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1 Einleitung 

1.1 Überblick 

Prokaryotische Organismen besiedeln heute nahezu alle Lebensräume auf der Erde und haben 

im Laufe der Evolution verschiedene Fähigkeiten entwickelt, sich morphologisch und 

physiologisch an die unterschiedlichsten Lebensbedingungen anzupassen. Besonders die 

physiologische Adaptation an schwankende Umweltbedingungen erfordert präzise und 

dynamische Mechanismen zur gerichteten Modulation der Genexpression. Die Kontrolle der 

transkriptionellen Aktivität galt lange Zeit als das Hauptinstrument zur Regulation der 

Genexpression in Bakterien. Dieses Paradigma wurde innerhalb der letzten Jahre durch die 

Entdeckung zahlreicher post-transkriptioneller Regulationsmechanismen geschwächt. 

Besondere Bedeutung kommt dabei kleinen nicht-kodierenden RNA-Molekülen zu, welche 

durch ihren Einfluss auf die Funktion und Stabilität bestimmter mRNAs u.a. in ein 

Wechselspiel mit Komponenten der Transkriptionskontrolle treten und auf diese Weise das 

regulatorische Netzwerk der bakteriellen Genexpression verdichten. In Prokaryoten wie in 

Eukaryoten werden post-transkriptionelle Prozesse zumeist durch RNA-bindende Proteine 

unterstützt. Diese Proteine erleichtern z.B. die Interaktion zweier RNA-Moleküle und/oder 

lösen inhibitorische Sekundärstrukturen auf. Zu diesen RNA-Chaperonen zählen die 

Mitglieder der Sm- und Sm-like Proteinfamilie, deren bakterieller Vertreter Hfq aufgrund 

seines weiten Funktionsspektrums zuletzt zunehmend in den Fokus der molekular- und 

mikrobiologischen Forschung gerückt ist.  

Cyanobakterien besitzen als photoautrophe Organismen und in ihrer ökologischen Vielfalt ein 

hohes Potenzial, sich physiologisch an plötzliche Änderungen der herrschenden 

Umweltbedingungen anzupassen. Eine besondere Herausforderung stellt die Optimierung der 

Licht- und CO2-Ausbeute für die photosynthetische Energie- und Nährstoffgewinnung dar. 

Vor diesem Hintergrund stellte sich angesichts der wachsenden Bedeutung riboregulatorischer 

Prozesse in der bakteriellen Genexpression die spannende Frage, inwieweit derartige 

Mechanismen in Cyanobakterien ausgeprägt sind. Über diesen Aspekt war bislang noch 

wenig bekannt. Für das Projekt, Synechocystis sp. PCC 6803 (von hier an Synechocystis) als 

einen Modellorganismus für die cyanobakterielle RNA-Forschung zu etablieren, galt die 

einleitende Analyse der Funktion und Struktur des RNA-Chaperons Hfq in diesem 

Organismus als interessanter Ansatzpunkt. 
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Abbildung 3: Modelle zu Funktionen von Hfq in E. coli. (A) Translationsaktivierung der rpoS-mRNA durch 
DsrA und Hfq (modifiziert nach Večerek et al., 2009). In Abwesenheit von Hfq und der sRNA DsrA wird die 
Ribosomen-Bindungsstelle von rpoS durch intramolekulare Bassenpaarungen blockiert. Der initiale Verdau 
durch RNase III leitet die Degradation des  kodierenden Bereichs der mRNA ein (links). Hfq unterstützt die 
Basenpaar-Bindung von DsrA an die 5´-UTR von rpoS und verlässt den Komplex anschließend. Der DsrA-rpoS-
Duplex steht der Degradation durch RNase II zur Verfügung; die ribosomale 30S-Untereinheit hat Zugang zu der 
die Ribosomen-Bindungsstelle von rpoS und kann die Translation einleiten (B) Kinetisches Modell der Hfq-
vermittelten Translationsaktivierung durch DsrA (nach Arluison et al., 2007). (1) Schnelle Bindung von Hfq an 
DsrA und rpoS. (2) RNA-Chaperon-Aktivität: langsame Auflösung der Stammschleifen-Region von rpoS. (3) 
Die erhöhte lokale Konzentration der RNAs und die Entfaltung von rpoS beschleunigen die reversible Bildung 
des DsrA-rpoS-Duplex. (4) Der RNA-Duplex löst sich von Hfq, welches (5) für eine neue Reaktion zur 
Verfügung steht. (C) Hfq-vermittelte Kontrolle der Polyadenylierung von mRNAs (Modell nach Mohanty et al., 
2004). PAP I katalysiert die Polyadenylierung der 3´-Enden von mRNAs mit Rho-unabhängigen 
Transkriptionsterminatoren (Rho-). Hfq erleichtert im Komplex mit PAP I und PNPase den Zugang von PAP I an 
die RNA, indem es die terminale Stammschleife des Terminators entfaltet. (D) Dynamisches Modell der 
Rekrutierung akzessorischer Protein-RNA-Komplexe durch das Kern-Protomer des Degradosoms (nach Worrall 
et al., 2008). RhlB, PNPase und Enolase binden in stöchiometrischen Mengen konstitutiv an die carboxy-
terminale Domäne von RNase E. Zusätzliche PNPase-Einheiten sowie Hfq interagieren jeweils in Abhängigkeit 
von gebundenen RNA-Molekülen transient  - z.B. über die RNA-Bindungsstellen - mit RNase E. 
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Eine reduzierte Funktion von Hfq in Gram-positiven Bakterien ? 

Im Gegensatz zu den meisten sRNAs in Gram-negativen Bakterien (speziell Enterobakterien) 

spielt Hfq für die regulatorische Aktivität einiger Beispiele trans-kodierter sRNAs in Gram-

positiven Bakterien keine Rolle. Zum Beispiel wurde für die Translationsinhibitoren SR1 aus 

Bacillus subtilis (Heidrich et al., 2006; Heidrich et al., 2007)  und RNAIII aus Staphylococcus 

(Boisset et al., 2007; Huntzinger et al., 2005) in vitro (sowie für RNAIII auch ex vivo) zwar 

eine Assoziation mit Hfq nachgewiesen; auf die Bildung der Komplexe mit den Ziel-mRNAs 

ahrC (SR1) bzw. spa (RNAIII) hatte Hfq jedoch keinen signifikanten Effekt. 

Darüber hinaus zeigen die Kristallstrukturen der Hfq-Proteine aus E. coli und Staphylococcus 

deutliche Unterschiede hinsichtlich der Oberflächenladung auf der distalen (in E. coli A-R-N-

Elemente bindenden) Seite, am potenziell RNA-bindenden seitlichen Rand sowie innerhalb 

der zentralen Pore des Hexamers (Link et al., 2009; Sauter et al., 2003; Schumacher et al., 

2002). Diese in Eco-Hfq stark positiv geladenen Bereiche zeigen in Sau-Hfq ein weitgehend 

elektronegatives Potenzial (Pore, Rand) bzw. nur schwache Polarität (distale Seite). Auch 

angesichts der generell niedrigen hfq-Transkriptmengen in Staphylococcus wird für dieses 

Homolog eine reduzierte bzw. abweichende zelluläre Funktion diskutiert (Brennan & Link, 

2007). Entgegen der pleitropen Phänotypen einiger proteobakterieller hfq-Mutanten, hatte die 

hfq-Inaktivierung in Staphylococcus zudem keine nachweisbaren physiologischen Effekte 

(Bohn et al., 2007). 

In einer jüngeren Publikation berichten Nielsen und Mitarbeiter (2009) hingegen erstmals von 

einem Hfq-abhängigen sRNA-mRNA-Regulationsmechanismus in dem Gram-positiven 

Humanpathogen Listeria monocytogenes. Gleichwohl ist die Mehrheit der in diesem 

Bakterium bis dahin untersuchten regulatorischen RNAs (u.a. einige asRNAs) in vitro weder 

für Stabilität noch Ziel-mRNA-Bindung auf Hfq angewiesen (Mandin et al., 2007; Nielsen et 

al., 2008; Toledo-Arana et al., 2009). 

1.5.3 Weitere Funktionen von Hfq im RNA-Metabolismus 

Neben der Funktion bei der sRNA-vermittelten Expressionskontrolle, kann Hfq davon 

unabhängig Einfluss auf die Stabilität von mRNAs nehmen. Das Protein bindet z.B. an 3´-

terminale Poly(A)-Schwänze, stimuliert deren Elongation durch die Poly(A)-Polymerase I 

oder schützt das Transkript vor exonukleolytischem Verdau durch Polynukleotid-
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pathogenen Organismen (s.o.) in unterschiedlicher Ausprägung eine wichtige Rolle (Chao & 

Vogel, 2010).  

1.7 Riboregulation in Cyanobakterien 

Für die Wahrnehmung und Weiterleitung äußerer Signale nutzen Cyanobakterien eine 

Vielzahl unterschiedlicher Zwei-Komponenten-Systeme (Phosphotransfer-Kaskaden), 

(aktuelle Übersicht in Ashby & Houmard, 2006; Montgomery, 2007) sowie Serin/Threonin-

Kinasen (Zhang et al., 2007) und sekundäre Botenstoffe. Darüber hinaus sind in 

Cyanobakterien zahlreiche, funktionell diverse Transkriptions- und Sigmafaktoren 

(regulatorische Untereinheiten der RNA-Polymerase) bekannt, welche infolge äußerer wie 

innerer Stimuli die Transkription bestimmter Gruppen von Genen steuern (Asayama, 2006; 

Osanai et al., 2008).  

Von den ~200 experimentell in diversen Bakterien (v.a. Enterobacteriaceae, Vibrio, 

Pseudomonas und Gram-positiven Arten) nachgewiesenen sRNAs wurden bislang 

ausschließlich Orthologe in Organismen aus der jeweiligen phylogenetischen Nachbarschaft 

identifiziert, nicht jedoch in Cyanobakterien (Livny et al., 2008). Angesichts der 

vergleichsweise kurzen Reaktionszeit zwischen Stresssignal und sRNA-vermittelter 

Stressantwort (Gottesman, 2004) liegt die Vermutung nahe, dass auch Cyanobakterien über 

ein umfangreiches Repertoire an riboregulatorischen Mechanismen verfügen.  

Erstmals entdeckten Csiszàr und Mitarbeiter bereits 1987 im Rahmen von 

Transkriptionsanalysen eine cyanobakterielle asRNA innerhalb des Gasvesikel-Operons 

gvpABC von Calothrix PCC 7601 (Csiszàr et al., 1987). Ein ähnlicher Zufallsfund war die 

asRNA α-furA in Anabaena PCC 7120 (von hier an Anabaena), welche die mRNA des 

eisenabhängigen Transkriptionsregulators FurA (ferric uptake regulator) über dessen volle 

Länge komplementär abdeckt. α-furA entsteht durch das „Durchlesen“ des benachbarten Gens 

alr1690. Ist dieser Mechanismus unterbrochen, kommt es zu einer Zunahme der FurA-

Expression, demnach α-furA direkt zur Regulation des zellulären Gehalts der mRNA beiträgt 

(Hernández et al., 2006). Eine ebenfalls auf die Eisenstress-Antwort wirkende asRNA aus 

Synechocystis wird unten näher besprochen.  
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1.10 Zielsetzung dieser Arbeit 

Über die Rolle riboregulatorischer Mechanismen in Cyanobakterien gab es zu Beginn der 

vorliegenden Arbeit nur wenige Informationen. Neben einzelnen zufällig identifizierten, 

regulatorisch wirksamen asRNA-Molekülen war zu diesem Zeitpunkt lediglich eine kleine 

Gruppe potenzieller sRNAs (Yfr1-7) bekannt (siehe Abschnitt 1.7), für deren zelluläre 

Funktion bis dahin keine experimentellen Daten vorlagen.  

Als ein wichtiger Aspekt für weiterführende, umfassende Untersuchungen des Potenzials 

sRNA-vermittelter Genregulation in Cyanobakterien galt die Frage nach der funktionellen 

Relevanz der orthologen Hfq-Proteine in diesen Organismen. In diesem Zusammenhang sollte 

eine hfq-Inaktivierungsmutante des cyanobakteriellen Modellorganismus Synechocystis 

etabliert und einleitend durch physiologische Untersuchungen sowie durch Microarray-

Analysen charakterisiert werden, um Hinweise auf die Angriffspunkte möglicher Hfq-

vermittelter Riboregulation in Cyanobakterien zu bekommen. Im Mittelpunkt des Interesses 

stand dabei schließlich der potenzielle Einfluss von Hfq auf die bislang wenig verstandene 

Regulation der phototaktischen Motilität von Synechocystis. 

Ein weiteres Ziel war es, durch vergleichende Expressionsanalysen mit einem speziellen 

Tiling-array, Hfq-abhängig akkumulierende sRNAs in Synechocystis zu identifizieren und 

anschließend funktionell zu untersuchen.  

Weiterhin sollte das Hfq-Protein aus Synechocystis - angesichts der im Vergleich mit (u.a.) 

enterobakteriellen Orthologen insgesamt schwachen Sequenzkonservierung - hinsichtlich der 

Konservierung struktureller und funktioneller Eigenschaften bereits charakterisierter Hfq-

Varianten untersucht werden. Entsprechende in vitro-Analysen sollten mithilfe eines heterolog 

exprimierten Hfq-Proteins erfolgen und durch genetische Komplementierungsversuche 

ergänzt werden. 
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2 Ergebnisse 

In Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals umfassende funktionelle und strukturelle 

Untersuchungen zu einem cyanobakteriellen Ortholog des Regulatorproteins Hfq im 

Modellorganismus Synechocystis durchgeführt. Dieses Kapitel stellt die erarbeiteten Daten 

dar und ist nach den unterschiedlichen Themenkomplexen und methodischen Ansätzen in drei 

Hauptabschnitte gegliedert.  

Der erste Abschnitt beschäftigt sich mit der physiologischen und molekularen 

Charakterisierung einer Mutante des genomischen Locus ssr3341, welcher erstmalig von 

Valentin-Hansen und Mitarbeitern (2004) als putatives hfq-Gen identifiziert wurde. Im 

zweiten Teil folgen Strukturanalysen eines gereinigten rekombinanten Hfq-Proteins aus 

Synechocystis (Syn-Hfq) sowie in vitro-Bindungsstudien desselben mit ausgewählten RNA-

Molekülen. Der letzte Abschnitt behandelt die Tiling-array-basierte Identifikation Hfq-

abhängig exprimierter putativer sRNAs (Hpr) in Synechocystis und liefert erste Hinweise auf 

eine Funktion von Hpr3. 

2.1 Funktionelle Analyse des hfq-Orthologs in Synechocystis 
2.1.1 Konstruktion einer Δhfq-Mutante 

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde der kodierende Bereich des putativen hfq-Gens ssr3341 (von 

hier an hfq) im Genom von Synechocystis durch Insertionsmutagenese deaktiviert. Die 

entsprechenden Klonierungsarbeiten wurden im Wesentlichen von Dr. Ulf Dühring und Gisa 

Baumert (Institut für Biologie, Humboldt-Universität zu Berlin) durchgeführt. 

Dabei wurde zunächst der genannte Locus inklusive der putativen Promotor- und 

Transkriptionsterminatorregionen der flankierenden Sequenzbereiche in den Vektor pGEM-T 

(Promega) ligiert. Anschließend erfolgte die Insertion einer Chloramphenicol(Cm)-

Resistenzgen-Kassette (CmR) in sense-Orientierung in die XmaJI Schnittstelle des offenen 

Leserahmens von hfq. Ein Schema dieser Strategie ist in Abbildung 5A dargestellt. Mit 

diesem Konstrukt wurde ein motiler Wildtyp-Stamm von Synechocystis transformiert 

(Ermakova et al., 1993), und die resultierenden Klone wurden auf Cm-haltigem Festmedium 

selektiert. Die vollständige Segregation der Wildtyp-Genomkopien in der Mutante Δhfq 
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wurde mithilfe von PCR- und Southern Blot-Analysen nachgewiesen (Abbildung 5B,C). 

Ergänzend konnte durch Immunoblot-Analysen mit einem spezifischen Antiserum kein Hfq-

Protein in der Mutante detektiert werden (Abbildung 5D). 

 

Abbildung 5: Genetische Inaktivierung von hfq in Synechocystis. (A) Schematische Darstellung der 
Mutagenese von ssr3341 (hfq). Die Lage der für die Amplifikation des hfq-Gens und dessen flankierender 
Bereiche (100 bp stromaufwärts; 179 bp stromabwärts) eingesetzten Primer (fw, ssr3341-fw; rev, ssr3341-rev)  
ist mit Pfeilen markiert. Die in der Klonierung verwendeten Restriktionsorte sind gekennzeichnet. (B, C) Der 
Nachweis der vollständigen Segregation von WT-Genomkopien erfolgte per PCR mit dem Primerpaar ssr3341-
fw/ssr3341-rev sowie per Southern Blot-Analyse von HindIII/BglI-verdauter genomischer DNA unter 
Verwendung einer hfq-spezifischen [α32P]-markierten DNA Sonde. Dargestellt ist ein 0,8 %iges Agarosegel mit 
Ethidiumbromidfärbung der PCR-Produkte (B) bzw. ein Autoradiogramm der Southern Blot-Analyse (C) für 
jeweils zwei repräsentative Klone der Δhfq-Mutante.  (D) Immunoblot-Analyse zum Nachweis der vollständigen 
Inaktivierung auf Proteinebene. Lösliche Zellextrakte wurden proteinnormiert (5 µg) in einem 16 %igen SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der 
immunologische Nachweis erfolgte mit einem spezifischen Hfq-Antiserum. Die Detektion wurde unter 
Verwendung eines anti-Kaninchen-HRP-Konjugates im Chemilumineszenz-Assay durchgeführt. 
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Abbildung 6: Wachstum von Synechocystis Wildtyp und Δhfq in Flüssigkultur sowie auf Festmedium bei 
unterschiedlichen Lichtintensitäten. (A) Synechocystis Wildtyp und Δhfq wurden bei 28 °C in BG11-Medium 
mit kontinuierlicher Luft-Begasung und bei einer Lichtintensität von ~75 µmol Photonen m-2 s-1 angezogen. Zu 
Versuchsbeginn wurde die Zelldichte auf OD750 = ~0,1 eingestellt. Die Kultivierungsbedingungen wurden 
während des Versuchs konstant gehalten. (B) Wachstum von Synechocystis Wildtyp und von je zwei Klonen der 
Δhfq-Mutante unter diversen Lichtbedingungen. Flüssigkulturen der Konzentrationsstufen 106, 105, 104 und 103 
Zellen ml-1 wurden zu je 7µl auf 0,75 % BG11-Agar aufgetragen und für neun Tage bei 28 °C und 
Lichtintensitäten von ~150 (HL), ~75 (ML) und < 30 (LL) µmol Photonen m-2 s-1  inkubiert. WT, Wildtyp. 
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2.1.2.2 Wachstum unter Nährstoffmangel und abiotischen Stressbedingungen – 
erhöhte Thermotoleranz von Δhfq 

In den vor dieser Arbeit untersuchten Organismen spielt Hfq eine globale Rolle in der 

zellulären Stressantwort, was u.a. auf dessen wichtigen Einfluss auf die Translation von σS, 

dem Sigma-Faktor der generellen Stressantwort (in E. coli) zurückgeführt wird (Muffler et al., 

1996). In Anbetracht dessen wurde in dieser Arbeit der Frage nachgegangen, ob die 

Inaktivierung von hfq in Synechocystis ähnliche Effekte auf dessen Wachstum unter 

ausgewählten Stressbedingungen hervorruft.  

Entsprechend den in Abschnitt 2.1.2.1, beschriebenen Versuchen, wurde im Folgenden anhand 

des Wachstumsverhaltens der Δhfq-Mutante exemplarisch deren Toleranz gegenüber 

Salzstress, Stickstoffmangel und Glukose-Verfügbarkeit untersucht. Dazu wurden jeweils 7 µl 

Flüssigkultur des Wildtyps sowie zweier Klone von Δhfq mit Zelldichten von 103-106 Zellen 

ml-1 auf entsprechend modifiziertes Festmedium aufgetragen und für neun Tage bei 28 °C und 

~75 µmol Photonen m-2 s-1 inkubiert. Gegenüber keiner der gewählten Stressbedingungen 

zeigte sich eine herabgesetzte bzw. erhöhte Toleranz der Mutante im Vergleich zum Wildtyp. 

Die Untersuchung des mixotrophen Wachstums (mit 0,2 % Glukose) war insbesondere 

deshalb interessant, da in dieser Arbeit der D-Glukose sensitive (GS) Stamm von 

Synechocystis verwendet wurde. Entsprechende Versuche mit Glukosekonzentrationen von 

1 % wiesen ebenfalls keine Defizite der Mutante nach. Weitere - hier nicht aufgeführte - 

Experimente, welche gleichfalls keine Effekte der hfq-Inaktivierung in Synechocystis darlegen 

konnten, untersuchten das Wachstum unter verschiedenen Lichtqualitäten (dunkelrot, grün, 

blau), im diurnalen Licht-Dunkel-Rhythmus sowie heterotrophes Wachstum (unter 

Lichtausschluss). 

Da sich Cyanobakterien an schwankende Makronährstoffverfügbarkeit durch die 

Verschiebung der Verhältnisse von Pigmentgehalten bzw. Antennenkomplexen anpassen 

können (Übersicht in Grossman et al., 1993; Schwarz & Forchhammer, 2005), sollte zudem 

der mögliche Einfluss der hfq-Inaktivierung auf diese Adaptationsmechanismen untersucht 

werden. In der Abwesenheit gebundenen Stickstoffs im Medium degradiert Synechocystis als 

nicht-diazotrophes Cyanobakterium zur Mobilisierung zelleigener Stickstoffresourcen 
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innerhalb eines Tages fast vollständig seine Phycobilisomen, die cyanobakteriellen 

Lichtsammelkomplexe (Richaud et al., 2001). Dieses Phänomen lässt sich im 

Lichtabsorptionsspektrum anhand der abnehmenden Phycocyanin- (PC)-Absorption bei ~620-

630 nm optisch verfolgen. Des Weiteren erscheinen die Kulturen nach wenigen Tagen 

chlorotisch, d.h. sie nehmen zunächst eine gelb-grüne, und später - wegen des zeitlich 

verzögerten, zusätzlichen Abbaus von Chlorophyll (Chl) a (Görl et al., 1998) - eine gelbe 

Färbung an. Für die vergleichende Analyse der durch Stickstoffmangel induzierten 

Degradation der Phycobilisomen wurden Flüssigkulturen von Wildtyp und Δhfq während der 

logarithmischen Wachstumsphase sedimentiert und in nitratfreiem BG11-Medium 

resuspendiert. Die spektrale Lichtabsorption wurde zu definierten Zeitpunkten photometrisch 

gemessen (Abbildung 7B). Aus den gezeigten Spektren geht hervor, dass sich nach sechs 

Stunden eine leichte Verzögerung in der Abnahme der PC-Absorption in Δhfq abzeichnet. Die 

Berechnungen der PC/Chl-Verhältnisse (nach Myers et al., 1980) ergaben für Δhfq zum 

Zeitpunkt 6 h gegenüber dem Wildtyp einen um ~11 % erhöhten Wert. Nach 22 Stunden 

gleichen sich diese Werte zwischen Wildtyp und Mutante wieder an (+ ~4 % in Δhfq), und es 

ist in beiden Kulturen zu einem drastischen Abfall der PC-Absorption gekommen. Demnach 

löst der Stickstoffmangel keine deutlich abweichende physiologische Stressantwort in Δ hfq 

hervor, was sich durch den in Abbildung 7A dargestellten Wachstumsversuch auf nitratfreiem 

Festmedium bestätigt. Dort ist zu sehen, dass es in den getesteten Kulturen innerhalb von 

neun Tagen infolge des Stickstoffmangels gleichermaßen zu Chlorosen kommt und die 

Kolonien gelb erscheinen. Dieser Effekt ist bei einer Ausgangsdichte von 103 Zellen ml-1 

nicht erkennbar, da die geringen Ammonium-Mengen aus der Eisenquelle (~23 µmol l-1 

Ammoniumeisen(III)-citrat) des Mediums in dem gegebenen Zeitraum offenbar für die 

Stickstoffversorgung weniger Kolonien ausreicht.  

Die oben beschriebene, scheinbar verlangsamte Kinetik der Phycobilisomen-Degradation 

sowie das temporär erhöhte PC/Chl-Verhältnis in Δhfq konnten in einem 

Wiederholungsexperiment nicht bestätigt werden. Diese Daten werden hier dennoch 

aufgeführt, um darauf hinzuweisen, dass ähnliche Beobachtungen mehrfach auch in anderen 

physiologischen Experimenten gemacht wurden. Häufig zeigte sich in Flüssigkulturen der 

Δhfq-Mutante im Vergleich zum Wildtyp eine schwache, jedoch deutlich sichtbare 
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Blaufärbung, welche sich jeweils im Absorptionsspektrum durch eine scheinbar erhöhte PC-

Absorption (vgl. Abbildung 7B) widerspiegelte. In diesen Fällen betrugen die Abweichungen 

der errechneten PC/Chl-Verhältnisse (nach Myers et al., 1980) gleichwohl maximal 5 % 

(nicht gezeigt). Da diese Daten schwierig reproduzierbar waren, wurde dieser potenzielle 

Phänotyp auch angesichts seiner schwachen Ausprägung nicht weiter analysiert.  

 

Abbildung 7: Einfluss ausgewählter abiotischer Stressbedingungen auf Wachstum und 
Phycobilisomenabbau von Synechocystis Wildtyp und Δhfq-Mutante. (A) Wachstum von Synechocystis 
Wildtyp und von je zwei Klonen der Δhfq-Mutante unter Salzstress (684 mM NaCl), Stickstoffmangel (-N) und 
mit Glukose (0,2 % Glc). Flüssigkulturen der Konzentrationsstufen 106, 105, 104 und 103 Zellen ml-1 wurden zu 
je 7µl auf 0,75 % BG11-Agar aufgetragen und für neun Tage bei 28 °C und ~65 µmol Photonen m-2 s-1  
inkubiert. (B) Lichtabsorptionsspektren ganzer Zellen in Flüssigkulturen von Synechocystis Wildtyp und Δhfq 
unmittelbar bevor (+N) und sechs (6h) bzw. 22 Stunden (22h) nach Überführung in stickstofffreies BG11-
Medium. Die Spektren wurden auf die optische Dichte bei 750 nm sowie das Absorptionsmaximum von 
Chlorophyll a bei 680 nm normiert. Die graue, waagerechte Linie markiert die Höhe des Absorptionsmaximums 
bei ~625 nm zu Versuchsbeginn. WT, Wildtyp.  
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Einzig im Hinblick auf die Thermotoleranz von Synechocystis konnte ein schwacher 

stressbedingter Phänotyp von Δhfq beobachtet werden. Diverse Versuchsansätze zur Toleranz 

gegenüber kurzzeitigen, bis zu dreistündigen Temperaturerhöhungen (44 °C, 48 °C) hatten 

zunächst kein abweichendes Verhalten der Mutante nachweisen können. Der in dieser Arbeit 

verwendete Wildtyp-Stamm von Synechocystis erwies sich generell (auch bei höheren 

Lichtintensitäten) als relativ robust gegenüber der in der Literatur als lethal eingestuften 

Temperatur von 48 °C (z.B. Tuominen et al., 2008). Entgegen den Daten von Suzuki und 

Mitarbeitern (2005), ließ sich unser Wildtyp-Stamm nach dreistündigem Hitzestress durch 

mehrtägige Inkubation bei 28 °C regenerieren. Dasselbe galt für  Δhfq (Daten nicht gezeigt). 

Daher wurden folgend Langzeitversuche in Flüssigkultur bei der „sub-lethalen“ Temperatur 

von 44 °C durchgeführt. Die Darstellung von Wachstumskurven erwies sich in diesem 

Zusammenhang als ungeeignet, da die Kulturen das Wachstum bereits nach zwei Tagen 

einstellten. In den Vorversuchen fiel jedoch auf, dass Wildtyp-Kulturen unter diesen 

Bedingungen im Licht (~65 µmol Photonen m-2 s-1) schneller ausblichen als Kulturen der 

Δhfq-Mutante. Daher wurde hier der relative zelluläre Pigmentgehalt als Maßstab für die 

Thermotoleranz definiert. Dazu wurden mit Luft begaste Flüssigkulturen über jeweils vier 

Tage in einem Wasserbad konstant auf 44 °C temperiert. Die Analyse erfolgte ca. alle 24 

Stunden durch die photometrische Messung des Lichtabsorptionsspektrums ganzer Zellen. 

Abbildung 8 zeigt repräsentative Ergebnisse aus zwei unabhängigen Experimenten mit 

jeweils drei parallel untersuchten Kulturen, deren Zelldichte zu Versuchsbeginn auf 

OD750= ~0,23 (Versuch A;  Abbildung 8A) bzw. ~0,7 (Versuch B; Abbildung 8B,C) eingestellt 

wurde. Die Absorptionsspektren der Wildtyp-Kulturen zeigen nach vier Versuchstagen einen 

kompletten Verlust der zellulären Pigmente, während in den Spektren der Δhfq-Kulturen zum 

selben Zeitpunkt zwar deutlich verringerte, aber erkennbare Phycocyanin- und Chlorophyll-

Absorptionsmaxima erscheinen. In Abbildung 8C sind die Flüssigkulturen aus Versuch B 

nach vier Tagen Hitzestress dargestellt. Die gezeigten Spektren (Abbildung 8B) repräsentieren 

die Kulturen WT3 bzw. Δhfq2. Das im Vergleich sichtbar weiter fortgeschrittene Ausbleichen 

der Wildtyp-Kulturen bestätigt die spektralen Daten und weist auf einen durch die hfq-

Inaktivierung hervorgerufenen, verzögerten Pigmentverlust bei hohen Temperaturen hin. Der 

beobachtete, allmähliche Bleichungsprozess entspricht nicht dem von Nakamoto und 
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Mitarbeitern (2000; 2003) beschriebenen hitzeinduzierten photobleaching der 

Phycobilisomen. Jener Prozess lässt sich bei einer Temperatur von 50 °C bereits nach zehn 

Minuten - wie unter Stickstoffmangel - anhand der Abnahme des Absorptionsmaximums bei 

~630 nm beobachten. Auch dieser Effekt war mit dem verwendeten Wildtyp nicht 

nachweisbar (s.o.). 

 

Abbildung 8: Thermotoleranz von Synechocystis Wildtyp und Δhfq. (A, B) Lichtabsorptionsspektren ganzer 
Zellen in Flüssigkulturen unmittelbar bevor (28 °C) und zwei (2d) bzw. vier Tage (4d) nach Inkubation bei 
44 °C. Die Spektren wurden auf die optische Dichte bei 750 nm normiert. Zu Versuchsbeginn hatten die 
Zellkulturen optische Dichten von ~0,23 (A) bzw. ~0,7 (B). (C) Zellkulturen aus Versuch B nach vier Tagen 
Inkubation bei 44 °C. Die in (B) dargestellten Absorptionsspektren sind repräsentative Messungen der Kulturen 
WT3 bzw. Δhfq2.WT, Wildtyp.  
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2.1.2.3 Hfq ist essenziell für die phototaktische Motilität von Synechocystis 

Der phototaktischen Motilität von Synechocystis liegt ein Mechanismus zu Grunde, der auf 

der Aktivität zellulärer Fortsätze, den Typ IV Pili basiert (Übersicht in Bhaya, 2004). 

Homologe Strukturen existieren u.a. auch im pathogenen γ-Proteobakterium Pseudomonas, 

für dessen Typ IV Pili vermittelte Motilität bereits eine Abhängigkeit von Hfq gezeigt werden 

konnte (Sonnleitner et al., 2003). Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit 

vergleichende Motilitätstests mit Synechocystis Wildtyp und Δhfq auf Agarmedium 

durchgeführt. Dazu wurden Zellen aus Flüssigkulturen von sechs unabhängigen Klonen sowie 

des Wildtyps auf glukosehaltige BG11-Agarplatten ohne Antibiotikum aufgetragen und bei 

28 °C durch unidirektionale Belichtung mit Weißlicht zur gerichteten Bewegung stimuliert. 

Innerhalb von 14 Tagen nach dem Auftragen der Kulturen zeigten Wildtyp-Zellen eine 

deutliche Bewegung in Richtung der Lichtquelle (Abbildung 9). Die dort sichtbaren, für die 

Phototaxis typischen fingerartigen Kolonieausläufer konnten jedoch bei keinem der sechs 

getesteten ∆hfq-Klone beobachtet werden. 

 

Abbildung 9: Phototaxis-Test von Wildtyp und 
sechs Klonen der Δhfq-Mutante. (A) Es wurden 
jeweils 5 µl exponentiell wachsender 
Flüssigkulturen (OD750 ~0,4) auf 0,5 %ige BG11-
Agarplatten ohne Antibiotikum aufgetragen und für 
14 Tage durch eine Weißlichtquelle unidirektional 
mit 1-3 μmol Photonen m-2 s−1 belichtet (siehe 
Pfeil). WT, Wildtyp.  

Es zeigten sich zudem glatte Ränder der aufgetragenen Kolonien, was darauf hinweist, dass 

die Inaktivierung von hfq einen generellen Motilitätsverlust zur Folge hatte. Motile Wildtyp-

Stämme besitzen auch bei einer gleichmäßigen Belichtung auf Festmedium eine scheinbar 

ungerichtete (eventuell chemotaktische) Beweglichkeit, die im Fall von ∆hfq nicht 

nachweisbar ist (siehe z.B. Abbildung 6B, Verdünnungsstufe 103). Demzufolge lag die 

Vermutung nahe, dass die Ursache für den Verlust der phototaktischen Motilität in der 

Beeinträchtigung zentraler Signaltransduktionsschritte und/oder im Verlust essentieller 

Oberflächenstrukturen liegt.  
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Um zu klären, mit welchen RNA-Molekülen Hfq in vivo interagiert, bedarf es weiterführender 

Untersuchungen, für die mittlerweile hoch-effiziente Verfahren zur Verfügung stehen. Durch 

RNA-Ko-Immunopräzipitation (Ko-IP, mit einem „getaggten“ Hfq-Protein) in Verbindung 

mit der Hochdurchsatz-Pyrosequenziertechnik (Tiefensequenzierung, deep sequencing) 

konnten in Salmonella zahlreiche mit Hfq interagierende mRNAs und neue sRNAs 

identifiziert werden (Sittka et al., 2009). Ein Vorteil dieser hochauflösenden 

Sequenziermethode gegenüber Microarrays ist die Tatsache, dass kleine RNA-Moleküle in 

voller Länge mit den exakten 5´- und 3´-Enden identifiziert werden können. Auf diese Weise 

lassen sich darüber hinaus präzise Prozessierungsorte von Hfq-bindenden RNA-Molekülen 

bestimmen (Sharma & Vogel, 2009). Ein entsprechendes, einleitendes Sequenzierungs-

Experiment wurde in Kooperation mit Cynthia Sharma (MPI für Infektionsbiologie, Berlin) 

auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführt. Die RNA wurde durch Ko-IP mit 

einem funktionellen7

                                                 
7 Mehrfach wiederholte Phototaxis-Tests zeigten, dass die Expression des Flag-Syn-Hfq-Fusionsproteins in trans 

die phototaktische Motilität von Δhfq wiederherstellen konnte.   

, rekombinant in Δhfq exprimierten Flag-Syn-Hfq-Fusionsprotein 

(vergleiche 3X FLAG Peptide, Sigma-Aldrich) aus Synechocystis gewonnen und im Vergleich 

zu entsprechend isolierter RNA aus einer Wildtyp-Kultur per 454-Sequenzierung (Genome 

Sequnecer FLX System, Roche, Mannheim) analysiert. Da die generierten Daten bisher weder 

eindeutig experimentell verifiziert wurden, noch (mangels biologischer und technischer 

Replikate) statistisch auswertbar sind, wurden sie in dieser Arbeit nicht näher dargestellt. Aus 

dem Vergleich von ~48.000 (Wildtyp-Kontrolle) bzw. ~58.000 (Flag-Syn-Hfq-KoIP) 

generierten reads (d.h. kurzen Sequenzabschnitten von 18-300 nt Länge) ließ sich lediglich 

für einige zellulär hoch-abundante RNA-Moleküle (tRNAs, rRNAs, RnpB) sowie für wenige 

einzelne mRNAs (z.B. slr0376, 20-fach; slr1042, 12-fach) eine deutliche Anreicherung in der 

Ko-IP-Probe ableiten. Allerdings ließen sich diese Daten mithilfe von Northern Blot- bzw. 

Slot Blot-Analysen nicht validieren. Zudem wurden bereits von anderen Autoren 

unspezifische Anreicherungen ribosomaler RNAs in Immunopräzipitations-Experimenten mit 

eukaryotischen RNA-bindenden Proteinen (u.a. auch mit dem hier verwendeten Flag-System) 

beobachtet (de Planell-Saguer et al., 2009). Zur Überprüfung der 454-Sequenzierungsdaten 

sind bereits Wiederholungsexperimente - u.a. mit einer alternativen Flag-Syn-Hfq-Variante -  
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4 Material und Methoden 

4.1 Material 

In diesem Kapitel werden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Geräte und Reagenzien 

beschrieben. Nicht aufgeführt sind allgemeine Labor- und Verbrauchsmaterialien, wie z.B. 

Glas- und Reaktionsgefäße, Petrischalen, Parafilm. 

4.1.1 Chemikalien 

Die zur Durchführung der praktischen Arbeiten im Labor verwendeten Lösungsmittel und 

Feinchemikalien sowie deren Bezugsquellen sind in Tabelle 4 aufgeführt 

Tabelle 4: Chemikalien und fertige Gebrauchslösungen 

Produkt Hersteller 
2-Propanol (100 %ig) Roth, Karlsruhe 

3-(N-Morpholino)-propansulfonsäure (MOPS) Roth, Karlsruhe 

5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid      
(X-Gal) 

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 

Acrylamid (AA) Roth, Karlsruhe 

Adenosin-3′,5′-monophosphat (cAMP) Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 

Ammoniumacetat Roth, Karlsruhe 

Ammoniumeisen(III)-citrat Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 

Ammoniumpersulfat (APS) Roth, Karlsruhe 

Ampicillin (Na-Salz) Roth, Karlsruhe 

Bacto-Agar Difco, Detroit, USA 

Bisacrylamid (BisAA) Serva, Heidelberg 

Bromphenolblau Roth, Karlsruhe 

Chloramphenicol Boehringer, Mannheim 

Chloroform Roth, Karlsruhe 

Coomassie brilliant blue R-250 Serva, Heidelberg 

Deoxycholat (DOC) Roth, Karlsruhe 

D-Glukose Roth, Karlsruhe 

di-Kaliumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe 
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Spektrophotometer: Shimadzu, UV-2401PC, Kyoto, Japan 

Novaspec III Visible Spectrophotometer, GE 
Healthcare, Waukesha, USA 

NanoDrop ND-1000 UV/Vis-
Spektralphotometer, Peqlab Biotechnologie 
GmbH, Erlangen 

Sterilwerkbank Heraeus Lamin Air, Hanau 

Thermoblock/ -mixer Thermomixer 5436, Eppendorf AG, Hamburg 

Tischzentrifuge Eppendorf 5415C, Eppendorf AG, Hamburg 

Titan-Sonotrode/Kegelspitze KE76 Sonopuls, Bandelin 

Ultraschall-Homogenisator Sonopuls, Bandelin 

UV-Quervernetzer UV-Stratalinker 1800, Stratagene, La Jolla, 
USA 

UV-Transluminator  Biometra, Göttingen 

Vertikale Gelelektrophorese-Kammern:  

(für Polyacrylamidgele)  

Hoefer SE260 Mighty Small, Amersham 
Bioscience (Freiburg) 

Protean II, Biorad, München 

Vortexer Reax2000, Heidolph, Schwabach 

Wasserbäder: 

 

 

 

 

MA6, Lauda Dr. R. Wobser, Lauda-
Königshofen 

Julabo, SW20, Julabo Labortechnik GmbH, 
Seelbach 

GFL-1086, GFL Gesellschaft für Labortechnik 
GmbH, Burgwedel 

 

 

Zellmühle Typ MM2, MM301, Retsch, Haan 

 

 

4.1.9 Software/ Datenbanken 

Zur Analyse/ Bearbeitung von Sequenzdaten sowie zur Auswertung von 

Hybridisierungssignalen kamen in dieser Arbeit unterschiedliche Computerprogramme und 

Datenbanken zum Einsatz. Diese sind in Tabelle 13 aufgelistet. 

 

 

 



4 MATERIAL UND METHODEN 

143 

 

Tabelle 13: Software und Datenbanken 

Software Addresse/Referenz Applikation 

Artemis Rutherford et al. (2000) Programm zur 
Visualisierung von 
Genomen und 
Annotationen 

BioEdit 

 

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html 

 

Programm zur 
Bearbeitung und Analyse 
von Sequenzierungsdaten 

ClustalW2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html Aminosäure-
Sequenzvergleiche 

CyanoBase http://bacteria.kazusa.or.jp/cyanobase Sequenzdatenbank für 
Cyanobakterien 

GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov Molekularbiologische 
Sequenzdatenbank 

GeneDoc  

 

http://www.psc.edu/biomed/genedoc Programm zur manuellen 
Bearbeitung von 
Sequenzvergleichen 

Mfold Zuker (2003); Mathews et al. (1999) 

http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna-form1.cgi 

 

Programm zur Vorhersage 
der Sekundärstrukturen 
von RNA-Molekülen 
anhand 
thermodynamischer 
Parameter 

Multalin http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html Multiple 
Sequenzvergleiche 

MyHits http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/index Datenbank von 
Proteindomänen 

NCBI-
BLAST  

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi Homologiesuche 

ORF 
Finder 

http://www.geneinfinity.org/sms_orffinder.html Suche nach offenen 
Leserastern in einer 
Nukleotidsequenz 

Peptide 
Property 
Calculator 

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/proteincalc.html Berechnung des molaren 
Extinktionskoeffizienten 
von Syn-Hfq 

Pfam http://pfam.sanger.ac.uk/ 

 

Datenbank von Proteinen 
und Proteinfamilien 

Primer3  

 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ Ermittlung geeigneter 
Primer für PCR 

Quantity 
One 

 

BioRad, München Densitometrische Analyse 
von 
Hybridisierungssignalen 

SIAS http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html Berechnung der 
Ähnlichkeit von 
Aminosäuresequenzen 
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unter den in den Abschnitten 2.1.2.1 und 2.1.2.2 angegebenen Wachstumsbedingungen 

inkubiert. 

4.2.1.7 Phototaxis-Test 

Für Untersuchungen des phototaktischen Verhaltens von Synechocystis wurden je 5 µl 

Flüssigkulturen während der logarithmischen Wachstumsphase in definierten Abständen auf 

Phototaxis-Testplatten pipettiert und zunächst für 48 h bei 28 °C gleichmäßig und konstant 

belichtet (Weißlicht, ~50-60 µmol Photonen m-2 s-1; Philips TLD F36W/33). Anschließend 

wurden die Testplatten in lichtundurchlässige Schachteln mit einer (ca. 3 cm breiten) Öffnung 

auf der Vorderseite positioniert und auf diese Weise unidirektional mit Weißlicht von 

1-3 µmol Photonen m-2 s-1 bestrahlt (Philips TLD F36W/33). Die Kulturen wurden in je drei 

Entfernungen von der Lichtquelle aufgetragen, wodurch sich die Lichtintensität von 100 % an 

der ersten Position auf etwa 60 % an der zweiten, und 35 % an der dritten Position reduzierte. 

• Phototaxis-Testplatte: 0,5 % (w/v) Bacto-Agar; 5 mM Glukose; 10 mM TES/NaOH 
(pH 8,0) 
 

4.2.2 Molekularbiologische Methoden 
4.2.2.1 DNA-Amplifizierung mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) nach Mullis et 

al. (1986) 

Die PCR wurde zur in vitro-Amplifizierung von DNA-Fragmenten aus dem Synechocystis- 

bzw. E. coli-Genom sowie aus Plasmid-DNA durchgeführt. Zur Synthese möglichst 

fehlerfreier PCR-Produkte für anschließende Klonierungen und in vitro-Transkriptionen 

wurde - aufgrund ihrer Korrekturlesefunktion (proof-reading) - die Phusion High Fidelity 

DNA Polymerase (NEB) verwendet. Für Anwendungen, bei welchen Sequenzfehler nicht von 

Bedeutung sind (z.B. analytische Kolonie-PCR, RACE), kam die DreamTaq-Polymerase 

(MBI Fermentas) zum Einsatz. Als Matrize dienten genomische DNA, Plasmid-DNA oder 

etwas unaufgeschlossenes Zellmaterial (Kolonie-PCR). Die PCR-Bedingungen wurden nach 

den Angaben der Hersteller und den berechneten Schmelztemperaturen (Programm Primer3, 

Tabelle 13) der jeweiligen Primerpaare gewählt. 
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4.2.2.12 Transformation von Synechocystis nach Grigorieva & Shestakov (1982) 

Zur Transformation von Synechocystis wurden Zellen aus 10 ml Flüssigkultur während der 

exponentiellen Wachstumsphase durch Zentrifugation (10 min, 1500 g, RT) geerntet und in 

ca. 200 µl Restmedium aufgenommen. Darauf folgte eine 30-minütige Inkubation der 

Bakteriensuspension mit 1 µg der zu transferierenden Plasmid-DNA bei kontinuierlicher 

Belichtung (Weißlicht, ~50-60 µmol Photonen m-2 s-1) und RT. Anschließend wurden die 

Zellen auf BG11-Festmedium (1 % Bacto-Agar) ausgestrichen und bei 28 °C und einer 

Lichtintensität von ~40 μmol Photonen m-2 s-1 inkubiert. Nach 48 h wurden 400 μl Cm-

Lösung einseitig unter die Agarplatte gegeben, um einen Konzentrationsgradienten zu 

generieren. Resistente Klone (Transformanten) wurden mehrfach vereinzelt auf frisches 

BG11-Festmedium (0,75 % Agar) mit schrittweise ansteigender Cm-Konzentration von 

maximal 7 µg ml-1 überimpft. 

• Cm-Lösung:  1,4 mg ml-1 Chloramphenicol 

4.2.2.13 Konjugation von Synechocystis 

Der konjugative Transfer von Plasmid-DNA in Synechocystis-Zellen erfolgte durch die „Drei-

Eltern-Kreuzung“ („triparental mating“). Als Cargo-Plasmid wurde der in Synechocystis 

autonom replizierende shuttle-Vektor pVZ321 (mit dem Stamm E. coli DH5α als Donor-Wirt) 

verwendet. Als Helferplasmid stand RP4 in dem Stamm E. coli J53 zur Verfügung. Zunächst 

wurden je 0,25 ml einer Übernachtkultur der Stämme E. coli J53-RP4 und E. coli DH5α-

pVZ321 (bzw. der konstruierten pVZ321-Derivate; siehe Abschnitte 4.2.2.17 bis 4.2.2.19) in 

10 ml frisches LB-Medium überführt und für 2,5 h bei 200 rpm und 37 °C inkubiert. Die 

Kulturen wurden daraufhin für 5 min bei 1000 g und RT zentrifugiert und in 1 ml LB-

Medium resuspendiert. Beide Stämme wurden anschließend vereint und erneut zentrifugiert. 

Das Sediment wurde dann in 100 μl LB-Medium aufgenommen und für 1 h bei 30 °C 

inkubiert. Anschließend wurden 1,9 ml einer Synechocystis-Kultur (OD750 = 0,6-0,8; 

Novaspec III Visible Spectrophotometer, GE Healthcare) zu der E. coli-Suspension gegeben 

und daraufhin für 5 min bei 1000 g und RT zentrifugiert. Das Sediment wurde in 30 μl BG11-

Medium aufgenommen. Dieser Konjugationsansatz wurde anschließend auf einen sterilen 

HATF-Filter pipettiert, welcher einer BG11-Agarplatte (0,75 % Agar) mit 5 % LB-Medium 

(ohne Antibiotikum) auflag. Nach zwei Tagen wurden die Zellen mit BG11-Medium von dem 

Filter abgespült und dabei auf BG11-Festmedium (0,75 % Agar) mit 20 μg ml-1 Km überführt. 
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4.2.2.16 Konstruktion des Plasmids pGEX-Hfq zur heterologen Expression von GST-
Hfq in E.coli 

Zur Expression eines rekombinanten GST-Hfq-Fusionsproteins in E.coli wurde zunächst der 

ORF ssr3341 (hfq) unter Verwendung genomischer DNA aus Synechocystis und der Primer 

BamHI-hfq-fw und NotI-hfq-rev (siehe Tabelle 9) als 226 bp langes DNA-Fragment 

amplifiziert (Abschnitt 4.2.2.1). Das PCR-Produkt wurde gereinigt (Abschnitt 4.2.2.2), mit 

den Restriktionsendonukleasen BamHI und NotI an dessen Enden geschnitten (Abschnitt 

4.2.2.3) und in die entsprechend geschnittene multiple cloning site (MCS) des pGEX-6P-1 

Expressionsvektors (GE Healthcare) ligiert (Abschnitt 4.2.2.5). Die hfq-Insertion liegt in 

frame stromabwärts des 3´-Endes des gst-Gens hinter die PreScission-Protease-Zielsequenz. 

Die Korrektheit des Konstrukts wurde durch DNA-Sequenzierung überprüft (Abschnitt 

4.2.2.6). 

4.2.2.17 Konstruktion der Plasmide pVZ-Phfq und pVZ-PhfqS 

Für die genetische Komplementierung der Δ hfq-Mutante von Synechocystis wurde zunächst 

mithilfe der Primer Phfq-hfq-fw und hfq-Ter-hfq-rev (siehe Tabelle 9) und unter Verwendung 

genomischer DNA aus Synechocystis ein 1111 bp langes DNA-Fragment amplifiziert 

(Abschnitt 4.2.2.1), welches den ORF ssr3341 (213 bp) sowie 500 bp und 398 bp der 

angrenzenden Stromaufwärts- bzw. Stromabwärtsbereiche (mit den eigenen putativen 

Promotor- bzw. Transkriptionsterminator-Regionen) enthielt. Das PCR-Produkt wurde 

gereinigt und nach Angaben des Herstellers in den UA-Klonierungsvektor pDrive (PCR 

Cloning Kit, Qiagen) ligiert (Abschnitt 4.2.2.5). Aus dessen MCS wurde das Fragment 

anschließend mit den Restriktionsendonukleasen PstI und SalI herausgeschnitten (Abschnitt 

4.2.2.3) und (im Austausch gegen die Cm-Resistenzgenkassette des Plasmids) in den 

entsprechend geschnittenen shuttle-Vektor pVZ321 ligiert (siehe Tabelle 7). Das Plasmid 

pVZ-PhfqS wurde im Rahmen derselben Klonierungsarbeiten aus einem anderen Klon isoliert 

und enthält an Position 121 des kodierenden Bereichs von ssr3341 eine zufällige 

Punktmutation, welche dort in frame ein Stoppcodon einfügte. Da diese Mutation in vivo zu 

der Synthese eines verkürzten Hfq-Proteins führen würde, wurde dieses Plasmid als 

Negativkontrolle für die Komplementierungsexperimente eingesetzt. Die Konstrukte pVZ-

Phfq und pVZ-PhfqS sowie der unmodifizierte Vektor pVZ321 wurden durch Konjugation in 

die Δhfq-Mutante von Synechocystis transferiert (Abschnitt 4.2.2.13). Exkonjuganten wurden 
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auf BG11-Festmedium mit 40 µg ml-1 Km selektiert. Das Medium enthielt aufgrund der 

entsprechenden Resistenz der Δhfq-Mutante zudem 7 µg ml-1 Cm. 

4.2.2.18 Konstruktion des Plasmids pVZ-PpetJ-col-hfq 

Für die heterologe Komplementierung der Δhfq-Mutante von Synechocystis mit hfq aus E. coli 

wurde zunächst mithilfe der Primer Col-hfq-fw-NdeI und Col-hfq-rev-oop-BglII (siehe 

Tabelle 9) per Kolonie-PCR (mit E. coli-Zellen) ein 339 bp langes DNA-Fragment 

amplifiziert (Abschnitt 4.2.2.1), welches den ORF hfq (aus E. coli) mit einer NdeI-

Schnittstelle am 5´-Ende sowie den Transkriptionsterminator oop aus dem Bakteriophagen 

Lambda mit einer BglII-Schnittstelle am 3´-Ende enthielt. Infolge der Reinigung des PCR-

Produkts wurde dieses zunächst in den TA-Klonierungsvektor pDrive (PCR Cloning Kit, 

Qiagen) ligiert und dort mit den Restriktionsendonukleasen NdeI und BglII wieder 

herausgeschnitten (Abschnitt 4.2.2.3). Daraufhin konnte das Fragment erfolgreich in den mit 

denselben Enzymen linearisierten Vektor pSK9 ligiert werden (Abschnitt 4.2.2.5). Auf diese 

Weise wurde das hfq-oop-Konstrukt am 5´-Ende in frame mit dem Promotor PpetJ (aus 

Synechocystis) innerhalb des Plasmids fusioniert. Mithilfe der Primer psk9-fw-petJ-neu und 

psk9-rev (Tabelle 9) wurde anschließend per Kolonie-PCR eines positiven Klons ein 1015 bp 

langes Fragment inklusive der PpetJ-hfq-oop-Fusion amplifiziert, welches gereinigt und in 

den Vektor pDrive ligiert wurde. Aus dessen MCS wurde das Fragment anschließend mit den 

Restriktionsendonukleasen PstI und SalI herausgeschnitten und (im Austausch gegen die Cm-

Resistenzgenkassette des Plasmids) in den entsprechend geschnittenen shuttle-Vektor pVZ321 

ligiert (siehe Tabelle 7). Das resultierende Konstrukt pVZ-PpetJ-col-hfq sowie der 

unmodifizierte Vektor pVZ321 wurden durch Konjugation in den Wildtyp sowie in die Δhfq-

Mutante von Synechocystis transferiert (Abschnitt 4.2.2.13). Exkonjuganten wurden auf 

BG11-Festmedium mit 40 µg ml-1 Km selektiert. Das Medium enthielt aufgrund 

entsprechender Resistenz der Δhfq-Mutante zudem 7 µg ml-1 Cm. 

4.2.2.19 Konstruktion des Plasmids pVZ-PpetJ-sycrp1 

Für den Versuch zur Komplementierung der Δ hfq-Mutante von Synechocystis durch 

Überexpression von sycrp1 wurde zunächst mithilfe der Primer NdeI-slr1371–fw und BamHI-

rev (siehe Tabelle 9) und unter Verwendung genomischer DNA aus Synechocystis ein 1009 bp 

langes DNA-Fragment amplifiziert (Abschnitt 4.2.2.1), welches den ORF sycrp1 (sll1371 aus  
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4.2.4 Biochemische Methoden 
4.2.4.1 Zellernte und -aufschluss von Synechocystis  

Die Ernte von Synechocystis-Flüssigkulturen erfolgte für 10 min bei 1500 g und 4 °C. Die 

Sedimente wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.  

Für den Zellaufschluss wurden die geernteten Zellen im Verhältnis 1:3 (Pelletvolumen: 

Puffervolumen) in Extraktionspuffer resuspendiert und ggf. zu je 1 ml auf mehrere 2 ml-

Reaktionsgefäße aufgeteilt. Nach der Zugabe von 0,8 Vol. Glasperlen (0,1-0,5 mm) wurde die 

Zellsuspension bei 30 Hz und 4 °C für 10 min in der Zellmühle (Typ MM2, MM301, Retsch, 

Haan) geschüttelt. Daraufhin wurden Glasperlen, Zelltrümmer und nicht aufgeschlossene 

Zellen durch eine fünfminütige Zentrifugation bei 4 °C und 1500 g sedimentiert. Der 

Überstand (Gesamtzellextrakt) wurde abgenommen und das Sediment erneut in demselben 

Volumen Extraktionspuffer resuspendiert. Nach einem weiteren Extraktionsschritt unter 

entsprechenden Bedingungen wurde der zweite Überstand mit dem ersten vereinigt. 

Anschließend wurden die löslichen Zellbestandteile durch eine 30-minütige Zentrifugation bei 

4 °C und 23500 g von der unlöslichen Membranfraktion getrennt und gesammelt. 

• Extraktionspuffer: 50 mM Hepes/NaOH (pH 7,0); 5 mM MgCl2; 25 mM CaCl2, 
10 % (v/v) Glycerol 

4.2.4.2 Heterologe Expression und Reinigung eines GST-Hfq-Fusionsproteins 

Zur heterologen Expression von GST-Hfq wurden 600 ml LB-Medium (mit 75 µg ml-1 Amp) 

zweiprozentig mit Übernachtkulturen von BL21-pGEX-Hfq bzw. DH5α-pGEX-Hfq (siehe 

Abschnitt 4.2.2.16) beimpft und in einem Schüttelinkubator bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. 

Bei einer OD600 von 0,4-0,6 (Novaspec III Visible Spectrophotometer, GE Healthcare) wurde 

die Expression des rekombinanten Proteins durch Zugabe von 1,5 mM IPTG induziert und die 

Kultur für weitere 3 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für 10 min bei 

3800 g und 4 °C sedimentiert und anschließend ggf. bei -20 °C gelagert. Die geernteten 

Zellen wurden in 60 ml Natrium-Kalium-Phosphatpuffer resuspendiert und durch Kavitation 

lysiert. Dazu wurde die Suspension unter ständiger Eiskühlung fünfmal für jeweils 30 sec bei 

10 %iger Leistung mit Ultraschall (Titan-Sonotrode/Kegelspitze KE76 Sonopuls) behandelt. 

Es folgte eine 20-minütige Zentrifugation bei 23500 g zur Trennung des löslichen Extrakts 

von den Membranbestandteilen und nicht aufgeschlossenen Zellen. Die Reingung des 

rekombinanten Hfq-Proteins (Syn-Hfq) erfolgte durch Glutathion-Affinitätschromatographie  
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im batch-Verfahren. Dabei wurden alle im Folgenden aufgeführten Zentrifugationsschritte für 

3 min bei 1500 g und 4 °C durchgeführt. Zunächst wurde die Affinitätsmatrix (Glutathion-

Agarose 4B; Macherey-Nagel) dreimal mit dem fünffachen Volumen an Natrium-Kalium-

Phosphatpuffer gewaschen und zur Bindung des GST-Hfq-Proteins in einem Volumen-

Verhältnis von 1: 100 (Matrix: Extrakt) zu dem löslichen Zellextrakt gegeben. Der Ansatz 

wurde für eine Stunde bei RT und 5 rpm in einem Rotator (Intelli Mixer RM-2M) inkubiert. 

Im Anschluss wurde die Matrix sedimentiert, der Überstand abgenommen und 

nichtgebundene Proteine durch viermaliges Waschen mit dem zehnfachen Matrixvolumen an 

Natrium-Kalium-Phosphatpuffer entfernt. Durch Inkubation mit PreScission-Protease (0,1 µg 

µl-1 Matrix in 500 µl PreScission-Cleavage-Puffer) für 16 h bei 4 °C wurde Syn-Hfq von dem 

an die Matrix gebundenen GST-Fusionstag gespalten und dadurch eluiert. Anschließend 

wurde das Protein nach einer weiteren Zentrifugation abgenommen und die verbleibende 

Matrix viermal mit je 0,5 ml PreScission-Cleavage-Puffer gespült. Das Protein wurde mithilfe 

eines Zentrifgualkonzentrators in Natrium-Kalium-Phosphatpuffer überführt, dadurch auf eine 

Konzentration von ~1 mg ml-1 eingestellt und bei 4 °C gelagert. 

• Natrium-Kalium-Phosphatpuffer: 20 mM Na-K-Phosphat-Stammlösung (pH 7,6);  

20 mM NaCl; 200 mM KCl; 2 mM MgCl2; 10 % 

(v/v) Glycerol 

• Na-K-Phosphat-Stammlösung (pH 7,6): 13 ml 0,5 M KH2PO4; 87 ml 0,5 M  

Na2HPO4 

• PreScission-Cleavage-Puffer: 50 mM Tris/HCl (pH 7,0); 150 mM NaCl; 1 mM  

EDTA; 1 mM DTT 

4.2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

Die Protein-Konzentration in wässrigen Lösungen wurde durch die Messung der Absorption 

bei 280 nm mithilfe des NanoDrop ND-1000 UV/Vis-Spektralphotometers (PeqLab) ermittelt. 

Für die Messungen wurde je ein absolutes Volumen von 1,5 μl eingesetzt. Der Leerwert 

wurde mit dem entsprechenden Volumen des verwendeten Puffers gemessen. Die Berechnung 

der Konzentration erfolgte durch die zugehörige Software (PeqLab) nach dem Lambert-

Beer´schen Gesetz unter Verwendung des theoretischen, molaren Extinktionskoeffizienten 

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/proteincalc.html) sowie der Molekülmasse des 

Proteins.   
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4.2.4.4 Größenausschlusschromatographie/ Gelfiltration 

Der Oligomerisierungszustand des rekombinanten Hfq-Proteins wurde mithilfe einer 

Größenausschlusschromatographie analysiert. Dabei kam der ÄktaPurifier (GE Healthcare) 

als Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC)-Anlage zum Einsatz. 

Jeweils 100 µg des gereinigten Syn-Hfq-Proteins (siehe Abschnitt 4.2.4.2) wurden in 

Natrium-Kalium-Phosphatpuffer mit einer Flussrate von 0,5 ml/min auf eine in Kalium-

Phosphatpuffer äquilibrierte Superdex 75 10/300 GL-Säule (GE Healthcare) aufgetragen und 

die Elution der Proteine bei konstanter Flussrate anhand einer Absorptionsmessung bei 

280 nm verfolgt. Zur weiterführenden Analyse wurden Proteinproben in Fraktionen von je 

0,5 ml gesammelt, durch DOC/TCA-Fällung (Abschnitt 4.2.4.5) konzentriert und 

entsprechend für die SDS-PAGE (Abschnitt 4.2.4.6) vorbereitet. Nach jedem Lauf wurde der 

Gel Filtration Standard (Biorad) unter den gleichen Bedingungen aufgetrennt. 

4.2.4.5 DOC/TCA-Fällung von Proteinen  

Für die SDS-PAGE- und Immunoblot-Analysen gesammelter Fraktionen aus der 

Größenausschlusschromatographie wurden die Proteine durch eine DOC/TCA-Fällung 

(Bensadoun & Weinstein, 1976) zunächst konzentriert. Dazu wurden die Proben jeweils mit 

ddH2O auf ein Volumen von 1 ml aufgefüllt. Nach der Zugabe von 25 μl 2 % (w/v) DOC und 

sofortigem Mischen wurden 30 µl 40 % (v/v) TCA zugegeben, gemischt und die Proteine 15 

min auf Eis präzipitiert. Die Ansätze wurden anschließend bei 4 °C und 16000 g für 10 min 

zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Sediment wurde daraufhin in 30 µl ChuaA-

Puffer aufgenommen und mit 20 µl ChuaB-Puffer versetzt. Die Proben wurden abschließend 

entsprechend den Angaben in Abschnitt 4.2.4.6 für die Gelelektrophorese vorbereitet. 

• ChuaA-Puffer:  0,1 M Na2CO3; 0,1 M DTT 

• ChuaB-Puffer:  5 % (w/v) SDS; 30 % (w/v) Saccharose; 0,1 % (w/v) 

Bromphenolblau 

4.2.4.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen kam 

in dieser Arbeit das kontinuierliche Tris-Tricin-Puffersystem nach Schägger (2006) zur 

Anwendung. Vorbereitend wurden die Proteinproben in Probenpuffer für 5 min bei 95 °C  

 


