40 pug/ml,
den durch die HI Werte vorgegebenen Effekt zeigt. Die relativ starken Abweichungen in der
Expression von CFP hingegen deuten auf einen Einfluss auf die post-transkriptionelle Regula-
tion hin, der wenn nur die LexA Bindestelle verdndert wird, nicht auftreten sollte. Betrachtet
man die zeitliche Verzogerung zwischen der Expression von cea und cel zeigt sich eine we-
sentliche Reduktion der Verzogerung im Vergleich zwischen EMO3-S und EMOS-S, von im
Mittel iiber alle Mitomycin C Konzentrationen 75 £ 6 min bei EMO3-S zu 35 £ 19 min fiir
EMOS-S (siehe Abbildung [4.13).

Diese Reduktion wird durch eine Verschiebung der Histogramme fiir die Anschaltzeitpunkte
der jeweiligen Expression (cea oder cel) hervorgerufen (siche Abbildung [4.14]und [@.15)). Es
zeigt sich eine Verschiebung der Histogramme fiir das Anschalten sowohl von cea (YFP) als
auch von cel (CFP) im Stamm EMOS-S. Untersucht man diese Verdnderungen mit Hilfe eines
zwei Proben T-Tests auf ihre Signifikanz hin (Tabelle [E.5), so zeigt sich im Mittel iiber die
Mitomycin C Konzentrationen 0.10 ug/ml, 0.25 ug/ml und 0.40 ug/ml ein signifikanter Un-

terschied in den Anschaltzeitpunkten der Expression von cea (YFP). Im Gegensatz dazu sind
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Abbildung 4.14.: Histogramme der Anschaltzeitpunkte fiir die Expression von cea (YFP): Fiir EMO3-
S (rot), EMO4-S (LexAl, blau) und EMOS-S (LexA2, schwarz) sind die Histogramme fiir die Zeitpunkte des
Anschaltens der Expression von YFP gezeigt. Teil A:0.05 pug/ml Mitomycin C; Teil B: 0.10 ug/ml Mitomycin
C; Teil C:0.25 pg/ml Mitomycin C; Teil D:0.40 pug/ml Mitomycin C.

die Veridnderungen in den Anschaltzeitpunkten der Expression von ce/ (CFP) im Mittel nicht
signifikant. Fiir die Analyse wurde, auf Grund ihrer Fehleranfilligkeit durch Tagesschwan-
kungen in der Menge und/oder Aktivitit des Mitomycin C, die geringste Konzentration von
0.05 pg/ml auBer Acht gelassen. Die Verkiirzung der zeitlichen Verzégerung ldsst sich dem-
nach durch eine Verschiebung der Anschaltzeiten fiir YFP zu spéteren Zeitpunkten bei nahezu
gleich bleibender Verteilung der Anschaltzeitpunkte fiir CFP erkldren. Die Bindung von LexA
an das in der Mutante EMOS5-S eingesetzte Plasmid pMOS sollte nach dem Konzept der HI
Werte [83] schlechter sein als zum pMO3 Plasmid des Stammes EMO3-S. Die Ergebnisse
deuten aber auf Grund der Verschiebung der Anschaltzeitpunkte der YFP Expression zu spi-
teren Zeitpunkten auf eine Erhohung der Bindewahrscheinlichkeit von LexA an das Plasmid
pMOS5 im Vergleich zum Plasmid pMO3 hin. Das unerwartete Verhalten konnte durch den
Einfluss weiterer Regulationsmechanismen auf die transkriptionelle Regulation des Colicin

E2 Operons erklart werden. Kamensek et al. [89] zeigen einen Einfluss von AsnC auf die
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Abbildung 4.15.: Histogramme der Anschaltzeitpunkte fiir die Expression von cel (CFP): Fiir EMO3-S
(rot), EMO4-S (LexAl, blau) und EMOS5-S (LexA2, schwarz) sind die Histogramme fiir die Zeitpunkte des
Anschaltens der Expression von CFP gezeigt. Teil A: 0.05 pg/ml Mitomycin C; Teil B: 0.10 ug/ml Mitomycin
C; Teil C: 0.25 pug/ml Mitomycin C; Teil D: 0.40 pug/ml Mitomycin C.

Regulation des Colicin E2 Operons, wobei die AsnC Bindestelle mit den Bindestellen fiir
LexA tiberlappt. Fiir die dem Colicin E2 sehr dhnliche Promotorregion des Colicin E8 [89]
wurde gezeigt, dass es im Bereich der LexA Bindestellen zu einem Komplex aus zwei LexA
Dimeren und zwei AsnC Oktameren, kommt der auf effektive Art und Weise die Transkripti-
on verhindert [89]. Sollte fiir das Colicin E2 ein dhnlicher Komplex gebildet werden, konnte
es hier zu einer Verdnderung der Charakteristik dieser Regulation gekommen sein, die die
beabsichtigte Anderung durch die Mutation der LexA Bindestelle im Plasmid pMOS5 iiber-
kompensiern konnte. Dieser Effekt konnte aber nicht erkldren, warum sich die Verteilung der
Anschaltzeitpunkte der cel Expression nicht verdndert im Vergleich zum Stamm EMO3-S.
Neben der transkriptionellen Regulation spielt die post-transkriptionelle Regulation, fiir die
Produktion und Abgabe des Toxins, eine wichtige Rolle. Deren Einfluss auf die Translation
des Lysisgens wird im folgenden Kapitel mit Hilfe verschiedener Mutationen der Bindestelle

des CsrA auf dem Reporterplasmid untersucht.
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4.2.2. Dynamik der Toxinabgabe unter dem Einfluss von CsrA

auf die post-transkriptionelle Regulation

In diesem Kapitel soll untersucht werden inwieweit die post-transkriptionelle Regulation den
zeitlichen Versatz zwischen der Expression von cea und cel beeinflusst. Der Focus liegt hier

auf dem Einfluss des mRNA bindenden Proteins CsrA das die Translation des cel Gens inhi-

biert (Kapitel 2.Tjund [2.3).

Das Colicin E2 Operon weist im Bereich des Terminators T1 zwei Stellen auf, an denen eine
Anbindung von CsrA (siehe Kapitel 2.1 und Abbildung [2.2) erfolgen kann. Dies kann zur
Regulation der Translation durch die Hemmung der Anbindung von Ribosomen an die Ri-
bosombindestelle (RBS) des cel Gens fiihren. Diese Regulation wurde von Yang et al. [47]
fiir Colicin E7, ein dem Colicin E2 in den Bindestellen homologes Colicin, der Gruppe der
DNasen [32] postuliert. Fiir das Colicin E7 konnte gezeigt werden, dass die Verdnderung von
CsrA zu einer Verschiebung der Zelllyse um circa 30 min hin zu kiirzeren Zeiten fiihrt [47].
Dabei wurde eine Mutante (TR1-5MG1655 [[119]) verwendet, bei der nach der fiinfzigsten
Aminosiure des CsrA Gens eine Kanamycin Resistenz integriert wurde. Eine Deletionsmu-
tante fiir CsrA ist nach Timmermans et al. [91]], da es sich bei CsrA um ein konditionell es-
sentielles Protein handelt, nicht moglich. Daher wurde in vielen Arbeiten mit einer Mutation
gemessen bei der nach der 50-ten Aminosédure von CsrA eine Resistenzkasette eingefiigt wird
[47,169, 91, 129} 130]]. Diese Verdnderung in der Linge des CsrA fiihrt, da die Aminosduren
51-54 mit an der Bindung an die RNA beteiligt sind, zu einer stark reduzierten Féhigkeit an
die mRNA zu binden 73, 91]. Ein weiterer Vorteil dieser Herangehensweise ist, dass alle an-
deren Regulationen an denen das Protein CsrA beteiligt ist [[16, [131]] nicht beeinflusst werden
und somit nur der Effekt den die post-transkriptionelle Regulation auf das Colicin E2 Operon
hat, beobachtet werden kann. Aus diesem Grund wurde fiir die Untersuchungen der Dynami-
ken im Colicin E2 Operon nicht die Menge oder das CsrA Protein an sich verdndert, sondern

die Bindestellen direkt im Colicin E2 Operon.

90



4.2. Zeitlicher Versatz zwischen Expression von cea und cel

A B
100 — = = 100
c X 80 E c X 80
s ]
N§ 60 N§ 60
o 2 g 3
°N 4 °N 4
= > 40 =5 40
£< £ <
<E 20 <E 20- -
O+———+v— 71— 71— 1 O+———+v—— 71— 1 1
0.05 pg/ml 0.10 pg/ml 0.25 pg/ml 0.40ug/ml 0.05 pg/ml 0.10 pg/ml 0.25 pg/ml 0.40ug/ml
Mitomycin C Konzentration Mitomycin C Konzentration

Abbildung 4.16.: Prozentualer Anteil der Zellen im ,,AN* Zustand der Mutanten CsrAl, CsrA2 und
EMO3-S im Vergleich fiir verschiedene Mitomycin C Konzentrationen: Teil A: Anteile der Zellen die sich
fiir die YFP (cea) Produktion im ,,AN‘ Zustand befinden. In rot ist EMO3-8S, in blau CsrA1l (verbesserte CsrA
Bindestelle) und in schwarz CsrA2 (verschlechterte CsrA Bindestelle) dargestellt. Teil B: Anteile der Zellen
die sich fiir die CFP (cel) Produktion im ,,AN*“ Zustand befinden. EMO3-S in rot, CsrAl in blau und CsrA2 in

schwarz. Der gezeigte Fehlerbalken stellt die Standardabweichung der Mittelwertbildung dar.

Fiir die Untersuchung des Einflusses der post-transkriptionellen Regulation auf die Zellly-
se und die Dynamiken der Expression des Lysisgens im Colicin E2 Operon, wurden in der
Masterarbeit von Alexandra Gotz verschiedene Mutationen an den fiir die Bindung des CsrA
mafigeblichen Stellen durchgefiihrt (siche Kapitel 3.1). Zum Einen wurde das CsrA Binde-
motiv kurz vor dem Startcodon des Cel Proteins (sieche Abbildung[2.2) durch einen Austausch
von 5’-GGAGTC-3’ zu 5°’-GGATGT-3’ der Konsensus Sequenz fiir mRNA Bindestellen des
CsrA Proteins angenihert [68]]. Diese Verinderung in der Mutante CsrAl, sollte zu einer Ver-
besserung der Bindung des CsrA Proteins an die mRNA fiihren (siche Kapitel [3.1)). In einer
zweiten Mutante wurden zum Anderen zwei Basen im Bereich des GGA Motivs von AC zu
TT [40] 47] verindert (siche Kapitel [3.1), was zu einer reduzierten Bindung von CsrA, auf
Grund einer verinderten Sekundirstruktur der mRNA, fiihren sollte [40]. Im weiteren Verlauf

wird diese Mutante als CsrA2 bezeichnet.

Betrachtet man die Anzahl der Zellen, die in den ,,AN* Zustand wechseln, im Vergleich zwi-
schen dem original Reporterplasmid pMO3 und den beiden Mutationen in der CsrA Bindung,
so zeigt sich wie erwartet, dass fiir den transkriptionellen Anteil der Regulation (yfp Expressi-

on) nahezu keine Verinderungen erkennbar sind (siche Abbildung[.16|Teil A). Nur bei gerin-
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gem Stress (0.05 pug/ml MitC) zeigt sich fiir die CsrA1 Mutante ein um 19% geringerer Anteil
an Zellen die anschalten. Dies kann an einer groeren Varianz in den einzelnen Messungen
liegen oder auch auf eine geringe Beeinflussung der Verdnderung der CsrA Bindung im Bezug
auf die transkriptionelle Regulation hindeuten. Fiir die Mutante CsrA2 ist im Vergleich zum
Reporterplasmid pMO3 keine signifikante Verdnderung in YFP erkennbar (siehe Abbildung
4.16). Der Prozentsatz der Zellen hingegen die das Lysisgen exprimieren (CFP Fluoreszenz)
ist fiir beide Mutanten starken Veridnderungen unterworfen. Die Mutante mit der stirkeren
Bindestelle fiir CsrA (CsrAl) zeigt einen im Schnitt um 30% geringern Anteil an exprimie-
renden Zellen (siehe Abbildung[4.16). Das Plasmid mit der Mutation die zu einer schwicheren
Bindung von CsrA fiihrt (CsrA2) weist einen um bis zu 30% hoheren Anteil an anschaltenden
Zellen, im Vergleich zum Reporterplasmid pMO3, auf. Dieser Anteil ist bereits bei relativ
geringem Stresslevel von 0.10 pg/ml Mitomycin C bei nahezu 100%. Somit schalten bereits
bei geringem Stress alle Zellen die Expression des Lysisgens an. Diese Beobachtungen unter-
streichen die Wichtigkeit der post-transkriptionellen Regulation. Wire diese nicht vorhanden
oder stark beeintriachtigt (CsrA2), dann wiirden die meisten Zellen einer Population bereits
zu einem sehr frithen und damit nicht sinnvollen Zeitpunkt lysieren. Dadurch wiirde nur ei-
ne geringe und damit auch weniger effektive Menge an Toxin freisetzt werden. Dies deutet
also darauf hin, dass die post-transkriptionelle Regulation notwendig ist, um Effektivitit, im
Sinne einer hohen Toxinmenge pro Zelle, zu erreichen. Betrachtet man die in Abbildung
dargestellten maximalen Fluoreszenzintensitédten der einzelnen Mutanten fiir die Expression
von YFP (cea Expression) zeigt sich, im Durchschnitt iiber alle Konzentrationen, ein im Be-
reich des Fehlers gleiches Verhalten fiir den Stamm EMO3-S und die beiden CsrA Mutanten.
Auftretende Abweichungen in diesem Verhalten konnen durch Verdnderungen in der Aktivitit
des eingesetzten Stressors Mitomycin C erklédrt werden. Die Konzentration des Stressors kann
durch Fehler in der Priperation der Verdiinnungsreihen, unterschiedliche Dauer der Lagerung
[127] oder durch den Einsatz verschiedener Chargen und deren unterschiedlicher Aktivitit
variieren. Diese Variation wirkt sich auf Grund der Verwendung von geringen Konzentratio-
nen (z.B. 0.05 ug/ml) auf den Stress aus, der auf die Bakterien ausgeiibt wird. Daher kann es
zwischen den einzelnen Messtagen zu Abweichungen kommen. Die Expression des cel Gens

hingegen ist fiir alle Mitomycin C Konzentrationen signifikant unterschiedlich. Die maxima-
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Abbildung 4.17.: Mittlere Intensitit der Zellen im ,,AN‘ Zustand im Vergleich zwischen CsrA1, CsrA2
und EMO3-S im Vergleich fiir verschiedene Mitomycin C Konzentrationen: Teil A: Mittlere Intensitéten fiir
die Expression von YFP (cea), EMO3-S in rot, CsrAl in blau und CsrA2 in schwarz dargestellt. Teil B: Mittlere
Intensitéten fiir die Expression von CFP (cel). Rot: EMO3-S; Blau: CsrAl; Schwarz: CsrA2; Die Y-Achse wurde
wegen der besseren Darstellbarkeit der Unterschiede geteilt, der obere Abschnitt stellt den Bereich von 14000 -
17000 FE dar. Der eingezeichnete Fehlerbalken beschreibt die Standardabweichung der Mittelwertbildung.

len Fluoreszenzen der CsrA1 Mutante liegen im Mittel bei 900 FE, die F'[,,,,, des Stammes
der das Reporterplasmid pMO3 enthilt, hingegen bei 1900 FE. Die Mutation bei der CrsA
nur noch schlecht binden kann (CsrA?2) fiihrt zu einem extremen Anstieg in den Fluoreszenz-
werten auf im Mittel 16800 FE. Die Daten zeigen, dass die Bindung von CsrA und somit die
post-transkriptionelle Regulation, nicht nur die Anzahl der Zellen beeinflusst die das Lysisgen
exprimieren, sondern auch die Stirke um das bis zu 8-fache (fiir CsrA2) verdndern kann. Die
Stéarke der Verdnderung die bei CsrA2 auftritt demonstriert die Wichtigkeit des CsrA Proteins

fiir die Steuerung der Zelllyse und damit fiir die Abgabe des Toxins.

Da die transkriptionelle Regulation und damit die Expression von cea (YFP) wie aus den
Abbildungen 4.16 und und den Histogrammen der Zeitpunkte des Anschaltens fiir YFP
(siche Abbildung [4.18) nahezu nicht verindert wird, entsteht die beobachtete Verinderung in
der zeitlichen Verzogerung, zwischen der Expression von cea und cel, (siehe Abbildung[4.19)
in erster Linie aus einer Verdnderung in den Zeitpunkten des Anschaltens der Expression von

cel (CFP).
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Abbildung 4.18.: Vergleich der Histogramme der Anschaltzeitpunkte ¢y fiir CsrA1, CsrA2 und EMO3-
S: Teil A: Histogramme der Anschaltzeitpunkte ¢oy der YFP Expression fiir eine Mitomycin C Konzentration
von 0.10 pg/ml, EMO3-S in rot, CsrAl in blau und CsrA2 in schwarz dargestellt. Teil B: Histogramme der
CFP Anschaltzeitpunkte fiir 0.10 ug/ml Mitomycin C, EMO3-S in rot, CsrAl in blau und CsrA2 in schwarz.
Teil C: Histogramme der Anschaltzeitpunkte der YFP Expression fiir 0.40 pg/ml Mitomycin C. Rot: EMO3-S;
Blau: CsrAl; Schwarz: CsrA2; Teil D: Histogramme der Anschaltzeitpunkte der CFP Expression bei 0.40 ug /ml
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Abbildung 4.19.: Mittlere zeitliche Verzogerung von EMO3-S, CsrAl und CsrA2 im Vergleich fiir ver-
schiedene Mitomycin C Konzentrationen: Die mittleren zeitlichen Verzogerungen sind fiir steigende Mito-
mycin C Konzentrationen in rot fir EMO3-S, in blau fiir CsrAl und in schwarz fiir CsrA2 dargestellt. Die

Fehlerbalken beziehen sich auf den Standardfehler der Mittelwertbildung.
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4.2. Zeitlicher Versatz zwischen Expression von cea und cel

In Abbildung[4.19)zeigt sich, dass fiir die CsrA1 Mutante, bei einer Mitomycin C Konzentra-
tion von 0.05pg/ml die zeitliche Verzogerung im Rahmen der Messunsicherheiten konstant
bleibt. Mit steigenden Mitomycin C Konzentrationen ist eine Tendenz zu ldngeren Verzoge-
rungen zu beobachten, es zeigt sich fiir drei der vier untersuchten Konzentrationen eine, im
Vergleich zu EMO3-S leicht erhohte, zeitliche Verzogerung von im Mittel 94 + 6 min. Resul-
tierend aus der Stiarkung der Bindestelle fiir das CsrA an die mRNA, ist eine Verldngerung
auch der erwartete Effekt. Dass der Effekt nur relativ klein ausfillt, ldsst sich aus der nur
kleinen Verbesserung, die innerhalb der schon relativ guten Bindestelle fiir das CsrA méglich
war, erkldren [68]. Die Mutation in CsrA2 erzeugt eine Verdnderung der Sekundirstruktur
[40, 47], ist damit Gegensatz zur Mutation in CsrAl wesentlich signifikanter und beeinflusst
durch die Reduktion der Bindestirke die zeitliche Verzogerung zwischen der Expression von
cea und cel sehr stark. Bei dieser schwachen Bindung von CsrA an die mRNA kommt es
nahezu gleichzeitig zur Expression von cea und cel, was sich durch eine extreme Verkiir-
zung der zeitlichen Verzdgerung zwischen den beiden Genen auf im Mittel 12 + 2 min zeigt.
Diese Verkiirzung ist fiir alle Mitomycin C Konzentrationen nahezu identisch, also weitestge-
hend unabhingig von der Konzentration des Stressors (siche Abbildung@.19). Die Ergebnisse
zeigen die grofle Bedeutung der post-transkriptionellen Regulation fiir die Expression des Ly-
sisgens sowohl in der Stirke der Expression (siehe Abbildung Teil B) als auch in der
zeitlichen Verteilung des Beginns der Expression (sieche Abbildung[4.18] Teil B). Eine Verbes-
serung der Bindestelle fiihrt, auf Grund der nativ bereits sehr starken Bindestelle [68], nur zu
einer geringen Verdnderung. Im Vergleich dazu, fiihrt die Verschlechterung der Bindestelle
zu einer groBBen Verdnderung sowohl in der Verteilung der Startzeitpunkte der Expression, als
auch in der Stirke der Expression des Lysisgens, die um einen Faktor acht ansteigt. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Zeitpunkt der Toxinabgabe vom globalen Regulator
CsrA abhingt und daher durch Expression des Lysisgens getriggert wird. Dadurch ist die To-
xinabgabe mit dem Zustand der Zelle und auch, da es sich bei CsrA um einen Regulator des
Kohlenstoffspeichersystems handelt [16]], mit dem zur Verfiigung stehenden Nahrungsange-
bot verkniipft. Durch die post-transkriptionelle Regulation tiber CsrA wird sicher gestellt, das
es nicht zur Bildung des Lysisproteins kommt, bevor eine effektive Menge an Toxin produ-

ziert wurde. Die starke Reduktion der zeitlichen Verzogerung zwischen der Expression von
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cea und cel, in der Mutante CsrA2 deuten darauf hin, dass der Unterschied in der zeitlichen
Verzogerung, der zwischen den Staimmen EMO3-S und EMO3-C beobachtet wird, durch Ver-
dnderungen in der post-transkriptionellen Regulation iiber die Menge an verfiigbaren CsrA

Molekiilen hervorgerufen wird.

Die Menge an verfiigbarem CsrA wird unter anderem beeinflusst von den beiden sRNAs
CsrB und CsrC. Daher beschiftigen sich das folgende Kapitel 4.2.3| mit den Verdnderungen,

die durch die beiden sSRNAs hervorgerufen werden konnen.

4.2.3. Beeinflussung der post-transkriptionellen Regulation
durch die sRNAs CsrB und CsrC

Wie im vorigen Kapitel beschrieben hat das mRNA-Bindeprotein CsrA einen starken Einfluss
auf den zeitlichen Versatz zwischen der Expression des Toxins und des Lysisgens im Colicin
E2 Operon. Die Menge an verfiigbarem CsrA wird dabei unter anderem durch die zwei SRNAs
CsrB und CsrC reguliert. Die sSRNA CsrB besitzt 18 Bindemotive fiir CsrA [48] auf und kann
somit im maximal 9 CrsA Dimere binden [48]], CsrC hingegen bindet nur bis zu fiinf Dimere
CsrA [48]]. Zur Untersuchung des Einflusses der beiden sSRNAs auf die Regulation im Colicin
E2 Operon wurden Deletionsmutanten fiir CsrB, CsrC und CsrB/C erstellt (vergleiche Kapitel
[3.1). Nach Jackson et. al [132]], zeigen Messungen einer Deletionsmutante der SRNA CsrB,
fiir die Ausbildung von Biofilmen von E.coli Bakterien ihnliche Ergebnisse wie eine Uber-
expression von CsrA in der Zelle. Dieser vergleichbare Einfluss von fehlender SRNA und ge-
steigerter CsrA Menge, ldsst sich auch fiir das Colicin E2 Operons vermuten. Daher wird um
den Einfluss einer einzelnen sSRNA zu untersuchen, der Stamm EMO3-SACsrB (siehe Tabel-
le D.4) untersucht. Auf Grund der hdheren Anzahl von Bindestellen im Vergleich zur sSRNA
CsrC, der Effekt grofler sein als fiir eine Deletion von CsrC [48]]. Dieser Bakterienstamm ent-
hilt ebenfalls das Reporterplasmid pMO3 und unterscheidet sich vom Stamm EMO3-S nur

durch das Fehlen der genetischen Information fiir die SRNA CsrB. Betrachtet man die Anzahl
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der Zellen die das Toxin exprimieren (cea, yfp Expression) zeigt sich fiir Deletionsmutante
EMO3-SACsrB eine Erhohung des Prozentsatzes der Zellen auf 92% im Vergleich zu 84%
Zellen im ,,AN* Zustand fiir den Stamm EMO3-S, der das Reporterplasmid pMO3 enthilt
(siehe Teil A Abbildung [4.20). Fiir einen Bakterienstamm in dem zusitzlich noch die weite-
re SRNA CsrC deletiert ist (EMO3-SACsrB/C, siehe Tabelle zeigt sich eine Erhohung
auf 98%. Diese Erhohung kann nur bei geringen Stressor Konzentrationen (0.05 ug/ml Mito-
mycin C) beobachtet werden, da bei hoherem Stress, bei allen Stimmen bereits 100% der
Zellen die Toxinproduktion im Laufe der Messzeit von fiinf Stunden beginnen. Die Deletio-
nen einer oder beider SRNAs sollte nur die post-transkriptionelle Regulation beeinflussen, da
sowohl CsrB als auch CsrC viele CrsA Molekiile binden konnen [48]], die transkriptionelle
Regulation vermittelt durch LexA sollte hingegen unbeeinflusst bleiben. Allerdings konnte es
durch die Abwesenheit einer oder beider SRNAs in der Zelle zu einer erhohten Anzahl an frei-
en CsrA Molekiilen kommen, da bereits die Deletion einer SRNA mit einer Uberexpression
von CsrA gleichgesetzt werden kann [132]]. Nach Gudapaty ef al. [48] hat eine erhohte Anzahl
freier CsrA Molekiile einen Einfluss auf die Stressantwort und konnte deshalb die transkriptio-
nelle des Colicin E2 Operons Regulation beeinflussen. Im Bereich der post-transkriptionellen
Regulation (die CsrA regulierte Expression des cel Gens), sollte es durch das Fehlen kon-
kurrierender Bindestellen (Deletion von CsrB oder CsrB/C) zu einer hoheren Verfiigbarkeit
von CsrA Proteinen kommen und somit zu einem sinkenden Prozentsatz an Zellen, die das

Lysisgen exprimieren.

Der Prozentsatz der das Lysisgen exprimiert, zeigt das erwartete Verhalten nur fiir die ho-
heren Stressorkonzentrationen der Deletionsmutante fiir CsrB (siehe Teil B blaue Balken in
Abbildung [4.20). Werden beide sRNAs deletiert kommt es zum gegenteiligen Effekt und der
Prozentsatz der Zellen im ,, AN Zustand ist fiir alle Stressor Konzentrationen hoher als fiir
im Stamm EMO3-S (Teil B schwarze Balken in Abbildung @[) Der Unterschied wird, be-
ginnend bei 30 Prozentpunkten bei 0.05 ug/ml Mitomycin C, zu hohem Stress hin kleiner
und befindet sich bei der hochsten untersuchten Konzentration 0.40 pug/ml Mitomycin C dann
bereits im Bereich des Fehlers der Messungen, also unterhalb von circa 10%. Betrachtet man

die maximalen mittleren Fluoreszenzen der Zellen im ,,AN* Zustand, zeigt sich, das fiir die
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Abbildung 4.20.: Anteile der Zellen im “AN,, Zustand im Vergleich zwischen EMO3-S, EMO3-SACsrB
und EMO3-SACsrB/C bei unterschiedlichen Mitomycin C Konzentrationen: Teil A: Prozentuale Antei-
le der Zellen im “AN,, Zustand fiir die Expression von YFP, EMO3-S in rot, EMO3-SACsrB in blau und
EMO3-SACsrB/C in schwarz. Teil B: Prozentuale Anteile fiir die CFP Expression. Rot: EMO3-S; Blau: EMO3-
SACsrB; Schwarz: EMO3-SACsrB/C. Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung bei der Mittel-

wertbildung.

cea Expression (YFP Fluoreszenz), fiir die Deletion von CsrB nahezu kein Effekt erkennbar
ist. Eine Aufinahme stellt der geringste Stresslevel (siehe Teil A Abbildung [4.21)) dar, hier
liegt der Wert der mittleren Fluoreszenz der Zellen im ,,AN‘ Zustand beim 3-fachen Wert
im Vergleich zu EMO3-S. Fiir die Deletion beider sSRNAs, zeigt sich fiir alle Stressor Kon-
zentrationen auBer 0.40 pg/ml eine Erhohung der maximalen mittleren Fluoreszenz, die vom
4-fachen bei der kleinsten Mitomycin C Konzentration, iiber das doppelte bei den beiden mitt-
leren Konzentrationen, hin zum gleichen Wert bei der hochsten Konzentration abnimmt (siehe

Teil A schwarze Balken Abbildung 4.21).

Betrachtet man die maximale mittlere Fluoreszenz der Expression des Lysisgens (cel) im
Vergleich fiir die Staimme EMO3-S, EMO3-SACsrB und EMO3-SACsrB/C (siehe Teil B in
Abbildung[d.21)) so zeigt sich uneinheitliches Verhalten aus dem keine eindeutige Tendenz ab-
lesbar ist. Betrachtet man die geringste Konzentration des Stressors so zeigen die beiden Dele-
tionsmutanten im Vergleich zu EMO3-S den doppelten Wert, bei allen anderen Konzentratio-
nen zeigt sich im Rahmen des Fehlers ein gleicher Wert mit Ausnahme von EMO3-SACsrB
bei 0.40 pg/ml Mitomycin C. Hier liegt der Wert beim circa 1,5-fachen von EMO3-S. Die ma-

ximalen mittleren Fluoreszenzen deuten fiir den Stamm EMO3-SACsrB/C darauf hin, dass
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Abbildung 4.21.: Maximale mittlere Fluoreszenz der Zellen im ,,AN* Zustand fiir verschiedene Mito-
mycin C Konzentrationen im Vergleich zwischen EMO3-S, EMO3-SACsrB und EMO3-SACsrB/C: Teil
A: Maximale mittlere Fluoreszenz fiir die YFP Expression. Rot: EMO3-S; Blau: EMO3-SACsrB; Schwarz:
EMO3-SACsrB/C. Teil B: Maximale mittlere Fluoreszenz in CFP fiir EMO3-S (rot), EMO3-SACsrB (blau),
EMO3-SACsrB/C (schwarz). Die Fehlerbalken beschreiben die Standardabweichung der Mittelwertbildung.

mit beginnender Expression des Operons diese stdrker ist als im Stam EMO3-S, was bedeuten
wiirde das mehr Toxin produziert werden wiirde. Einhergehend mit einer im Schnitt ebenfalls
erhohten Expression des Lysisgens konnte dies auch zu einer schnelleren Abgabe des To-
xins fithren. Fir EMO3-SACsrB ist fiir die maximalen mittleren Fluoreszenzen (Abbildung
4.21) im Vergleich zum Stamm EMO3-S keine grofie Veranderung zu erkennen, was durch
die gegenseitige Kompensation der deletierten SRNA CsrB und der weiteren SRNA CsrC er-
klirt werden konnte [50], das Fehlen einer sSRNA wird dabei durch eine Uberespression der

zweiten SRNA versucht auszugleichen.

Betrachtet man den Einfluss der Deletion der sSRNAs auf die zeitliche Verzogerung zwischen
der Expression des cea und cel Gens, im Vergleich zwischen dem Stamm EMO3-S (rot), der
Deletionsmutante CsrB (blau) und der Deletion von CsrB und CsrC (schwarz) in Abbildung
4.22] zeigt sich eine Reduktion der zeitlichen Verzgerung. Die Reduktion zeigt fiir die CsrB
Mutante nur geringe Werte und liegt nur fiir die Stressor Konzentrationen 0.05 ug/ml und
0.40 pug/ml auBerhalb des Fehlerbereiches. Die mittlere zeitliche Verzogerung der Deletion
beider sSRNAs betrit 35 £+ 14 min, gemittelt iiber alle Mitomycin C Konzentrationen (Abbil-
dung [4.22] schwarze Balken) und ist fiir alle Mitomycin C Konzentrationen im Vergleich zum

Stamm EMO3-S (im Mittel 75 + 6 min) signifikant geringer. Die Ergebnisse aus den Abbil-
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Abbildung 4.22.: Mittlere zeitlliche Verzogerung zwischen der Expression von cea und cel fiir verschie-
dene Mitomycin C Konzentrationen im Vergleich der SRNA Mutanten: Die mittlere zeitliche Verzogerung
wird fiir EMO3-S in rot, fiir EMO3-SACsrB in blau und fir EMO3-SACsrB/C in schwarz dargestellt. Die

Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwertbildung.

dungen [4.20] 4.21] und [4.22] zeigen alle fiir die Doppeldeletion von CsrB und CsrC eindeuti-

gere Ergebnisse und groflere Abweichungen im Vergleich zur Deletion der sSRNA CsrB. Die
geringeren Effekte der Deletion nur einer sSRNA lassen sich mit der Kompensationswirkung
der zweiten SRNA erkldren [S0]. Wird eine SRNA auf Grund der Deletion nicht mehr gebildet,
wird von der Zelle das Fehlen der SRNA durch eine Uberexpression der zweiten SRNA weit-
gehend ausgeglichen [50]. Die fiir die Doppelmutation beobachtete Verkiirzung der zeitlichen
Verzogerung kann verursacht werden durch ein im Mittel fritheres Anschalten der Expression

von cel oder durch eine Verzogerung, in der Expression von cea.

Die Verteilung der Anschaltzeitpunkte oy ist sowohl fiir die Expression von YFP als auch
fiir die Expression von CFP, fiir die Stimme EMO3-SACsrB und EMO3-SACsrB/C, be-
reits bei geringen Mitomycin C Konzentrationen nicht mehr heterogen iiber fast die gesamte
Messzeit verteilt, sondern wesentlich enger und zu kiirzeren Zeiten hin verschoben (Abbil-
dungen 4.23|und [4.24). Ein fiiheres Anschalten der Toxinexpression (YFP) deutet, da dieses
hauptsichlich durch die SOS Antwort reguliert wird, auf eine Erhohung des Stresslevels der
Bakterien hin. Fiir die Deletion nur einer SRNA ist diese Verschiebung im Vergleich zur De-
letion beider sSRNAs nicht so stark ausgebildet. Diese Beobachtung erkldrt aber noch nicht

die Verkiirzung der zeitlichen Verzogerung, die vor allem fiir den Stamm EMO3-SACsrB/C
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Abbildung 4.23.: Vergleich der Histogramme der Anschaltzeitpunkte ¢5y der YFP Expression fiir
verschiedene Mitomycin C Konzentrationen im Vergleich von EMO3-S, EMO3-SACsrB und EMO3-
SACsrB/C: Die Histogramme der Anschaltzeitpunkte ¢on sind fir EMO3-S in rot, EMO3-SACsrB in blau
(CsrB) und EMO3-SACsrB/C in schwarz (CsrB/C) dargestellt. Teil A zeigt die Histogramme fiir 0.05 pg/ml
Mitomycin C, Teil B fiir 0.10 ug/ml, Teil C fiir 0.25 pg/ml und Teil D fiir 0.40 pg/ml.

sehr deutlich ist, da sie bei unveridndertem Verhalten der Expression von cel, zu einer Verlin-
gerung der zeitlichen Verzogerung fithren wiirde. Betrachtet man die Abbildung zeigt
sich, dass die Verteilungen der Zeitpunkte des Anschaltens fiir die Expression von cel (CFP
Fluoreszenz) vor allem fiir den Stamm EMO3-SACsrB/C, im Vergleich zu EMO3-S, fiir alle
Stressor Konzentrationen, zu fritheren Zeitpunkten hin verschoben und wesentlich schmaler
sind. Daher resultiert die Verkiirzung der zeitlichen Verzogerung letztendlich aus der Ver-
schiebung der Verteilung der Anschaltzeitpunkte der Expression des Lysisgens (cel) hin zu
fritheren Zeitpunkten. Durch die gleichzeitige Verschiebung der Verteilung fiir YFP zu friihe-
ren Zeitpunkten, muss die Verschiebung der Anschaltzeitpunkte von CFP sehr stark sein um
die Verschiebung von YFP zu kompensieren. Die Verschiebung beider Verteilungen deutet
darauf hin, dass es sich dabei um einen gekoppelten transkriptionellen (YFP Verschiebung)
und post-transkriptionellen Effekt handelt. Da die Verschiebung der Anschaltzeitpunkte der
YFP Expression auf eine Erhohnung des Stresses der einzelnen Bakterie hin deutet, konnte

ein Teil der Verschiebung der CFP Expression, durch die gleichartige Wirkung der transkrip-
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Abbildung 4.24.: Vergleich der Histogramme der Anschaltzeitpunkte toy der CFP Expression fiir
verschiedene Mitomycin C Konzentrationen im Vergleich von EMO3-S, EMO3-SACsrB und EMO3-
SACsrB/C: Die Histogramme der Anschaltzeitpunkte toy sind fir EMO3-S in rot, EMO3-SACsrB in blau
(CsrB) und EMO3-SACsrB/C in schwarz (CsrB/C) dargestellt. Teil A zeigt die Histogramme fiir 0.05 pg/ml
Mitomycin C, Teil B fiir 0.10 pg/ml, Teil C fiir 0.25 ug/ml und Teil D fiir 0.40 pg/ml.

tionellen Regulation auf die Expression beider Gene (analog zur Mutante EMO4-S), erklirt
werden. Die Verschiebung der Anschaltzeitpunkte oy der cel Expression hin zu fritheren
Zeitpunkten ldsst vermuten, dass es, anders als erwartet, eher zu einer Verarmung an ver-
fiigbarem CsrA kommt, als zu einer VergroBerung der Menge an verfiigbarem CsrA. Dafiir
konnen verschiedene Griinde vorliegen, zum Einen konnte es in der Zelle durch eine hohere
Menge an freiem CrsA ein erhohter Stresslevel erzeugt werden [129], zum Anderen kann es
durch die weiteren regulatorischen Eigenschaften des CsrA [[16,133] dazu kommen, dass sich
die Zelle quasi in der stationdren Phase befindet und dadurch fiir das Bakterium héherer Stress
entsteht. Eine weiterer Erkldrungsansatz lédsst sich aus der Tatsache ableiten, dass CsrA min-
destens noch durch eine weitere SRNA (McaS [134]) beeinflusst wird. Hier konnte es fiir den
Stamm EMO3-SACsrB/C , wie auch bei der ACsrB Mutante vermutet, zu einer Uberexpres—
sion kommen, die dann den Effekt der SRNA Deletionen unter Umstidnden sogar iiberkom-
pensiert. Da es sich beim Csr Netzwerk um ein globales regulatorisches Netzwerk handelt

[16L 18], mit z.B. dem weiteren Protein CsrD [22]] oder dem regulatorischen Zweikomponen-
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Abbildung 4.25.: Expression von YFP und CFP im Populationsmittel: Darstellung der Fluoreszenzwer-
te der Stimme EMO3-S (rote Kreise), EMO3-SACsrB (griine Quadrate), EMO3-SACsrC (blaue Dreiecke)
und EMO3-SACsrB/C (schwarze Rauten) im zeitlichen Verlauf fiir eine Mitomycin C Konzentration von
0.25pg/ml. Teil A zeigt im Mittel iiber die gesamte Population die YFP Fluoreszenz, Teil B zeigt ebendies

fir die CFP Fluoreszenz.

tensystem BarA/UvrY [133]], konnte es durch die Deletion von zwei regulatorischen sRNAs,
entweder durch ihr Fehlen oder die dadurch hervorgerufene gesteigerte Anzahl an freien CsrA
Molekiilen, zu einem bis dato unbekannten Einfluss auf weitere Teile des Netzwerkes kom-
men, der dann in der Folge zu einer Beeinflussung der Regulation des Colicin E2 Operons

fithren konnte.

Im nativen Csr System von E.coli treten Veridnderungen in den SRNA Mengen erst mit dem
Beginn der stationdren Wachstumsphase auf [48, 150, [135]]. Da mit der Einzelzellfluoreszenz-
mikroskopie die stationidre Phase am Ende der Messung nach fiinf Stunden noch nicht erreicht
ist, wurden fiir verschiedene Deletionsmutanten (EMO3-SACsrB, EMO3-SACsrC, EOM3-
SACsrB/C) sowie das Grundsystem (EMO3-S), Langzeitmessungen im Platereader durch-
gefiihrt. Im Folgenden ist eine Messung exemplarisch fiir eine Stressor Konzentration von
0.25 ug/ml gezeigt (Abbildung [4.25), andere Konzentrationen zeigen qualitativ das gleiche
Verhalten. Im Vergleich zwischen EMO3-S und den verschiedenen Deletionsmutanten zeigt
sich in der spiten stationdren Phase fiir die EMO3-SACsrB sowie die EMO3-SACsrC Mu-
tante eine Reduktion der Fluoreszenz fiir CFP, was einer Verringerung der Expression des cel

Gens entspricht (siehe Teil B in Abbildung {.25)).
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Abbildung 4.26.: Vergleich des Wachstums von EMO3-S (rote Kreise), EMO3SACsrB (griine Quadra-
te), EMO3-SACsrC (blaue Dreiecke) und EMO3-SACsrB/C (schwarze Rauten): Teil A zeigt das Wachs-
tum der einzelnen Stimme im zeitlichen Verlauf bei einer Mitomycin C Konzentration von 0.05 ug/ml. Teil B

beschreibt das Wachstum bei 0.25 pg/mlMitomycin C.

Diese ist im Vergleich dazu in der cea (YFP) Expression nicht zu beobachten (siehe Teil A in
Abbildung 4.25). Zudem kann ausgeschlossen werden, dass die Verdnderungen in der Fluo-
reszenz aus verdndertem Wachstum der einzelnen Stimme resultieren, da dies unabhéngig
vom Stamm nahezu identisch ist (siche Abbildung 4.26)). Die Beobachtungen bestitigen die
Ergebnisse der Einzelzellanalyse und zeigen fiir die Einzeldeletionen das erwartete Verhalten,
durch die Deletion einer SRNA kommt es zu einer Erhhung der CFP Fluoreszenz und damit
einer moderaten Uberexpression von CsrA [[132] die zu einer Erhéhung der Menge an frei-
em CsrA fiihrt. Die dadurch hervorgerufene Reduktion der Expression des Lysisgens ist fiir
den Stamm EMO3-SACsrB, auf Grund der hoheren Anzahl an CsrA Bindemotiven [49, 50],

stiarker ausgeprégt als fiir die Deletion der SRNA CsrC.

Wie bereits in der Einzelzellanalyse festgestellt, zeigt der Stamm EMO3-SACsrB/C auch
auf dem Populationslevel eine erhohte Expression des cel Gens (siehe Teil B in Abbildung
4.25). Daher zeigt sich im Vergleich der Deletionsmutanten untereinander, dass die Deleti-
on nur einer SRNA einen sehr geringen Effekt in der erwarteten Richtung zeigt, wohingegen
die Deletion beider sSRNAs zu einem stédrkeren Effekt, der entgegen der Erwartung zu einer
Erhohung des Expressionslevels und zur zeitlichen Verschiebung hin zu kiirzeren Zeiten des

Expressionsstarts des cel Gens fiihrt. Daher wird wahrscheinlich durch diese Deletionen ein
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weiterer Effekt ausgelost, der in der Zelle entweder zu erhohtem Stress oder zu einer Ver-
dnderung im Csr System fiihrt, die moglicherweise eine Reduktion, der fiir die Regulation
der Expression des Colicin E2 Operons zur Verfiigung stechenden Menge an CsrA zur Folge
haben konnte. Durch die Deletion der beiden sSRNAs konnten, da es sich beim Csr System
um ein globales post-transkriptionelles Regulationssystem handelt [136], auch weitere Teile
des Regulationssystems beeinflusst werden und dariiber dann in einem zweiten Schritt die
beobachteten Verdnderungen in der Expression des Colicin E2 Operons ausgelost werden. Im
Vergleich zeigt sich fiir die Deletion einer SRNA ein wesentlich kleinerer Effekt als fiir die
Verianderung der Bindestelle des CsrA Proteins. Dies deutet darauf hin, dass die SRNAs ei-
ne Art Feinabstimmung der Regulation im Hinblick auf die Colicin E2 Expression und den

zeitlichen Versatz zwischen der Expression von cea und cel iibernehmen.

4.2.4. Zeitliche Verzogerung der Expression des Lysisgens

Eine zentrale Frage die sich aus den Ergebnissen aus Kapitel .2] ergibt, ist die Frage nach
dem Grund fiir die gleichzeitige Expression von cea und cel/ im Stamm EMO3-C, wenn-
gleich es im Stamm EMO3-S zu einer mittleren Verzégerung von 75 + 6 min kommt. In den

vorigen Kapiteln 4.2.2) und 4.2.3| konnte gezeigt werden, dass die zeitliche Verzogerung zwi-

schen der Expression des Toxin Gens und des Lysis Gens im Stamm EMO3-S direkt durch
das Protein CsrA und die verfiigbare Menge dieses Proteins reguliert ist. Weiterhin unklar
ist allerdings warum im Stamm EMO3-C keine zeitliche Verzogerung vorliegt. Hier stellt
sich die Frage nach den Unterschieden zwischen den beiden Stimmen und danach ob, ei-
ner dieser Unterschiede der Grund fiir dieses verdnderte Verhalten sein konnte. Chromosomal
sind beide Stimme genetisch identisch, sie unterscheiden sich nur im Plasmid pColE2-P9 das
EMO3-C im Gegensatz zu EMO3-S besitzt. Da bis dato nur Teile der kompletten Sequenz
des Plasmides pColE2-P9 bekannt sind wurde dieses Plasmid mit Hilfe der Primer in Tabelle
[D.1] vollstindig sequenziert. Ein Vergleich der bereits bekannten Anteile (Genbank M29885

und D30054) mit der ermittelten Sequenz ergibt eine vollkommene Ubereinstimmung. Die
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komplette Sequenz des 6757 bp umfassenden Plasmides pColE2-P9 ist in der Plasmidkarte in
Abbildung[3.6)im Kapitel[3.2]dargestellt. Durch das Vorhandensein des Plasmides pColE2-P9,
kann in EMO3-C das Lysisprotein und das Toxin gebildet werden. Dies ist im Stamm EMO3-
S der nur das Reporterplasmid enthélt, in dem Lysisgen mit CFP und das Toxingen mit YFP
ersetzt ist, nicht moglich. Daher konnte es in EMO3-C zu einem Effekt der Autoinduktion
durch das Toxin kommen [[115}[116]. In unserem Fall kann das aber nicht der Grund der Ver-
dnderungen sein, da sich dann ein dhnlicher Effekt fiir die Expression von cea und cel zeigen
sollte. Die Selbstinduktion wirkt sich nur, durch die Schidigung der eigenen DNA durch das
Toxin [115, [116], auf die Bindung der LexA Proteine an die SOS Box auf den Plasmiden
aus. Da dies sowohl die Expression von cea als auch die Expression von cel in dhnlicher Art
beeinflusst, kann es dadurch nicht zu einer Reduktion der zeitlichen Verzdgerung zwischen

der Expression von cea und cel in EMO3-C kommen.

Vergleicht man die Histogramme fiir die Anschaltzeitpunkte der Expression von cea und cel
in den beiden Stammen EMO3-C und EMO3-S, so zeigt sich, dass vor allem die Anschalt-
zeitpunkte der Expression des Lysisgens (cel) zu fritheren Zeitpunkten hin verschoben sind
(Abbildung [4.10). Da die Expression des Lysisgens post-transkriptionell reguliert ist (siche
Kapitel 4.2.2] und Kapitel 4.2.3) liegt der Grund der veridnderten Expression aller Voraussicht
nach in der Verdnderung eines oder mehrerer Elemente der post-transkriptionellen Regula-
tion. Die zentrale Rolle spielt hierbei CsrA. Da in beiden Stammen identische Bindestellen
fiir CsrA vorliegen, sollte der Unterschied nicht in der Bindung von CsrA an das jeweilige
Plasmid liegen. Sterzenbach et al. [137]] zeigten in ihrer Arbeit, am Beispiel von Stiicken
nicht codierender mRNA des Gens fiir FimA aus Salmonella typhimurium, dass die Menge
an verfiigbarem freien CsrA durch weitere CsrA Bindepartner reguliert werden kann. Dies
konnte in dhnlicher Art und Weise auch in unserem System zum tragen kommen. Die Menge
an verfiigbarem CsrA hingt in den Staimmen EMO3-C und EMO3-S von verschiedenen Fak-
toren ab. Der Stamm EMO3-S bindet im Vergleich zum Stamm EMO3-C durch das fehlende
pColE2-P9 Plasmid (Anzahl der Kopien pro Zelle ungefidhr 10-20 [32]) weniger CsrA Di-
mere. Diese Zahl kann aber auf Grund der viel groBeren Zahl an CsrA Dimeren pro Bakterie

[48]] nicht ausreichen, um das Verschwinden der zeitlichen Verzégerung zwischen der Expres-
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genetisches Element | Position auf Plasmid | Position auf Plasmid | Homologie zwischen
pColE3-CA38 pColE2-P9 den Plasmiden

rep 3073-3792 3344-4256 97%

ssi 4084-4159 4376-4451 100%

mob 4182-4456 4475-4750 98%

tra 4636-6757, 1-98 4929-7118, 1-30 97%

IncA 2943-3057 3214-3328 100%

ori 3966-3997 4257-4289 94%

Tabelle 4.1.: Homologietabelle fiir verschiedene genetische Elemente des Plasmides pColE2-P9 im Ver-
gleich zu pColE3-CA38: Dargestellt ist die Homologie verschiedener genetischer Elemente zwischen dem
Plasmid pColE3-CA38 wie es in Morales et al. [99] untersucht wurde und dem nun vollstindig sequenzierten
Plasmid pColE2-P9. Die Bezeichnungen bereits bekannter Elemente (Genbank M29885 und D30054) wurden
iibernommen. Zur Bestimmung der Homologie zwischen den jeweiligen Elementen wurden die Homologien
zwischen den Sequenzen mit Hilfe des BLAST Algorithmus [138]] ermittelt. Auf beiden Plasmiden sind die
genetischen Informationen fiir ein Protein zur Vervielfiltigung (rep), den Start der Synthese des diskontinuierli-
chen DNA Stranges (ssi), dem Replikationsstart (ori), einem fiir den konjugalen Transfer notigen Protein (tra),
einem zur Mobilisierung noétigen Protein (mob), sowie regulatorischen sSRNA IncA (diese reguliert die Menge

an Rep Protein post-transkriptionell [139]), vorhanden.

sion von cea und cel zu erkldren. Auf Grund dessen wurden die bisher unbekannten Teile des
pColE2-P9 Plasmides (siehe Kapitel auf mogliche weitere die Menge des verfiigbaren
CsrA regulierende Elemente hin untersucht. Dabei zeigte sich, dass das pColE2-P9 Plasmid

neben dem Colicin E2 Operon noch weitere offene Leseraster enthilt (siehe Kapitel [3.2] und

Tabelle [4.1).

Die in der Gesamtsequenz des Plasmides pColE2-P9 auftretenden genetischen Elemente konn-
ten somit einen Grund fiir das Auftreten der zeitlichen Verzégerung zwischen der Expression
von cea und cel im Stamm EMO3-S darstellen, da dieser Stamm, auf Grund des Fehlens
des Plasmides pColE2-P9, diese Elemente im Gegensatz zum Stamm EMO3-C nicht enthiilt.
Vergleicht man die offenen Leseraster des Plasmides pColE2-P9 mit der Sequenz der Le-

seraster auf dem Plasmid pColE3-CA38 (Genbank KM?287568) lassen sich, auf Grund hoher
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Homologien, die genetische Elemente als ein Mobilisierungs Element (mob) und eine Region
die ein Protein des konjugalen Transfers kodiert (tra) identifizieren. Des weiteren konnen ein
spezifisches, fiir die Replikation essentielles [139] Protein (rep) und die regulatorischen Se-
quenzen ssi (Sythesestart des diskontinuierlichen Stranges), ori (Replikationsstart), und IncA
(sRNA die die Menge des Rep Proteins reguliert [[139]) ermittelt werden. Alle diese Elemente
werden entweder fiir eine spezielle Art der Plasmidreplikation (“rollling circle replication,,
[140]) oder den konjugalen Transfer [99] von DNA zwischen Bakterien verwendet. Fiir al-
le diese Elemente ist kein regulatorischer Effekt, der die Menge an CsrA veridndern konnte,
bekannt. Auf dem Plasmid pColE2-P9 konnten keine weiteren Gene mehr identifiziert wer-
den. Daher konnen die Gene auf dem Plasmid auch nicht direkt fiir das Verschwinden der
zeitlichen Verzogerung zwischen der Expression von cea und cel im Stamm EMO3-C verant-
wortlich sein. Einige der Gene auf dem Plasmid sind nach Morales et al. [99] fiir die autonome
Replikation des Plasmides verantwortlich. Bei der “rolling circle replication,, (RCR) kommt
es erst an einer fiir den Beginn der Doppelstrangsynthese charakteristischen Stelle (ori in Ab-
bildung [3.6) zur Ausbildung eines Knicks in der DNA an den das Rep Protein bindet und
dadurch zum Strangbruch [141]] fithrt. Danach wird der kontinuierliche Strang der dsDNA
neu synthetisiert. Am Ende dieses Prozesses erhilt man ein Plasmid mit dSDNA und einem
ssDNA Ring mit der Sequenz des kontinuierlichen Stranges [140, [141]]. Als nédchster Schritt
kann, ausgehend von der ssi Sequenz (sieche Abbildung[3.6/und Tabelle d.1)), mit der Synthese
des diskontinuierlichen Stranges begonnen werden [141]. Wegen Asymmetrien im Replika-
tionsstart und der gesamten Replikation, zwischen dem ersten Teil des RCR Prozesses, der
Bildung der ssDNA und dem zweiten Teil, der Ergidnzung der ssDNA zur dsDNA, kann es fiir
das Plasmid pColE3-CA38 nach Morales et al. [99] zur Anreicherung von ssDNA im Bakte-
rium kommen. Die Sequenzen der beteiligten Gene fiir das Protein Rep, den ssi und dem ori
weisen zwischen den Plasmiden pColE2-P9 und pColE3-CA38 eine Homologie von mindes-
tens 94% auf (siehe Tabelle d.1). Daraus ldsst sich die Vermutung ableiten, dass auch fiir das
Plasmid pColE2-P9, ssDNA aus dem RCR Prozess in der Zelle angereichert wird.
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5. Zusammenfassende Diskussion und
Ausblick

Die Untersuchung der Dynamiken der Expression des Toxins (cea) und des Lysisgens (cel)
stellt eine der zentralen Fragen dieser Arbeit dar. Aus diesen Dynamiken ergaben sich weitere
Fragen nach der Beeinflussbarkeit der Anschaltzeitpunkte, der Intensitdten und des zeitli-
chen Versatzes zwischen der Produktion des Toxins und des Lysisproteins, hin zu einer pro-
grammierten Abgabe einer hohen Toxinmenge zu einem vorgegebenen Zeitpunkt. Mit diesem
Wissen lésst sich die Frage nach der Art und Weise wie ein Toxinproduzent im Vergleich zu
einem Bakterium das kein Toxin produziert, einen Vorteil erreichen kann auf zwei verschie-
dene Weisen beantworten. Zum Einen kann der Vorteil durch eine Arbeitsteilung innerhalb
der Bakterienpopulation, die sich durch eine heterogene Expression des Colicin E2 Operons
auszeichnet, erreicht werden. Zum Anderen wire es moglich, durch Effektivitét in der Abgabe
des Toxins, die durch einen zeitlichen Versatz der Expression von Toxin (cea) und Lysisgen

(cel) hervorgerufen wird, einen Vorteil zu erlangen.

Um diese zentrale Frage zu beantworten wurden in dieser Arbeit die Expressionsdynamiken
der Gene fiir das Toxin (cea) und das Lysisprotein (cel) des Colicin E2 Operons untersucht.
Die Gene cea und cel dieses Operons zeigen unter verschieden hohen externen Stresslevels
verschiedene Antwortmuster. Ohne dufleren Stress zeigt sich phidnotypische Heterogenitét bei
der nur einige wenige Zellen, in der stationdren Wachstumsphase, das Colicin E2 Operon
aktivieren. Liegt hingegen geringer dul3erer Stress iiber die ganze Messzeit hinweg vor, schal-

ten alle Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten, die unregelmifig iiber die Messzeit verteilt
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5. Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

sind, in den ,,AN* Zustand. Dieses Verhalten wird als zeitlich heterogen verteiltes Anschal-
ten bezeichnet [33, [77]]. Eine Erhohung des duleren Stresses fiihrt zu einer Verdanderung des
Antwortverhaltens des Systems. Zwar wechseln weiterhin nahezu alle Zellen im Lauf der
Messung in den ,,AN* Zustand, dies erfolgt aber wesentlich weniger heterogen und zu friihe-
ren Zeitpunkten. Somit zeigt das Colicin E2 Operon eine synchronisierte Antwort, bei hohem
externen Stress. Die Bakterien sichern durch dieses sehr effektive Verhalten das Uberleben der
eigenen Spezies. Bei geringem Stress wird die eigene Spezies wenig bedroht und kontinuier-
lich nur von einer geringen Anzahl Bakterien versucht die Bedrohung abzuwenden. Steigt
der Stress fiir die Bakterien, verdndert sich die Strategie, es wird von nahezu allen Bakterien
das Toxin produziert um sicher zu stellen, dass wenigstens ein Bakterium der eigen Art den
Stress iiberlebt und dann eine neue Population griinden kann. Das zeitlich heterogen verteilte
Anschalten bei mittleren Stresslevels stellt fiir die Population ein addquates Mittel dar, um mit
einem Vorteil im Vergleich zu den Konkurrenten, aus der Stresssituation hervorzugehen. Bei
sinkendem Stresslevel sind immer noch viele Bakterien der eigenen Spezies vorhanden, um
dadurch im weiteren zeitlichen Verlauf den Wettbewerb um Nihrstoffe und Lebensraum zu
gewinnen. Bleibt der Stresslevel hingegen erhalten, konnen iiber lange Zeit hinweg Bakterien
beginnen das Toxin zu bilden und freizusetzen und erlangen damit einen Wettbewerbsvorteil.
Liegt hoher externer Stress vor, wechselt das Antwortverhalten der Bakterien und es zeigt
sich eine Synchronisation in der Expression des Colicin E2 Operons, die einhergeht mit einer
Verkiirzung der Zeitspanne bis zum Einsetzen der Expression des Colicin E2 Operons. Die-
ses Verhalten sichert das Uberleben der eigenen Spezies und verschafft der Population einen

Vorteil gegeniiber Bakterien die kein Toxin produzieren kénnen.

Um die Fragestellung zu untersuchen, wie die Zelle die effektive Abgabe des Toxins reguliert,
wurden zunichst die Stimme EMO3-C und EMO3-S auf den zeitlichen Versatz zwischen der
Expression des Toxin Gens (cea) und der Expression des Lysisgens (cel) hin untersucht. Hier-
bei zeigte sich ein signifikanter Unterschied, im Stamm EMO3-C konnte kein zeitlicher Ver-
satz gemessen werden. Im Gegensatz dazu wurde im Stamm EMO3-S ein zeitliche Verzoge-
rung zwischen der Expression von cea und cel von im Mittel 75 + 6 min bestimmt. Dies warf

die Frage auf, wie dieser zeitliche Versatz reguliert wird und warum er im Stamm EMO3-C
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unterdriickt ist. Daher wurden in dieser Arbeit Regulationsmechanismen auf transkriptionel-
ler und post-transkriptioneller Ebene untersucht, die die Expression des Colicin E2 Operons

beeinflussen.

Durch Untersuchung verschiedener Mutanten konnte gezeigt werden, dass die transkriptio-
nelle Regulation die Expression beider Gene beeinflusst. Der zeitliche Versatz des Stammes
EMOA4-S zeigt im Rahmen des Fehlers keine Veridnderung zum Stamm EMO3-S. Der Stamm
EMOS-S, dessen Plasmid LexA schlechter binden sollte als das Plasmid in EMO3-S, zeigt
hingegen eine Verkiirzung der zeitlichen Verzégerung, hervorgerufen durch eine Verschie-
bung der Anschaltzeitpunkte der Expression von cea. Der Effekt der Verdnderungen der LexA
Bindestelle lisst sich nicht eindeutig voraussagen, da im Bereich dieser Bindestelle sich eine
weitere Bindestelle fiir das regulatorische Protein AnsC befindet, die ebenfalls zur transktip-
tionellen Regulation beitrigt [89]], was das unerwartete Verhalten des Stammes EMOS-S er-
kldren konnte. Generell zeigte sich fiir den Stamm EMOA4-S ein geringer Einfluss der tran-
skriptionellen Regulation auf den zeitlichen Versatz zwischen der Expression des Toxingens
(cea) und des Lysisgens (cel). Die post-transkriptionelle Regulation wird in erster Linie {iber
die Menge an freiem CsrA, dass durch Bindung an die mRNA die Translation des Lysis-
gens hemmt, gesteuert. Durch Deletionsmutanten konnte gezeigt werden, dass der Einfluss
der sSRNAs CsrB und CsrC auf die post-transkriptionelle Regulation klein ist, im Vergleich
zum Einfluss des CsrA. Die Doppeldeletion der beiden sRNAs fiihrt, entgegen der Erwar-
tung, zu einer Verkiirzung der zeitlichen Verzdgerung zwischen der Expression von cea und
cel und damit zu einer fritheren Abgabe des Colicins. Dies wiirde sich durch einen bis dato
unbekannten Effekt der Doppeldeletion auf das globale regulatorische Csr Netzwerk erklédren
lassen, der dann in einem zweiten Schritt zu einer Beeinflussung der Regulation des Colicin

E2 Operons fiihrt.

Die zeitliche Verzogerung zwischen der Expression von cea und cel kann durch Verdnderun-
gen in der Bindestelle des CsrA im Bereich der SD Sequenz des cel Gens gezielt beeinflusst
werden. Eine Erhohung der Bindewahrscheinlichkeit (CsrAl) fiihrt zu einer ldngeren Zeit-

verzogerung zwischen der Expression von cea und cel auf im Mittel 94 + 6 min, auf Grund
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5. Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

der von Natur aus hohen Bindewahrscheinlichkeit fiir CsrA, ist die Erhohung mit circa 15%
relativ gering. Wird die Bindewahrscheinlichkeit von CsrA verringert (CsrA2), so wird die
Regulation nahezu auBer Kraft gesetzt und die zeitliche Verzdgerung liegt nur bei 12 £+ 2 min.
Der Stamm EMO3-C, der zusitzlich zum Reporterplasmid pMO3 noch das natiirliche Plasmid
pColE2-P9 enthilt, zeigt im Bezug auf die zeitliche Verzégerung zwischen der Expression von
cea und cel ein Verhalten, das der Mutation mit verschlechterter Bindewahrscheinlichkeit des
CsrA dhnelt. Dies stellt ein Indiz dafiir dar, dass die nicht auftretende zeitliche Verzégerung
im Stamm EMO3-C in Zusammenhang steht mit einer im Vergleich zu EMO3-S reduzier-
ten Verfiigbarkeit von freiem CsrA. In einem Vergleich der Histogramme fiir das Anschalten
von cea und cel in den Stimmen EMO3-S und EMO3-C zeigt sich, dass die Verdnderung
der zeitlichen Verzogerung auf eine Verdnderung der Verschiebung der Anschaltzeitpunkte
von cel zuriickgefithrt werden kann. Dies stellt ein weiteres Indiz fiir den Einfluss der post-
transkriptionellen Regulation und damit des mRNA Bindeproteins CsrA dar. Ein weiterer
Einfluss der SRNAs CsrB und CsrC kann ausgeschlossen werden, da diese in den Stémmen
EMO3-C und EMO3-S gleichermaBlen vorhanden sind. Daher liegt die Vermutung nahe, dass
der Grund fiir die Abwesenbheit des zeitlichen Versatzes im Stamm EMO3-C in der Anwesen-
heit des Plasmides pColE2-P9 und dessen Einfluss auf die post-transkriptionelle Regulation
zu suchen ist. Da sich die Stimme EMO3-C und EMO3-S nur im Plasmid pColE2-P9 unter-
scheiden, wurde dieses komplett sequenziert um einen Einfluss genetischer Elemente auf dem
Plasmid auf die Menge an freiem CsrA auszuschliefen. Die Zahl der Plasmide pro Zelle und
die Anzahl der dadurch zusitzlich gebildeten mRNA Molekiile ist zu gering, um den beob-
achteten Effekt zu erkldren. Durch die spezielle Art der Replikation des pColE2-P9 Plasmides
konnte es allerdings, wie fiir das sich in gleicher Art und Weise replizierte Plasmid pColE3-
CA38 gezeigt [99], auch im Fall des pColE2-P9 Plasmides zur Bildung und Anreicherung

von ssDNA kommen.

Mit Hilfe des Nachweises von sich anreichernder ssDNA im Stamm EMO3-C wire dies, unter
der Voraussetzung das eine Bindung von CsrA an ssDNA moglich ist, eine Erklidrung fiir eine
Reduktion der Menge an verfiigbarem CsrA. Dadurch konnte erklirt werden wie es im Stamm

EMO3-C zur Verhinderung einer zeitlichen Verzogerung zwischen der Expression des Toxins

112



und des Lysisgens kommen kann. Die angereicherte Menge an ssDNA wiirde dabei durch
eine Bindung von CsrA an die ssDNA die Menge an freiem CsrA verringern und damit zu
einer fritheren Translation des Lysisgens fithren. Vorbehaltlich der Nachweise der gebildeten
und accumulierten ssDNA und der Bindung von CsrA an die ssDNA, konnte der im Stamm
EMO3-C nicht vorhandene, dem Regulationsystem aber inhérente zeitliche Versatz erklirt

werden.

Fiir alle Experimente dieser Arbeit, lag der d@uBlere Stress fiir die Bakterien, hervorgerufen
durch das eingesetzte Mitomycin C, immer iiber die gesamte Messzeit hinweg vor. Mit Hilfe
von Experimenten in denen der Stress fiir die Bakterien nur fiir kurze Intervalle (zum Beispiel
10 min, 15 min oder 30 min) vorliegt, konnten weitere interessante Fragen analysiert werden.
So zum Beispiel die Frage nach der kiirzesten Zeitspanne, die Stress andauern muss, um
von einem Bakterium wahrgenommen werden zu konnen und dadurch die Expression des
Colicin E2 Operons zu induzieren. Oder die Frage nach einem Erinnerungseffekt, in dhnlicher
Art und Weise wie fiir Caulobacter crescentus [142] dargestellt. Interessant wire hier zum
Beispiel die Frage, ob nach der Feststellung, dass der Stress 20 min wirken muss um eine
Antwort auszuldsen, dann von zweimal 10 min Stress mit einer Zeitverzogerung dazwischen,
die gleiche Antwort ausgelost wird? Des weiteren konnte untersucht werden ob die Linge der
Zeit zwischen den Stress Pulsen eine Rolle spielt und ob es moglich ist das dabei gefundene
Verhalten in die vorldufige Theorie der Regulation des Colicin E2 Operons mit einzubinden.
Insgesamt wiirde dies einen Hinweis darauf darstellen, dass sich das Bakterium an Stress
werinnern kann und dadurch bei erneuter Gefahr schneller reagieren kdnnte woraus sich ein

Wettbewerbsvorteil fiir die eigene Spezies ergeben wiirde.

Neben diesen noch offenen Fragestellungen, konnten die Fragen nach der Dynamik der Ex-
pression des Toxins (cea) und des Lysisgens (cel), sowie der Einfluss verschiedener regula-
torischer Elemente auf die zeitliche Verzogerung zwischen der Expression von cea und cel,
mit dem mRNA-Bindeprotein CsrA als hauptverantwortlichem regulatorischem Element der
post-transkriptionellen Regulation, beantwortet werden. Dazu wurden diese Dynamiken mit

Hilfe von Einzelzellfluoreszenzmikroskopie Zeitserien untersucht. Des Weiteren konnte in
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5. Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

diesem Zusammenhang gezeigt werden, das die Menge an abgegebenem Toxin rein durch die
Expression des Lysisgens gesteuert wird [33]. Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren,
dass ein Zusammenspiel zwischen heterogener Expression der Gene und dem Auftreten eines
zeitlichen Versatzes zwischen der Expression von des Toxin- und des Lysisgens die Grundlage
fiir den Vorteil, den Toxinproduzenten im Vergleich zu Bakterien die kein Toxin produzieren

konnen erreichen, darstellt.
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A. Medien

Substanz Konzentration[g /1]
Trypthon 10
Hefeextrakt 5
Natriumchlorid (NaCl) 10

Tabelle A.1.: Zusammensetzung von LB Medium nach Luria Miller (Carl Roth): Nach Herstellerangabe
wurde 25 g/1 beschrieben, eingesetzt und mit ddH,O aufgefiillt. Das Medium hat einen pH-Wert von 7.0 £ 0.2.

Wurde es zur Herstellung von Platten eingesetzt wird 1.5% Kobe Agar (Carl Roth) zugegeben.

Substanz Konzentration | Konzentration der Stocklosungen
FeSO,x7H,0 5mg/1 278.02¢g/1
(NH,4)2SO, 2g/1 N/A
KH5PO, 13.6g/1 N/A
MgSO,x7H,0 1 pmol 1mol
Thiamin 1 pg/ml 1 mg/ml
Casein 0.2% 10%
Glycerol 0.5 % 100 %

Tabelle A.2.: Zusammensetzung des M63 Mediums: Fiir das Medium wurde 0.5% Glycerol als Kohlenstoff-
quelle verwendet, die weiteren Substanzen wurden wie in Elbing et al. [143] eingesetzt. Nach der Zugabe von
KH3POy4, (NH4)2SO4 und FeSO4x7H20 wird das Medium mit KOH auf einen pH Wert von 7.00 eingestellt
und im Anschluss autoklaviert. Die weiteren Zutaten werden erst nach dem Autoklavieren zugegeben. Wird
das Medium zu Herstellung von Platten eingesetzt, wird vor dem Autoklavieren 1.5% Kobe Agar (Carl Roth)

zugegeben.
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B. Expression von cel im Stamm EMO3-C

Darstellung der zu den Abbildungen fiir Daten zur Expression des Toxin Gens

(cea) in Kapitel d.T| dquivalenten Daten fiir die Expression des Lsysisgens (cel).
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B. Expression von cel im Stamm EMO3-C
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Abbildung B.1.: Expression von cel induziert mit verschiedenen Mitomycin C Konzentrationen: Die Tei-
le A-D zeigen die Fluoreszenzintensititen einzelner Bakterien (graue Linien) fiir verschiedene Mitomycin C
Konzentrationen 0.05 pg/ml, 0.10 ug/ml, 0.25 ug/ml und 0.40 pg/ml in ihrem zeitlichen Verlauf. Der Mittel-
wert der Fluoreszenzintensitéten ist zu jedem Zeitpunkte als schwarzer Kreis (der eingezeichnete Fehler ist der
Standradfehler aus der Mittelwertberechnung) dargestellt. Es ist ein Ubergang von einer zeitlich heterogenen
Stressantwort bei geringen Mitomycin C Konzentrationen (A,B) hin zu einer zeitlich synchronisierten Antwort
bei hohen Konzentrationen (C,D) zu beobachten. Die dquivalenten Daten fiir die Expression von cea (YFP Fluo-

reszenz) sind in Abbildung El dargestellt.
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Abbildung B.2.: Bestimmung des Anschaltzeitfensters fiir die Expression von cel in Abhéngigkeit von
der verwendeten Mitomycin C Konzentration: Die Histogramme zum Anschalten von Zellen fiir jeden Zeit-
punkt sind in den Teilen A -F fiir verchiedene Mitomycin C Konzenrationen (A: 0.00 ug/ml, B:0.05 pg/ml,
C:0.10 pg/ml, D:0.25 pg/ml,E:0.40 ug/ml, F:0.70 ug/ml) dargestellt.
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B. Expression von cel im Stamm EMOG3-C
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Abbildung B.3.: Mittlere CFP Fluoreszenz im Verlauf der Zeit: Darstellung der mittleren CFP Fluores-
zenz stellvertretend fiir die Expression von cel im zeitlichen Verlauf. Es werden die beiden Stimme EMO3-C
(enthilt pMO3 und pColE2-P9), dargestellt mit schwarzen Kreisen und EMO3-S (enthilt nur pMO3) der durch
graue Quadrate reprisentiert wird, verglichen. Die Teile A - F stellen unterschiedliche Stressor (Mitomycin C)

Konzentrationen dar (A: 0.00 pg/ml, B:0.05 pg/ml, C:0.10 pg/ml, D:0.25 ug/ml,E:0.40 ug/ml, F:0.70 pg/ml).
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C. Tabellen und Histogramme zur zeitlichen
Verzogerung zwischen der Expression

von cea und cel

Mitomycin C [ug/ml] | Zeitliche Verogerung [min] | Standardfehler der Mittel-
wertbildung [min]
0.00 1.07 5.70
0.05 8.83 2.94
0.10 -0.16 222
0.25 7.34 1.50
0.40 4.61 291
0.70 5.09 0.78

Tabelle C.1.: Tabelle der mittleren zeitlichen Verzogerung im Stamm EMO3-C: Werte der mittleren Zeit-

lichen Verzogerung fiir verschiedene Mitomycin C Konzentrationen und deren Standardabweichung.
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C. Zeitliche Verzégerung zwischen cea und cel

Mitomycin C [ug/ml] | Zeitliche Verogerung [min] | Standardfehler der Mittel-
wertbildung [min]

0.00 14.13 NAN

0.05 83.36 5.92

0.10 76.8 8.39

0.25 77.18 8.04

0.40 73.79 4.58

0.70 65.00 7.00

Tabelle C.2.: Tabelle der mittleren zeitlichen Verzogerung im Stamm EMO3-S: Werte der mittleren Zeit-

lichen Verzogerung fiir verschiedene Mitomycin C Konzentrationen und deren Standardabweichung.
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Abbildung C.1.: Histogramme der zeitlichen Verzogerung im Stamm EMO3-C: Es sind die Histogramme
der zeilichen Verzdgerungen zwischen der Expression von cea und cel fiir verschiedene Mitomycin C Kon-
zentrationen dargestellt: A 0.00 pg/ml; B 0.05ug/ml; C 0.10 pug/ml; D 0.25 ug/ml; E 0.40 ug/ml sowie F
0.70 pg/ml.
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C. Zeitliche Verzégerung zwischen cea und cel
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Abbildung C.2.: Histogramme der zeitlichen Verzogerung im Stamm EMO3-S: Es sind die Histogramme

der zeitlichen Verzogerungen zwischen der Expression von cea und cel fiir verschiedene Konzentrationen an

Mitomycin C dargestellt: A 0.00 pg/ml; B 0.05pg/ml; C 0.10 ug/ml; D 0.25 pug/ml; E 0.40 ug/ml sowie F

0.70 ug/ml.
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Abbildung C.3.: Histogramme der zeitlichen Verzogerung im EMO4-S: Es sind die Histogramme der zeit-
lichen Verzogerungen zwischen der Expression von cea und cel fiir verschiedene Konzentrationen an Mitomycin

C dargestellt: A 0.00 ug/ml; B 0.05 pg/ml; C 0.10 pg/ml; D 0.25 ug/ml sowie E 0.40 ug/ml.

125



C. Zeitliche Verzégerung zwischen cea und cel

Abbildung C.4.: Histogramme der zeitlichen Verzogerung im EMOS5-S: Es sind die Histogramme der zeit-

lichen Verzogerungen zwischen der Expression von cea und cel fiir verschiedene Konzentrationen an Mitomycin
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C dargestellt: 0.00 ug/ml; B 0.05 ug/ml; C 0.10 ug/ml; D 0.25 pg/ml sowie E 0.40 pg/ml.
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D. Listen der verwendeten Plasmide, Primer

und Stamme

Name Sequenz Richtung
EcolE2-A1 | ACCGTATCTCCGTCATCAAC | s
EcolE2-A2 | CTTCCTGTGAGAACTGC S
EcolE2-A3 | GTAGCGAGCGAATGAG S
EcolE2-A4 | CATGATTGCCGATGTGG S

EcolE2-A5 | GTGGAATACGTGGATTGC S
EcolE2-A6 | GGAGAAGCTATAAACCATG | s
EcolE2-A7 | CTCTGTTCGCATGGTCAG a
EcolE2-A8 | CACGTTCGATGTCGTTC a
EcolE2-A9 | GAATACATTCTCACACGCTC | a

EcolE2-A10 | CGTTGTTGTTGCCTGTG a

Tabelle D.1.: Tabelle der verwendeten Primer zur Sequenzierung des gesamten pColE2-P9 Plasmides:
Dargestellt sind die Sequenzen in 5°-> 3’ Richtung und die Leserichtung der Primer im Bezug auf das Colicin

E2 Operon, sense (s) in die gleiche Richtung und antisense (a) in die entgegengesetzte Richtung.
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D. Listen der verwendeten Plasmide, Primer und Stdmme

Name Beschreibung Referenz

pColE2-P9 natiirlich vorkommendes Plasmid aus Shigella sonnei | [S1}1144]

pEX-K- kommerzieller Klonierungsvektor mit Colicin E2 | [33]

Colicin Operon ohne das Toxingen (cea) und einzelnen ver-
dnderten Basen zur Klonierung

pBad24-GFP | Plasmid mit Ampicillin Resistenz, ColE1 Ori und | [77]]
Arabinose induzierbarer Expression von GFP

pKES258 mVenus unverdffentlicht

(AG Schnetz)
pKEHB1 mCerulean (A206K) unveroffentlicht
(AG Schnetz)

pMO1 Ligation eines Clal-HindIII Fragmentes von pEX-K- | [33]]
Colicin mit dem Riickrat des Plasmides pBad24-GFP

pMO2 Ligation von pMOI1 mit einem mVenus PCR Frag- | [33]]
ment (Schnittstellen EcoRI und Sacl) von pKES258

pMO3 Austausch des cel Gens gegen ein mCerulean PCR | [33]]
Fragment (Schnittstellen BamHI und Agel) des Plas-
mides pKEHB1

pMO4 Verdnderung der SOS Box (LexA Bindestelle) des | diese Arbeit
Vektors pMO3 hin zu schwicherer Bindung

pMOS5 Verdnderung der LexA Bindestelle des Vektors pMO3 | diese Arbeit
hin zu stiarkerer Bindung

pMO6 Verianderung der CsrA Bindestelle des Vektors pMO3 | diese Arbeit
hin zu stirkerer Bindung

pMO7 Veridnderung der CsrA Bindestelle des Vektors pMO3 | diese Arbeit
hin zu schwicherer Bindung

pMO3ALexA | Deletion der gesamten SOS Box (Bindestelle fiir | diese Arbeit

LexA) im Vektor pMO3

Tabelle D.2.: Tabelle der in dieser Arbeit verwendeten Vektoren mit Beschreibungen und Referenzen
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Name

Sequenz

pMO?2 sense

5" ATGCGAATTCATGAGCAAGGGCGA 37

pMO?2 antisense

5" TAGCGAGCTCTTACTTGTACAGCTCG 3’

pMO3 sense

5" ATTAACCGGTATGGTCAGCAAGGGCG 3

pMO3 antisense

5" ATGCGGATCCTTACTTGTACAGCTCG 3°

pMO4 sense

5" GACGGGTACTTTTTGTACTGTACATAAAACCAGTGG 3°

pMO4 antisense

5" CCACTGGTTTTATGTACAGTACAAAAAGTACCCGTC 3

pMOS sense

5" GACGGGTACTTTTTGATCCCTACATAAAACCAGTGG 37

pMOS5 antisense

5" CCACTGGTTTTATGTAGGGATCAAAAAGTACCCGTC 3°

pMOG6 sense

5" GGCATTCTTTCACATTAAGGAGTCGTTATG 3°

pMOG6 antisense

5" CATAACGACTCCTTAATGTGAAAGAATGCC 3°

pMO7 sense

5" GCATTCTTTCACAACAAGGATGTGTTATGAAAAAAATAACCGG 37

pMO7 antisense

5" CCGGTTATTTTTTTCATAACACATCCTTGTTGTGAAAGAATGC 3°

CsrB sense

5" GTGGTCATAAAGCAACCTCAATAAGAAAAACTGCCGCGAAGGA-
TAGCAGGAATTAACCCTCACTAAAGGGCG 37

CsrB antisense

5" TTGTCTGTAAGCGCCTTGTAAGACTTCGCGAAAAAGACGATTC-
TATCTTCTAATACGACTCACTATAGGGCTC 37

CsrC sense

57 ACTGATGGCGGTTGATTGTTTGTTTAAAGCAAAGGCGTAAAG-
TAGCACCCAATTAACCCTCACTAAAGGGCG 37

CsrC antisense

5" GCCGTTTTATTCAGTATAGATTTGCGGCGGAATCTAACAGAAAG-
CAAGCATAATACGACTCACTATAGGGCTC 3°

Tabelle D.3.: Tabelle der verwendeten Primer: Die zur Klonierung verwendeten Schnittstellen werden in-

nerhalb der Sequenzen im Fettdruck dargestellt.
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D. Listen der verwendeten Plasmide, Primer und Stdmme

Name Chromosomaler Genotyp Plasmide Resistenz Referenz
XL1 Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hs- | keines Tetracycline | [145]
dR17 supE44 relAl lac [F~
proAB lacl! ZAMI15 Tnl0
(Tet’)]
BZB1011 gyrA keines keine [79]
BZB1011- gyrA pColE2-P9 | keine [79]
E2C
EMO3-C gyrA pColE2-P9, | Ampicillin | [33]
pMO3
EMO3-S gyrA pMO3 Ampicillin | diese
Arbeit
EMO4 gyrA pMO4 Ampicillin | diese
Arbeit
EMO5 gyrA pMOS5 Ampicillin | diese
Arbeit
CsrAl gyrA pMO6 Ampicillin | diese
Arbeit
CsrA2 gyrA pMO7 Ampicillin | diese
Arbeit
ACsrB gyrA, ACsrB pMO3 Ampicillin | diese
EMO3-S Arbeit
ACsrC gyrA, ACsrC pMO3 Ampicillin | diese
EMO3-S Arbeit
ACsrBACsrC | gyrA, ACsrB, ACsrC pMO3 Ampicillin | diese
EMO3-S Arbeit

Tabelle D.4.: Tabelle der verwendeten Stimme: Beschreibung mit den jeweiligen genetischen Verdnderungen

und eingesetzten Plasmiden sowie den verwendeten Antibiotikaresistenzen.
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E. Fitparameter und Tabellen

Gen Startwert [%] | Maximum [%] | Wendepunkt [ug/ml] | Rate
Toxinproduktion 5.59+14.2 65.98£17.6 0.13+£0.04 0.036 £0.045
Lysisgenproduktion | 5.82 £9.42 61.33£12 0.15+0.04 0.039 £0.027

Tabelle E.1.: Tabelle der Fitparameter zu den sigmoidalen Fits aus Abbildung
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E. Fitparameter und Tabellen

Protein | Mitomycin C Konzentration [ug/ml] | maximale mittlere Fluoreszenz [FE]
cea 0.0 2905 4+ 1805
cea 0.05 5089 + 1448
cea 0.10 5186 4+ 1604
cea 0.25 5138 £ 1454
cea 0.40 4794 4+ 1543
cea 0.70 4592 + 1590
cel 0.0 2533+ 1474
cel 0.05 3455 £ 1490
cel 0.10 3444 + 1575
cel 0.25 3135+ 1275
cel 0.40 3173 £ 1485
cel 0.70 2933 £ 1258

Tabelle E.2.: Tabelle der maximalen mittleren Fluoreszenzintensitiiten fiir EMO3-C: Die maximalen mitt-
leren Intensitiiten der induzierten Bakterien sind in Abhéngigkeit von der eingesetzten Mitomycin C Konzentra-

tion dargestellt.

Tabelle E.3.: Tabelle der Fitparameter zu den GauB-Fits y = yo + A - exp{—(*-%)*} aus Abbildung
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MitC [pg/ml] | 2o [min] w[1/min] | A[#] Yo [#]

0.05 101.24+4.32 | 51.524+7.63 | 12.70+1.43 | 0.44+0.81
0.10 91.7342.28 | 27.9943.5 | 20.2842.08 | 1.30+0.70
0.25 69.71+0.77 | 18.9741.17 | 43.80+£2.69 | 0.08+0.67
0.40 67.061+0.50 | 15.80+0.95 | 45.24+2.07 | 0.43+0.43




MitC [ug/ml] | z( [min] w[l/min] | A[#] yo [#]

0.05 109.845.79 | 58.64+£11.0 | 11.23+1.55 | 0.77£1.02
0.10 100.35+0.96 | 28.17£1.47 | 23.91£1.03 | 0.72+0.35
0.25 74.21+0.68 | 20.58+0.92 | 37.74+1.43 | 0.41+£0.39
0.40 70.73+0.88 | 20.24+1.31 | 38.60+2.09 | 0.29+0.56

Tabelle E.4.: Tabelle der Fitparameter zu den GauB-Fits y = yo + A - exp{—(%522)?} aus Abbildung

Paarung Fluoreszenzprotein | signifikant unterschiedlich | P-Wert
EMO3-S EMO4-S | YFP ja 1.06 - 10710
EMO3-S EMO4-S | CFP ja 2.4-1073
EMO3-S EMOS-S | YFP ja 1.11-1073
EMO3-S EMOS5-S | CFP nein 0.2365

Tabelle E.5.: Signifikanz der Unterschiede der Histogramme der Anschaltzeitpunkte ¢o y fiir YFP und

CFP:Darstellung der mit Matlab (Version 2013b) durchgefiihrten zwei Proben T-Tests fiir verschiedene Stamm

Paarungen. Neben dem Ergebnis ist jeweils auch die Grenze, der so genannte P-Wert dargestellt.
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F. Liste der verwendeten Abkurzungen

Tabelle der in der Arbeit verwendeten Abkiirzungen:

Tabelle F.1.: Tabelle der in der Arbeit verwendeten Abkiirzungen:

ORF = open reading frame
FP = Fluoreszenzprotein
MitC = Mitomycin C
YFP = yellow fluorescent protein
CFP = cyan fluorescent protein
FE = Fluoreszenzeinheit
SD = Shine Dalgarno Sequenz
RCR = rolling circle replication
PCR = polymerase chain reaction
ssDNA = single stranded DNA
dsDNA = double stranded DNA
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